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Zusammenfassung

Das Humane Cytomegalovirus (HCMV) stellt eine groRe Bedrohung fiur Patienten mit
geschwachtem oder unausgereiftem Immunsystem dar. Bei immunkompetenten Personen
hingegen werden schwere Erkrankungen insbesondere durch die Wirkung antiviraler
zytotoxischer CD8"-T-Lymphozyten (CTL) weitgehend verhindert. Aus Zellkultur-Systemen
war bekannt, dass virale Glykoproteine, welche in der US2-US11-Region des HCMV-
Genoms kodiert werden, inhibitorisch in den MHC-Klasse-I-Prasentationsweg eingreifen und
somit die entsprechende Prasentation durch infizierte Zellen behindern. Uber die Bedeutung
dieser US2-US11-vermittelten Immunevasion flr die Prasentation viraler Antigene im
Kontext der Virusinfektion war jedoch nichts bekannt. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
sollte daher der Einfluss der Immunevasion auf die MHC-Klasse-I-Prasentation der beiden
wichtigsten CTL-Zielstrukturen von HCMV, dem Tegumentprotein pp65 und dem
regulatorischen immediate early Protein IE1, untersucht werden. In Erganzung dazu sollte
das immunevasive Potential eines durch HCMV kodierten Homologs des
immunmodulatorischen Zytokins Interleukin-10 (cmvIL-10) analysiert werden. Hierzu wurden
Uber Peptidimmunisierung HLA-A2-transgener Mause CTL-Klone hergestellt, welche
ausgesuchte Peptide aus pp65 und IE1 in Assoziation mit HLA-A2 mit hoher Spezifitat und
Sensitivitdt erkannten. Auf diese Weise konnte eine direkte Beeinflussung der MHC-Klasse-I-
Prasentation durch cmvIL-10 falsifiziert und somit der Hypothese, dass das von infizierten
Zellen freigesetzte Zytokin die MHC-Klasse-I-Présentation nicht infizierter Nachbarzellen
beeinflussen kénnte, widersprochen werden. Mit Hilfe einer US2-US11-Deletionsmutante
des Virus konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass die Prasentation von sowohl pp65 als
auch |IE1 durch die Immunevasion beeintrachtigt wird. Dabei war die Prasentation des IE1-
Peptids zu jedem untersuchten Zeitpunkt nach Infektion vollstandig unterdriickt. Die
Prasentation des pp65-Peptids hingegen war noch bis zu 72 Stunden nach Infektion
detektierbar. Diese anhaltende Prasentation wurde dabei durch MHC-Klasse-I-Komplexe
hervorgerufen, die trotz der Expression der US2-US11-Region an die Zelloberflache
transportiert wurden. Anhand des pp65 konnte somit erstmals gezeigt werden, dass die
Immunevasion von HCMV Bildung und Transport bestimmter MHC-Klasse-I-Peptid-
Komplexe zwar beeintrachtigen, jedoch nicht vollstdndig blockieren kann. Weitere
Untersuchungen ergaben, dass die Prasentation von IE1-Peptiden durch das Vorhandensein
des pp65-Proteins nicht beeinflusst wurde. Damit konnten aus der Literatur bekannte Daten
anderer widerlegt werden. Mit Hilfe einer weiteren Virusmutante konnte schliel3lich gezeigt
werden, das die Expression eines der Immunevasine, des gpUS11, hinreichend ist, die IE1-
Prasentation vollstandig zu unterdriicken, jedoch keinerlei messbaren Einfluss auf die
Prasentation von pp65 ausibt. Die vorliegende Arbeit hat wichtige Erkenntnisse erbracht, die
die Grundlage fir weiterfihrende Untersuchungen zur Aufklarung der Bedeutung der
einzelnen Immunevasionsgene fur die Prasentation viraler Antigene im Rahmen der
Virusinfektion darstellen.
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Das Humane Cytomegalovirus (HCMV)

Das Humane Cytomegalovirus (HCMV) gehort zur Familie der Herpesviren (Herpesviridae).
Von dieser im Unterstamm der Vertebraten ubiquitar verbreiteten Virusfamilie sind bisher
neun humanpathogene Vertreter bekannt, zu denen neben dem Humanen Cytomegalovirus
unter anderem das Herpes Simplex Virus, das Varicella-Zoster-Virus und das Epstein-Barr-
Virus gehoren. Die Einordnung in die Familie der Herpesviren erfolgt traditionell nicht tUber
Gemeinsamkeiten in der DNA-Sequenz, sondern anhand der charakteristischen Morphologie
der Viruspartikel. Eine allen bisher bekannten Herpesviren gemeinsame Eigenschaft ist die
Fahigkeit zur Ausbildung einer lebenslangen Latenz im Wirtsorganismus. Aufgrund
verschiedener biologischer Eigenschaften werden die Herpesviren in die drei Unterfamilien
o-, B-, und y-Herpesviren eingeteilt. Die a-Herpesviren weisen ein breites Wirtsspektrum und
einen kurzen Reproduktionszyklus auf und persistieren hauptsachlich in den Nervenzellen
sensorischer Ganglien. Die pB-Herpesviren hingegen zeichnen sich durch ein enges
Wirtsspektrum, einen in Zellkultur sehr langsamen Vermehrungszyklus und eine
charakteristische VergroRerung der infizierten Zelle (Cytomegalie) aus. Latent infizierte
Zellen konnen in sekretorischen Driisen, der Milz, den Nieren oder anderen Geweben
nachgewiesen werden. Auch die y-Herpesviren haben ein sehr enges Wirtszellspektrum. In
vitro ist eine Replikation vorwiegend in lymphoblastoiden Zellen zu beobachten, aber auch
Epithelzellen und Fibroblasten kdnnen permissiv infiziert werden. Die Ausbildung der Latenz
erfolgt hauptséachlich in lymphoidem Gewebe.

Aufgrund einer ausgepragten Wirtsspezifitdt, einem in vitro vergleichsweise langsamen
Replikationszyklus und der nach Infektion zu beobachtenden Cytomegalie stellt das Humane
Cytomegalovirus einen typischen Vertreter der B-Herpesviren dar (zusammengefasst in
(Roizman B. & Pellett E.P., 2001)).

111 Morphologie

Der Durchmesser der Viruspartikel von HCMV liegt zwischen 150 und 200 nm. Die Virionen
weisen die fur Herpesviren typische Morphologie auf (Abbildung 1). Zurzeit sind insgesamt
71 HCMV-kodierte und Uber 70 zellulare Proteine bekannt, die am Aufbau des Viruspartikels
beteiligt sind (Varnum et al., 2004). Das etwa 235 kb grol3e, doppelstdngige DNA-Genom
wird von einem aus 162 Kapsomeren zusammengesetzten ikosahedrischen Kapsid
umgeben. Das Kapsid wird aus sieben verschiedenen Proteinen gebildet, wobei der Aufbau
malfdgeblich durch die vier als major capsid (pUL86), minor capsid (pUL85), minor capsid
binding (pUL46) und smallest capsid protein (pUL48/49) bezeichneten Polypeptide

beeinflusst wird. Nach auflen ist das Virus durch eine von intrazellularen Membranen
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abstammende Doppellipidschicht abgegrenzt, in welche viruskodierte Glykoproteine
eingelagert sind. Bis vor kurzem galt das Glykoprotein B (gB, gpULS55) als vorherrschendes
HCMV-Hullprotein. In einer kurzlich veroffentlichten Arbeit jedoch konnte in der Virushulle
von HCMV etwa zehnmal mehr Glykoprotein M (gM, gpUL100) nachgewiesen werden
(Varnum et al., 2004). Neben gB und gM sind noch die Glykoproteine H (gH, gpUL75), L (gL,
gpUL115), O (gO, gpUL74) und N (gN, gpUL73) in relativ groBen Mengen vorhanden. Die
genannten Glykoproteine bilden zusammen drei verschiedene, innerhalb der Familie der
Herpesviren hoch konservierte Glykoproteinkomplexe aus, welche entscheidend an der
Virus-Zell-Interaktion wéahrend Adsorptions- und Penetrationsphase und der Ubertragung des
Virus durch direkten Zellkontakt beteiligt sind. Die viralen Glykoproteine stellen wichtige
Zielstrukturen der Antikorper-vermittelten Immunantwort des Wirts gegen HCMV dar.
Zwischen der Hille und dem Kapsid befindet sich das so genannte Tegument, eine aus 20
bis 25 verschiedenen Proteinen bestehende Matrix. Die meisten Tegumentproteine sind
phosphoryliert und stellen immunogene Zielstrukturen dar. Hauptstrukturkomponenten des
Teguments sind die drei Phosphoproteine pp65 (ppUL83), pp150 (ppUL32) und pp71
(ppUL82), welche zusammen Uber 30% der Gesamt-Proteinmasse des Virions ausmachen
(Varnum et al., 2004). Einige Tegumentproteine, darunter das Phosphoprotein pp71,
beeinflussen als Transaktivatoren die zellulare und virale Genexpression und Uben damit
wichtige Funktionen im Rahmen der viralen Replikation aus (zusammengefasst in (Mocarski
E.S. & Courcelle C.T., 2001; Landolfo et al., 2003)).

Kapsid

Tegument

doppelstrangiges DNA-Genom
Lipidmembran

}virale Glykoproteine

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines HCMV-Viruspartikels
Quelle: Dr. Marko Reschke, Marburg
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1.1.2 Genom

Das lineare, doppelstrangige Genom von HCMV gehért zu den gréfiten und komplexesten
Genomen animaler Viren. Es weist einen hohen G+C-Anteil auf und ist in zwei Segmente
unterteilt. Die mit jeweils einer Kopie vorliegenden Abschnitte werden aufgrund ihrer
unterschiedlichen Lange als unique long (U.) - und unique short (Us) - Region bezeichnet.
Diese Elemente sind an beiden Enden von DNA-Abschnitten flankiert, welche sich
gleichsinnig oder invertiert wiederholen (repeats). Da die beiden unique-Regionen
unabhangig voneinander in zwei Orientierungen vorliegen koénnen, existieren vier
verschiedene Isomere des HCMV-Genoms (Abbildung 2). Die Nukleotidsequenz des
Laborstamms Ad169 konnte 1990 von Chee und Kollegen bestimmt werden. In dem
230.283 bp umfassenden Genom konnten 225 ORFs identifiziert werden, die putative
Proteine mit einer Lange von mindestens 100 Aminosauren (AS) kodieren (Chee et al., 1990;
Novotny et al., 2001). Vielen dieser ORFs konnte bisher keine Funktion wahrend der
Virusreplikation zugeordnet werden (zusammengefasst in (Mocarski E.S. & Courcelle C.T.,
2001; Landolfo et al., 2003)).

[ 1 { [ "1

TR, IR, IRg TR,

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Genoms von HCMV

Die jeweils in einer Kopie vorliegenden Genomabschnitte unique long (U.) und
unique short (Us) sind als Linien, die jeweils in zwei Kopien vorkommenden
Genomabschnitte zu beiden Enden des Genoms (terminal repeats, TR) und an der
Verbindungsstelle der beiden unique-Regionen (infernal repeats, IR) als Kasten
dargestellt. Die in zwei Kopien vorkommenden Genomabschnitte der unique long -
Region (TR., IR.) sind weil3, die der unique short - Region (TRs, IRs) grau
dargestellt.

11.3 Replikation

Im Verlauf der natirlichen Infektion kann eine produktive Replikation von HCMV in
Fibroblasten, Makrophagen, glatten Muskelzellen sowie in Epithel- und Endothelzellen
beobachtet werden (Sinzger et al., 1995). Wahrend das Virus in vivo also eine Vielzahl
verschiedener Zell- und Gewebetypen infizieren kann, zeigt es in Zellkultur ein
ausgesprochen enges Wirtszellspektrum. Obwohl in einer Reihe humaner und auch nicht
humaner Zelltypen eine erfolgreiche Penetration der Viruspartikel stattfinden kann, ist eine
anschlielRende produktive Replikation nur in einer sehr begrenzten Auswahl humaner Zellen
nachweisbar (Nowlin et al., 1991). Es wird vermutet, dass in nicht permissiven Zellen nach

dem Eintritt der Viruspartikel die Translokation der viralen DNA in den Zellkern und damit die
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virale Genexpression inhibiert wird (Sinzger et al., 2000). Zur Kultivierung von HCMV sind
primare humane Haut- oder Lungen-Fibroblasten am besten geeignet (zusammengefasst in
(Mocarski E.S. & Courcelle C.T., 2001)).

Der Kontakt zwischen HCMV und Zielzelle und die anschlielende Penetration der
Viruspartikel erfolgt in permissiven wie in nicht permissiven Zellen mit gleicher Effizienz
(Nowlin et al., 1991). Die initiale Interaktion zwischen Virus und Zielzelle wird durch eine
niedrig-affine Bindung des viralen Hillproteins gB an Heparansulfat-Proteoglykane der
extrazelluldaren Matrix vermittelt (Compton et al., 1993). Die zur erfolgreichen Penetration
notige Adsorption des Virus an die Zelloberflache wird von Heparansulfat unabhangig durch
noch unzureichend charakterisierte Rezeptoren vermittelt. Sowohl eine Beteiligung des EGF-
Rezeptors (EGFR; Rezeptor des epidermalen Wachstumsfaktors, epidermal growth factor
receptor) (Wang et al., 2003) als auch eine Beteiligung zellularer B1-Integrin-Heterodimere
(Feire et al., 2004) wurden postuliert. Jiingere Daten jedoch lassen eine Mitwirkung des
EGFR an HCMV-Adsorption und daraus folgender Signallibertragung anzweifeln (Isaacson
und Compton, 30" International Herpesvirus Workshop 2005, Turku, Finnland; personliche
Mitteilung). In Fibroblasten erfolgt die der Virusadsorption folgende Penetration durch pH-
unabhangige Fusion von Virushulle und Zellmembran. Folge davon ist die Einschleusung
des tegumentierten Nukleokapsids ins Zytoplasma (Compton et al., 1992). Bei diesem
Vorgang scheint der aus den viralen Glykoproteinen H, L und O zusammengesetzte
Glykoproteinkomplex gClll eine entscheidende Rolle zu spielen (Keay & Baldwin, 1991;
Theiler & Compton, 2001). Im Gegensatz dazu erfolgt der Prozess der Penetration bei
Epithel- und Endothelzellen Gber Endozytose (Bodaghi et al., 1999; Ryckman et al., 2006).
Unmittelbar nach der Penetration kommt es zur Initiation der viralen Genexpression. Wie bei
allen Herpesviren kann diese in drei Phasen eingeteilt werden, welche kaskadenartig
reguliert sind. Die sehr frih (immediate early, IE) nach Infektion exprimierten Gene kodieren
hauptsachlich regulatorische Proteine, die nachfolgende Schritte der viralen Genexpression
steuern. Ihre Transkription erfolgt unabhangig von der Neusynthese viraler Proteine. Die
Produktion der IE-Proteine flhrt in der permissiv infizierten Zelle zur Expression der friihen
(early, E) Gene. Den entsprechenden E-Proteinen kommen wichtige enzymatische und
regulatorische Funktionen bei der Replikation der viralen DNA zu. Nach Beginn der viralen
DNA-Replikation werden die spaten (late, L) Gene exprimiert, die in erster Linie
Strukturproteine des Virus kodieren (zusammengefasst in (Mocarski E.S. & Courcelle C.T.,
2001)).

Ungefahr 16 Stunden nach Infektion beginnt die Replikation des HCMV-Genoms (Stinski,
1978). Das im Zellkern vorliegende lineare DNA-Genom wird dazu in eine zirkularisierte

Form Uberfihrt und unter Mitwirkung verschiedener viraler und zelluldrer Proteine nach dem



Einleitung 5

Prinzip des rolling circle repliziert (LaFemina & Hayward, 1983; McVoy & Adler, 1994). Pro
Zelle kénnen dabei mehrere tausend Genomkopien produziert werden (Stinski et al., 1979).
Die Bildung der Nukleokapside findet im Zellkern statt. Die neu synthetisierten
Kapsidproteine werden hierzu aus dem Zytoplasma in den Kern transportiert und formieren
sich dort autokatalytisch zu Kapsiden, welche die virale DNA umschlielen. Bei der
Knospung in den perinukledren Raum erhalten die Nukleokapside an der inneren
Kernmembran eine primare Umhillung, welche sie allerdings bei der Freisetzung ins
Zytoplasma an der aufleren Kernmembran wieder verlieren. Im Zytoplasma werden die
Nukleokapside Uber einen komplexen und noch unzureichend aufgeklarten Mechanismus
von dem Tegument umschlossen und die tegumentierten Nukleokapside anschlieRend durch
Knospung in Vesikel des Golgi-Apparats von ihrer endgultigen Hille umgeben. Durch einen
Exozytose-ahnlichen Prozess werden die reifen Viruspartikel schlieRlich an der Zellmembran
aus den Golgi-Vesikeln in das extrazellulare Kompartiment freigesetzt (zusammengefasst in
(Mocarski E.S. & Courcelle C.T., 2001; Mettenleiter, 2006; Landolfo et al., 2003)).
HCMV-infizierte Fibroblasten produzieren in Zellkultur drei verschiedene Arten von
Viruspartikeln. Neben den infektiésen Virionen werden nicht infektioése umhdiillte Partikel (non
infectious enveloped particles, NIEPs) und Dense Bodies (DBs) freigesetzt. NIEPs ahneln in
Struktur und Proteinzusammensetzung den Virionen, enthalten aber ein zusatzliches Protein
(assembly protein) und keine DNA. DBs dahingegen enthalten weder DNA noch Kapsid. Sie
bestehen aus Tegumentproteinen, die von einer Hiullmembran umgeben sind. Das pp65-
Protein macht dabei etwa 60% des Gesamtprotein-Gehalts der subviralen Partikel aus
(Varnum et al., 2004). Das relative Verhaltnis der drei Partikelformen zueinander ist vom
Virusstamm und der Anzahl der Viruspassagen in Zellkultur abhdngig (zusammengefasst in
(Mocarski E.S. & Courcelle C.T., 2001)).

114 Latenz und Reaktivierung

Die Ublicherweise asymptomatisch verlaufende Primarinfektion mit HCMV fahrt zu einer
lebenslangen Persistenz des Erregers im Wirtsorganismus. Dabei werden Phasen der
Latenz durch sporadische Reaktivierungen unterbrochen. Die Latenz zeichnet sich durch das
Fehlen von Virusproduktion aus. Man nimmt an, dass das virale Genom in den latent
infizierten Zellen in episomaler Form vorliegt. Zielzellen dieser viralen Latenz stellen
hauptsachlich Vorlaufer myeloider Zellen dar. HCMV-Genome koénnen sowohl in CD34"-
Vorlauferzellen im Knochenmark als auch in Monozyten im peripheren Blut mit einer
Frequenz von 0,01% nachgewiesen werden. Mit Hilfe verschiedener in vitro - Modelle
konnten einige Latenz-spezifische virale Transkripte nachgewiesen werden, deren
Bedeutung fir die Entstehung und Aufrechterhaltung der Latenz in vivo allerdings unklar ist.

Die einer Reaktivierung zugrunde liegenden Mechanismen sind ebenfalls weitgehend
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unaufgeklart. Initiiert wird dieser Vorgang durch die Induktion der wahrend der Latenz stumm
geschalteten immediate early Genexpression. Dabei spielt die Differenzierung der latent
infizierten myeloiden Vorlauferzellen zu Makrophagen oder reifen Dendritischen Zellen (DCs,
dendritic cells), welche eine permissive HCMV-Infektion unterstitzen, eine entscheidende

Rolle (zusammengefasst in (Sinclair & Sissons, 2006)).

115 Infektionswege und Epidemiologie

Wahrend der akuten Infektion mit HCMV werden infektidse Viren (ber verschiedene
Kdrperflissigkeiten wie Speichel, Tranen, Zervikalsekrete, Sperma, Urin und Muttermilch
ausgeschieden. Die Ubertragung des Virus erfolgt daher in der Regel durch direkten Kontakt
dieser infektiosen Sekrete mit dem Schleimhautepithel. Die anschlieRende Ausbreitung im
Kdrper wird nach derzeitigem Kenntnisstand hauptsachlich hamatogen Uber infizierte
Leukozyten oder uber von der GefaBwand abgeléste Endothelzellen vermittelt. Die
Primarinfektion erfolgt zumeist in der frihen Kindheit durch pra-, peri- oder postnatale
Ubertragung von der Mutter auf das Kind. Eine zweite Haufung der Ubertragungsereignisse
im jungen Erwachsenenalter lasst sich auf vermehrte Sexualkontakte zurlickflihren. Eine
Transmission des Virus ist dariber hinaus auch durch Organ- und
Knochenmarkstransplantationen (KMT), sowie durch Bluttransfusionen méglich. Die
weltweite Durchseuchung mit HCMV liegt je nach soziodkonomischem Status zwischen 40

und 100% (zusammengefasst in (Landolfo et al., 2003)).

1.1.6 Pathogenese

Der klinische Verlauf einer HCMV-Infektion wird wesentlich durch die immunologische
Abwehrlage bestimmt. Bei immunkompetenten Personen verlauft eine HCMV-Primarinfektion
oder -Reaktivierung in der Regel asymptomatisch. Nur in seltenen Fallen treten
Mononukleose-ahnliche Symptome wie Fieber, Muskelschmerzen und Lymphknoten-
schwellungen auf. Bei Patienten mit geschwachtem oder unausgereiftem Immunsystem
dahingegen kann sowohl die Primarinfektion als auch die Reaktivierung aus der Latenz zu
schwerwiegenden Erkrankungen  flihren. Besonders  betroffen  sind hierbei
immunsupprimierte Empfanger von Organ- und Knochenmarkstransplantaten und AIDS-
Patienten. Daneben stellt die prénatale Ubertragung des HCMV ein erhebliches Risiko fiir
embryofetale Schadigungen dar.

Fast jedes Organsystem kann von der Infektion betroffen sein. Nach allogener
Knochenmarks- oder Lungentransplantation stellen durch HCMV verursachte interstitielle
Pneumonien eine der Haupttodesursachen dar. AulRerdem werden viele der HCMV-
bedingten Komplikationen durch indirekte Effekte des Virus wie die AbstoRung des

Transplantats oder die Infektion mit opportunistischen Pilzen, Protozoen oder Bakterien
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hervorgerufen (zusammengefasst in (Fishman & Rubin, 1998; Reinke et al., 1999; Ison &
Fishman, 2005)).

Durch die Einfuhrung der hochaktiven antiretroviralen Therapie (HAART) konnte bei AIDS-
Patienten die Haufigkeit opportunistischer Infektionen und somit auch die Frequenz HCMV-
assoziierter Erkrankungen drastisch reduziert werden. Das Auftreten der HCMV-bedingten
Entzindung der Netzhaut (Retinitis), die zuvor in etwa 40% aller Patienten beobachtet
wurde, konnte zu uber 80% reduziert werden. Trotz HAART kann es jedoch bei einem
Absinken der CD4"-Zellzahl unter 100 Zellen pro mm?® erneut zu klinischen Manifestationen
kommen (zusammengefasst in (Springer & Weinberg, 2004)).

Die intrauterine Ubertragung des HCMV von der Mutter auf das Kind ist in den
Industrielandern eine der haufigsten Ursachen pranataler Schadigungen. Hierbei spielt
besonders die Primarinfektion der Mutter eine wesentliche Rolle. Die Inzidenz einer HCMV-
Primarinfektion wahrend der Schwangerschaft liegt bei 0,7% bis 4,1%. In 20% bis 40%
dieser Falle erfolgt dabei eine intrauterine Ubertragung. Nur 10% bis 15% der infizierten
Neugeborenen zeigen direkt nach der Geburt die typischen Symptome einer kongenitalen
CMV-Infektion wie intrauterine Wachstumsretardierung, Mikrozephalie, Petechien,
Hepatosplenomegalie und Anamie. Die Mortalitatsrate liegt dabei zwischen 10% und 30%,
10% der Kinder erholen sich vollstandig und die restlichen entwickeln Folgeschaden, die sich
erst im Verlauf der Kindheit manifestieren. Dazu zahlen geistige Retardierung,
sensorineuraler Gerhorverlust und Chorioretinitis (zusammengefasst in (Ornoy & Diav-Citrin,
2006)). 22% bis 65% der symptomatischen und 6% bis 23% der asymptomatischen
Neugeborenen entwickeln im Lauf ihres Lebens eine Gehdrschadigung (Fowler & Boppana,
2006).

11.7 Antivirale Therapie

Die Behandlungsmoglichkeiten einer HCMV-Infektion sind sehr beschrankt. Alle derzeit
zugelassenen systemisch wirkenden Medikamente nutzen die virale DNA-Polymerase
(UL54) als Zielstruktur und kdnnen somit zwar die Replikation des Virus hemmen, es aber
nicht eliminieren. Das Nukleosidanalogon Ganciclovir (GCV) ist das Standardmedikament
zur Behandlung einer HCMV-Infektion. Als Alternativen werden Cidofovir (DDV) und
Foscarnet (PFA) verwendet. Zum Teil treten erhebliche Nebenwirkungen auf. Darlber
hinaus kann die Anwendung Uber einen langeren Zeitraum hinweg zur Entwicklung von
Resistenzen fuhren, welche durch Mutationen im UL54 oder im Falle von Ganciclovir
zusatzlich auch durch Mutationen im Gen der viralen Phosphotransferase UL97 entstehen
kénnen. Durch die antivirale Therapie konnte bei vielen Transplantations- und AIDS-
Patienten das Ausmal an HCMV-bedingten Erkrankungen deutlich reduziert werden. Dabei

sind generell praventive Malnahmen Erfolg versprechender als die Behandlung einer bereits
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vorliegenden Erkrankung (zusammengefasst in (Biron, 2006)). Bei kongenitalen HCMV-
Erkrankungen konnte bisher durch antivirale Therapie keine eindeutige Verbesserung im

Krankheitsverlauf beobachtet werden (zusammengefasst in (Ornoy & Diav-Citrin, 2006)).

1.1.8 Impfstoffentwicklung

1999 wurde der Entwicklung eines Impfstoffs zur Pravention kongenitaler HCMV-Infektionen
vom ,Institute of Medicine” der ,National Academy of Sciences” hdchste Prioritat eingeraumt.
Nach wie vor steht allerdings noch kein zugelassener Impfstoff zur Verfugung. Da sowohl die
humorale als auch die zellulare Immunantwort bei der Kontrolle einer HCMV-Infektion eine
entscheidende Rolle spielen, sollte eine geeignete Vakzine optimalerweise beide Wege des
adaptiven Immunsystems ansprechen. Die ersten Versuche wurden mit lebend-attenuierten
Viren durchgefuhrt (zusammengefasst in (Plotkin, 2001)). Alternative Ansatze basierend auf
rekombinanten Proteinen (Gonczol et al., 1990; Pass et al., 1999), viralen Vektoren (Adler et
al., 1999; Berencsi et al., 2001; Wang et al., 2004), subviralen DBs (Pepperl-Klindworth et
al., 2002) oder viraler DNA (Endresz et al., 2001) wurden vorgeschlagen und in praklinischen
und teilweise auch klinischen Studien untersucht. Die Entwicklung eines Impfstoffs, der die
unterschiedlichen Situationen einer HCMV-Infektion nach Transplantation bzw. einer
kongenitalen Infektion gleichermalRen bericksichtigen kann, erweist sich als Uberaus

schwierig und komplex (zusammengefasst in (Khanna & Diamond, 2006)).

1.2 Immunologische Kontrolle einer HCMV-Infektion

Fir den Verlauf einer HCMV-Infektion spielt die Immunkompetenz des Wirts eine
entscheidende Rolle. Sowohl das angeborene wie auch das adaptive Immunsystem sind an
der Pravention bzw. Kontrolle der Infektion beteiligt. Vor der Induktion einer CMV-
spezifischen Immunantwort erfolgt die erste Abwehr hauptsachlich Uber Natirliche
Killerzellen (NK-Zellen). An NK-Zell-defizienten oder -depletierten Mausen konnte in
verschiedenen Studien gezeigt werden, dass diesen Zellen des angeborenen Immunsystems
eine wichtige Rolle bei der Eindammung der viralen Replikation in verschiedenen Geweben
zukommt (Bukowski et al., 1984; Welsh et al., 1991; Shellam et al., 1981; Shanley, 1990).
AulRerdem konnte der adoptive Transfer von NK-Zellen aus Zellkultur sowohl
immunsupprimierte erwachsene wie auch neugeborene Tiere vor einer CMV-Erkrankung
schutzen (Bukowski et al., 1985; Bukowski et al., 1988). Obwohl NK-Zellen eine effiziente
erste Abwehr gegen eine akute CMV-Infektion darstellen, ist die adaptive, HCMV-spezifische
Immunantwort flr die Kontrolle der viralen Replikation und damit fir die Verhinderung
HCMV-bedingter Erkrankungen entscheidend (Reddehase, 2002). Sowohl humorale als

auch zelluldare Abwehrmechanismen Ubernehmen dabei wichtige Funktionen. Das humorale
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Immunsystem scheint hauptsachlich die Ausbreitung des Virus nach Reaktivierung
einzuddmmen und dartiber hinaus vor Sekundéarinfektionen zu schitzen. Hohe Titer
neutralisierender Antikdrper vermitteln bei KMT-Patienten Schutz vor schweren HCMV-
assoziierten Erkrankungen (Schoppel et al, 1998) und reduzieren die Haufigkeit von
Sekundarinfektionen bei Muttern im gebarfahigen Alter (Adler et al., 1995). Im murinen CMV-
Modell konnte durch passive Immunisierung mit HCMV-spezifischen Antikérpern die
Virusausbreitung begrenzt und Protektion vor einer tddlichen Infektionsdosis vermittelt
werden (Rapp et al., 1993; Jonjic et al., 1994; Shanley et al., 1981). Bereits 1981 war
beobachtet worden, dass Antikdrper, die von seropositiven Mittern auf ihre Kinder
Ubertragen worden waren, die Kinder vor Uber Bluttransfusionen vermittelten HCMV-
Infektionen schitzen konnten (Yeager et al., 1981). Kirzlich konnte gezeigt werden, dass
das Risiko einer kongenitalen CMV-Infektion und -Erkrankung durch die Behandlung
schwangerer Frauen mit HCMV-spezifischen Immunglobulinen stark reduziert werden kann
(Nigro et al., 2005). Derartige Beobachtungen hatten zuvor nur im Meerschweinchen-CMV-
Modell gemacht werden kénnen (Bratcher et al., 1995). Schutz vor den Folgen einer
Infektion mit HCMV wird allerdings im Wesentlichen durch die zellulare Immunantwort
vermittelt, wobei hauptsachlich das Vorhandensein zytotoxischer CD8*-T-Lymphozyten
(CTL, cytotoxic T-Lymohocytes) eng mit dem Schutz vor schweren Krankheitsverlaufen
korreliert ist (siehe 1.2.1). Daneben scheint auch die CD4'-T-Helferzell-Antwort, unter
anderem durch die Unterstitzung der CD8'-T-Zell-Antwort, eine wichtige Rolle zu
Ubernehmen. Bei Patienten nach Organtransplantation beispielsweise fand sich eine enge
Korrelation zwischen der Entwicklung HCMV-assoziierter Symptome und der Abnahme
CMV-spezifischer CD4"-T-Zellen, die von einem parallelen Anstieg der Viruslast begleitet
war (Sester et al., 2005). AulRerdem gibt es Hinweise, dass der adoptive Transfer CMV-
spezifischer CD4'-T-Zellen nach Stammzelltransplantation die  Expansion der
virusspezifischen CD8"-T-Zell-Antwort férdert (Einsele et al., 2002).

1.21 CD8*-T-Zell-Antwort

Die Aufgabe zytotoxischer CD8*-T-Lymphozyten ist die Detektion und anschlieRende
Zerstérung infizierter oder maligne veranderter Zellen. Nach der Erkennung der Zielzelle
durch den spezifischen T-Zell-Rezeptor erfolgt die Eliminierung der infizierten oder mutierten
Zelle entweder uber direkten Kontakt zwischen Zielzelle und CTL oder aber Uber die
Freisetzung von Zytokinen. Die Zytotoxizitat Gber direkten Zell-Zell-Kontakt ist streng auf die
entsprechende Zielzelle beschrankt und wird durch die Sekretion zytotoxischer Granula,
welche Perforin und Granzyme enthalten, oder durch Fas-Liganden-abhangige Apoptose
vermittelt. Die Wirkung der freigesetzten Zytokine dahingegen ist weniger spezifisch.

Wahrend der Tumornekrosefaktor-a. (TNF-a) in seinen Zielzellen Apoptose ausldst, erhoht
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Interferon-y (IFN-y) die MHC-Klasse-I-Prasentation und die Fas-abhangige Lyse seiner
Zielzellen. Das CD8-Oberflachenmolekiil der CD8*-T-Zelle ist dabei als Korezeptor sowohl
an der spezifischen Erkennung der Zielzelle wie auch an der intrazellularen
Signalweiterleitung  zur Induktion der zytotoxischen Effektorfunktionen Dbeteiligt

(zusammengefasst in (Andersen et al., 2006)).

1.211 MHC-Klasse-lI-Antigenprasentation

Um die durch Infektion oder Mutation bedingten Veradnderungen im Innern der Zielzellen fur
zirkulierende CTL sichtbar zu machen, werden auf der Oberflache aller kernhaltigen Zellen
des Organismus Abbauprodukte intrazellularer Proteine prasentiert. Die Prasentation dieser
Antigene erfolgt in Assoziation mit Molekllen des Haupthistokompatibilitdtskomplexes der
Klasse | (MHC-Klasse-l). Wahrend Peptide korpereigener Proteine dabei durch die
Selbsttoleranz der T-Zellen ignoriert werden, 16sen mit MHC-Klasse-l assoziierte Antigene
korperfremder oder mutierter Proteine durch Stimulation des entsprechenden T-Zell-
Rezeptors die Lyse der antigenprasentierenden Zelle (APC, antigen presenting cell) aus.
Dabei reichen 10 bis 100 MHC-Klasse-I-Peptid-Komplexe auf der Oberflache einer Zelle aus,
um eine solche Reaktion auszulésen (Yewdell et al., 2003). Die MHC-Klasse-I-
Antigenprasentation ist das Resultat eines komplexen Prozessierungsweges, der im

Folgenden naher erldutert werden soll (Abbildung 3).

1.2.1.1.1 MHC-Klasse-l-Prasentation infizierter Zellen

Klassischerweise werden Uber MHC-Klasse-l prasentierte Peptide aus in der
prasentierenden Zelle neu synthetisierten Proteinen gewonnen. Infizierten Zellen stehen
dariber hinaus auch die im Rahmen der Virusinfektion in die Zelle eingebrachten viralen
Strukturproteine zur Verfigung (Yewdell et al., 1988; Riddell et al., 1991a; Laughlin-Taylor et
al., 1994). Gealterte oder fehlsynthetisierte bzw. fehlgefaltete Proteine (DRIiPs, defective
ribosomal products) werden durch die Konjugation mit Ubiquitin markiert und anschlieRend
Uber das multikatalytische Proteasom in Peptide fragmentiert (Kisselev et al., 1999), welche
nach einer weiteren Degradation durch zytoplasmatische Aminopeptidasen zur Assoziation
mit MHC-Klasse-I-Molekilen ins Lumen des Endoplasmatischen Retikulums (ER)
eingeschleust werden (Reits et al., 2003; Reits et al., 2004; Stoltze et al., 2000). Dieser ATP-
abhangige Transport erfolgt Uber TAP (transporter associated with antigen processing),
einen aus zwei Untereinheiten (TAP1 und TAP2) bestehenden ABC-Transporter in der ER-
Membran (Trowsdale et al., 1990; Spies & DeMars, 1991; Powis et al, 1991). Beide
Untereinheiten dieses heterodimeren Komplexes bestehen jeweils aus einer
transmembranen und einer zytosolischen Domane, wobei die transmembranen Domanen flr

Peptidbindung und -translokation und die zytosolischen Doméanen fir die ATP-Hydrolyse
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zum Antrieb des Translokationsprozesses zustandig sind (Gorbulev et al., 2001). MHC-
Klasse-I-Molekule sind Heterodimere aus einer transmembranen a-Kette und dem nicht-
kovalent assoziierten B,-Mikroglobulin (Bom). Die a-Kette wird aus 3 Domanen gebildet (a4,
o und agz), von denen a4 und o, fiur die Peptidbindung und a3 flir die Interaktion mit dem
CD8-Korezeptor der T-Zelle verantwortlich sind. Neu synthetisierte a-Ketten werden im ER
durch das Chaperon Calnexin in einem partiell gefalteten Zustand gehalten. Zur Assoziation
mit Bom dissoziiert die a-Kette vom Calnexin und wird mit Unterstitzung der Chaperone
Calreticulin, ERp57 und BiP (immunglobulin binding protein) Uber das TAP-assoziierte
Transmembranprotein Tapasin mit den beiden TAP-Untereinheiten verbunden. Der aus
TAP1 und TAPZ2, Tapasin, Calreticulin, ERp57, der MHC-Klasse-l-a-Kette und dem f.m
gebildete Komplex katalysiert die Bindung eines durch TAP angelieferten Peptids an das
MHC-Klasse-I-Molekiil, welches durch die Peptidbindung stabilisiert und somit aus dem

Chaperon-Komplex entlassen wird.

Zellmembran

Golgi-Apparat

MHC-Klasse-I-
Peptid-Komplex

Peptide
zytoplasmatisches Protein Proteasom

Abbildung 3: Schematische Darstellung des klassischen MHC-Klasse-I-
Prasentationswegs

Zytoplasmatisch lokalisierte Proteine werden uber das Proteasom degradiert und
die entstehenden Peptide Uber den heterodimeren TAP-Komplex (TAP1, TAP2) in
das ER transportiert. Dort werden geeignete Peptide auf bereits aus a-Kette und
Bom zusammengesetzte MHC-Klasse-I-Molekile geladen. An diesem Prozess sind
die Chaperone Calnexin, Calreticulin, BiP, ERp57 und Tapasin malgeblich
beteiligt. Die fertigen MHC-Klasse-I-Peptid-Komplexe werden anschlielend Uber
den Golgi-Apparat an die Zelloberflache transportiert und dort prasentiert.
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MHC-Klasse-I-Molekile kdnnen 8 bis 12 AS lange Peptide binden, wobei abhangig vom
jeweiligen MHC-Klasse-I-Allel C- und N-terminal positionierte Ankeraminosduren zur
Bindung erforderlich sind. Durch ER-residente Aminopeptidasen koénnen die Uber TAP
angelieferten Peptide N-terminal weiter ,zurechtgeschnitten® und somit an das jeweilige
MHC-Klasse-I-Motiv angepasst werden (Serwold et al., 2002; Saveanu et al., 2005; Saric et
al., 2002). Die fertigen MHC-Klasse-I-Komplexe werden anschliefend Uber den Golgi-
Apparat vom ER zur Zellmembran transportiert und dort den zytotoxischen T-Lymphozyten

prasentiert (zusammengefasst in (Koch & Tampe, 2006)).

1.21.1.2 Kreuzprasentation

Eine Besonderheit professionell antigenprasentierender Zellen aus dem Knochenmark
(pPAPC, professional antigen presenting cell) ist ihre Fahigkeit zur so genannten
Kreuzprasentation. Dabei werden Antigene auf unterschiedlichen Wegen aus der
extrazellularen Umgebung aufgenommen, auf MHC-Klasse-I-Molekule geladen und an der
Zelloberflache prasentiert. Resultiert aus diesem Prozess die Stimulation einer CTL-Antwort,
wird dies als Cross-Priming bezeichnet. Dieser Vorgang scheint maf3geblich an der Induktion
der CD8"-T-Zell-lmmunitat beteiligt zu sein. Das Cross-Priming wird in vivo im Wesentlichen
durch DCs und Makrophagen vermittelt. Die hauptsachliche Quelle kreuzprasentierter
Antigene sind Proteine, die Uber Phago- oder Makropinozytose in die Zellen aufgenommen
werden. Sie werden anschlieRend entweder durch Proteasen direkt in den Endosomen
prozessiert oder Uber einen bisher unbekannten Mechanismus aus den Endosomen ins
Zytosol transportiert und wie im klassischen MHC-Klasse-I-Prasentationsweg Proteasom-
und TAP-abhangig weiter verarbeitet. Aulerdem wurde vorgeschlagen, dass bereits
prozessierte Peptide das Zytosol der pAPCs erreichen und ohne weitere Prozessierung
kreuzprasentiert werden kdnnten (zusammengefasst in (Shen & Rock, 2006; Groothuis &
Neefjes, 2005)).

1.2.2 HCMV-spezifische CD8*-T-Zell-Antwort
Sowohl im Tiermodell (Reddehase et al., 1985; Steffens et al., 1998; Podlech et al., 2000)

als auch in Studien an immunsupprimierten Patienten konnte gezeigt werden, dass die
Kontrolle einer CMV-Infektion hauptsachlich durch CD8*-T-Lymphozyten vermittelt wird.
Nach allogener KMT korreliert die Rekonstitution zytotoxischer T-Lymphozyten mit dem
Abklingen der HCMV-Infektion (Riddell et al., 1991b; Reusser et al., 1991). Der adoptive
Transfer CMV-spezifischer CD8*-T-Zelllinien fiihrt bei immunsupprimierten KMT- oder
Stammzelltransplantations-Empfangern zur Rekonstitution der antiviralen zelluldren
Immunitat und schitzt effizient vor schweren HCMV-Erkrankungen (Riddell et al., 1992;
Walter et al., 1995; Einsele et al., 2002; Peggs et al., 2003; Cobbold et al., 2005). Bei
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gesunden, HCMV-seropositiven Personen machen HCMV-spezifische CTL etwa 10% des
gesamten CD8"-T-Zell-Repertoires im Blut aus (Khanna & Diamond, 2006). Wie es zu derart

hohen Frequenzen virusspezifischer T-Lymphozyten kommt, ist bisher unklar.

1.2.21 Antigenspezifitat

Obwohl das Genom von HCMV uber 200 Proteine kodiert, waren bis vor kurzem nur wenige
CD8'-T-Zell-Antigene  bekannt. Besondere Aufmerksamkeit wurde hierbei dem
Tegumentprotein pp65 (Laughlin-Taylor et al., 1994; Wills et al., 1996; Boppana & Britt,
1996) und dem major immediate early Protein IE1 (Borysiewicz et al., 1988a; Borysiewicz et
al., 1988b) geschenkt. In zahlreichen Studien konnten bei HCMV-seropositiven Spendern
pp65- und/oder |E1-spezifische CTL-Antworten gefunden werden, die in Frequenz und
Pravalenz miteinander vergleichbar waren (Kern et al., 1999; Gyulai et al., 2000; Khan et al.,
2002). Mit Hilfe modernerer Methodik konnte allerdings kirzlich gezeigt werden, dass die
CD8*-T-Zell-Antwort gegen HCMV im Rahmen der natlrlichen Infektion gegen ein deutlich
breiteres Spektrum viraler Proteine gerichtet ist als bislang angenommen worden war. Somit
musste die Vorstellung einer sehr fokussierten HCMV-spezifischen CTL-Antwort revidiert
werden (Elkington et al., 2003; Sylwester et al., 2005). Sylwester und Kollegen konnten bei
HCMV-seropositiven Spendern spezifische CD8*-T-Zellen gegen 50% der insgesamt 213
untersuchten ORFs von HCMV nachweisen. Erstaunlicherweise traten dabei CTL gegen das
Tegumentprotein UL48 am haufigsten auf, allerdings dicht gefolgt von pp65- und IE1-
spezifischen CTL. Obwonhl also die HCMV-spezifische CD8"-T-Zell-Antwort entgegen der
bisherigen Annahme gegen ein breites Spektrum an viralen Antigenen gerichtet ist, stellen
pp65 und IE1 nach wie vor wichtige Zielstrukturen dieser zellularen Immunitat gegen HCMV
dar. AulRerdem konnte gezeigt werden, dass der adoptive Transfer von pp65- und IE1-
spezifischen CTL nach allogener Transplantation die Viruslast im Blut stark reduzieren und
Schutz vor HCMV-Erkrankungen vermitteln kann (Cobbold et al., 2005).

1.2.2.1.1 Das Tegumentprotein pp65

Das Tegumentprotein pp65 ist das mit Abstand am intensivsten untersuchte CTL-Antigen
von HCMV. Das durch den viralen ORF UL83 kodierte Phosphoprotein von 65 kDa ist als
Hauptbestandteil des viralen Teguments sowohl in infektidsen Virionen wie auch in
subviralen DBs in relativ groRen Mengen vertreten (Varnum et al., 2004). Erstaunlicherweise
ist es aber fir die virale Replikation in Fibroblastenkulturen nicht essentiell (Schmolke et al.,
1995b). Wie die meisten viralen Strukturproteine wird es im Verlauf der Infektion
Uberwiegend spéat (leaky late) exprimiert. Aufgrund starker nukledrer Lokalisationssequenzen
wird das Protein direkt nach der Infektion in den Kern transportiert (Gallina et al., 1996;

Schmolke et al.,, 1995a). Mit dem Tegumentprotein ist eine Serin/Threonin-Kinase-Aktivitat
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assoziiert (Britt & Auger, 1986). Kurzlich wurde vorgeschlagen, dass der nukledre Export von
pp65, der fir den reibungslosen Ablauf der Tegumentation wahrend der Virus-
Morphogenese als entscheidend angesehen wird, durch die virale Proteinkinase ppUL97
vermittelt wird (Prichard et al., 2005). AuRerdem gibt es Hinweise, dass pp65 die antivirale
Immunantwort durch Hemmung der Induktion der antiviralen Interferon-Antwort (Browne &
Shenk, 2003), Unterdrickung der NK-Zell-Zytotoxizitat (Arnon et al., 2005) und selektive
Verhinderung der IE1-Prasentation (siehe 1.3.2) inhibiert.

Als Zielstruktur der HCMV-spezifischen CTL-Antwort wurde pp65 zum ersten Mal 1994 von
McLaughlin-Taylor und Kollegen beschrieben (Laughlin-Taylor et al., 1994). In den folgenden
Jahren konnten zahlreiche CD8"-T-Zell-Epitope unterschiedlicher HLA-Restriktion innerhalb
des Proteins identifiziert werden (zusammengefasst in (Reddehase, 2002)). Als
Hauptbestandteil des viralen Teguments wird pp65 bei der Penetration der Viruspartikel in
die Zelle eingebracht und kann somit direkt ohne de novo Proteinsynthese in den MHC-
Klasse-I-Prasentationsweg eingeschleust und an der Zelloberfliche prasentiert werden
(Laughlin-Taylor et al., 1994; Riddell et al., 1991a; Pepperl et al., 2000; Pepperl-Klindworth et
al., 2003).

1.2.2.1.2 Das major immediate early 1 - Protein (IE1)

Das major immediate early Protein IE1 (pUL123) von HCMV wird wahrend des gesamten
Verlaufs der Infektion exprimiert und ist das wahrend der sehr frihen Phase der Infektion
(immediate early) am starksten exprimierte virale Protein (Stamminger et al., 1991). Das
nukleare 72 kDa Phosphoprotein wird von den Exons 2 bis 4 der major immediate early -
Region von HCMV kodiert. Wahrend das Protein bei einer Infektion mit hoher Multiplicity of
Infection (moi) in Zellkultur nicht essentiell ist, scheint es bei niedriger moi fur eine effiziente
Replikation erforderlich zu sein. Neben IE2 ist IE1 der wichtigste virale Transaktivator der
frihen und spaten viralen Genexpression (Greaves & Mocarski, 1998).

Als wichtige Zielstruktur der HCMV-spezifischen CTL-Antwort wurde IE1 zum ersten Mal
1988 von Borysiewicz und Kollegen beschrieben (Borysiewicz et al., 1988a; Borysiewicz et
al., 1988b). Aufgrund der intensiven Untersuchung der CTL-Antwort gegen pp65 und der
Feststellung, dass infizierte Fibroblasten durch IE1-spezifische CTL kaum erkannt werden
konnen (Gilbert et al., 1993; Gilbert et al., 1996) geriet das |IE1-Protein als Antigen zunachst
in Vergessenheit. Seine Bedeutung fur die HCMV-spezifische zellulare Immunantwort wurde
erst in den letzten Jahren wieder neu entdeckt (Kern et al., 1999; Gyulai et al., 2000; Khan et
al.,, 2002). So konnte kurzlich bei Herz- und Lungen-Transplantationspatienten gezeigt
werden, dass hohe Frequenzen IE1-, nicht jedoch pp65-spezifischer CTL Schutz vor einer
CMV-Erkrankung bieten (Bunde et al., 2005).
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1.3 Immunevasion von HCMV

Im Laufe der Evolution haben zahlreiche Viren Mechanismen entwickelt, die geeignet sind,
der immunologischen Kontrolle des Wirts zu entfliehen. Wie fast alle Herpesviren kodiert
HCMV eine Reihe von Proteinen, welche die infizierte Zelle dazu befahigen, die NK-, CD4"-
oder CD8"-T-Zell-vermittelte Immunkontrolle zu umgehen. Um der fir die Kontrolle der
HCMV-Infektion entscheidenden Erkennung und daraus folgenden Lyse durch CD8'-T-
Lymphozyten zu entgehen, hat das Virus Mechanismen entwickelt, die Prasentation viraler
Antigene uUber MHC-Klasse-l an der Oberflache der infizierten Zellen zu verhindern. Die
damit verbundene Verringerung der MHC-Klasse-I-Prasentation schiitzt die Zellen zwar vor
der Erkennung durch CD8'-T-Zellen, sensibilisiert sie aber gleichzeitig gegeniber der
Erkennung durch NK-Zellen. Daher sind im Gegenzug Strategien notwendig, auch der NK-
Zell-vermittelten Lyse zu entgehen (zusammengefasst in (Braud et al., 2002)). Auch die
CD4*-T-Zell-immunitat kann durch HCMV-kodierte Proteine unterdriickt werden.
Erstaunlicherweise wird dabei die Evasion der MHC-Klasse-llI-Prasentation durch
Komponenten vermittelt, welche auch an der Evasion der MHC-Klasse-I-Prasentation

beteiligt sind (zusammengefasst in (Johnson & Hegde, 2002)).

1.3.1 Unterdriickung der MHC-Klasse-lI-restringierten Antigenprasentation

Eine effiziente Methode, infizierte Zellen vor der CD8'-T-Zell-vermittelten Erkennung zu
schitzen, stellt die Unterdrickung der MHC-Klasse-I-Antigenprasentation dar. Von
besonderer Bedeutung sind hierbei die in der US2-US11-Region des HCMV-Genoms
kodierten Glykoproteine gpUS2, gpUS3, gpUS6 und gpUS11. Diese als Immunevasine
bezeichneten Typ | - Transmembranproteine werden sequentiell im Verlauf der Infektion
exprimiert und greifen an unterschiedlichen Stellen des MHC-Klasse-I-Wegs im ER in den
Prozess der Antigenprasentation ein (Abbildung 4). Die Folge ist eine Reduktion der MHC-
Klasse-I-Oberflachenexpression auf den infizierten Zellen (Jones et al., 1995; Barnes &
Grundy, 1992). Das wahrend der immediate early - Phase der Infektion exprimierte gpUS3
(Tenney & Colberg-Poley, 1991; Weston, 1988; Ahn et al., 1996) inhibiert durch Interaktion
mit dem TAP-assoziierten Chaperon Tapasin die Peptidbeladung der MHC-Klasse-I-
Moleklle und verhindert dadurch den Export peptidbeladener MHC-Klasse-I-Komplexe aus
dem ER (Jones et al., 1996; Ahn et al., 1996; Park et al., 2004). Eine Ausnahme stellen
hierbei MHC-Klasse-I-Allele dar, welche Tapasin-unabhangig mit Peptid beladen werden
kénnen; diese kdnnen auch in Gegenwart von gpUS3 an der Zelloberflache prasentiert
werden (Jones et al., 1996; Park et al., 2004). Die early bzw. early-late exprimierten
Glykoproteine gpUS11 (Wiertz et al., 1996a; Ahn et al., 1996) und gpUS2 (Wiertz et al.,
1996b; Jones & Sun, 1997) nutzen den ER-assoziierten Proteindegradationsweg (ERAD,

ER-associated protein degradation), um neu synthetisierte MHC-Klasse-I-a-Ketten
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zusammen mit fehlgefalteten Proteinen, vermutlich Uber den Sec61-Porenkomplex, aus dem
ER ins Zytosol zu transportieren und dort der proteasomalen Degradation zuzuflihren. Dabei
unterscheiden sich die von gpUS2 bzw. gpUS11 verwendeten Translokations-Mechanismen
in verschiedenen Punkten voneinander. Wahrend beide Proteine ein funktionsfahiges
Ubiquitinierungssystem benétigen (Kikkert et al., 2001; Shamu et al., 2001; Hassink et al.,
2006), ist nur die gpUS2-vermittelte Translokation von einer direkten Ubiquitinierung der
MHC-Klasse-l-a-Kette abhangig (Hassink et al., 2006). Darlber hinaus stellt das ERAD-
assoziierte Protein Derlin-1 eine Schlisselkomponente des gpUS11-, nicht aber des gpUS2-
Weges dar (Lilley & Ploegh, 2004), wohingegen die ER-ansassige Signalpeptid-Peptidase
(SPP) fur die gpUS2-, nicht aber die gpUS11-vermittelte MHC-Klasse-I-Translokation
erforderlich zu sein scheint (Loureiro et al., 2006). Darlber hinaus konnte kiirzlich gezeigt
werden, dass gpUS11, aber nicht gpUS2, den normalerweise durch die Akkumulation von
fehlgefalteten Proteinen im ER ausgeldsten UPR (Unfolded Protein Response) - Signalweg
induzieren kann (Tirosh et al., 2005). Weiterhin unterscheiden sich gpUS2 und gpUS11 in
ihrer MHC-Klasse-I-Allel-Spezifitat (Barel et al., 2003a; Barel et al., 2003b; Barel et al., 2006;
Gewurz et al., 2001).

MHC-Klasse-I-
Peptid-Komplex

Peptide

Proteasom

zytoplasmatisches Protein

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Interaktion von gpUS2, gpUS3,
gpUS6 und gpUS11 mit dem MHC-Klasse-I-Prasentationsweg im ER

Die sequenziell im Verlauf der Infektion mit HCMV exprimierten Immunevasine
gpUS2, gpUS3, gpUS6 und gpUS11 greifen an unterschiedlichen Stellen des
MHC-Klasse-I-Prasentationswegs in den Prozess der Antigenprasentation ein und
verhindern somit die Bildung fertiger MHC-Klasse-I-Peptid-Komplexe. Wahrend das
IE exprimierte gpUS3 durch Interaktion mit dem TAP-assoziierten Chaperon
Tapasin die Peptidbeladung von MHC-Klasse-I-Molekilen verhindert, induzieren
die E bzw. E-L exprimierten Glykoproteine gpUS11 und gpUS2 eine Translokation
von MHC-Klasse-l-a-Ketten aus dem ER ins Zytosol zur anschlielenden
Degradation durch das Proteasom. Das ebenfalls E-L exprimierte gpUS6
dahingegen verhindert den Peptidtransport ins ER durch Interaktion mit dem TAP-
Komplex.
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Das early-late exprimierte Glykoprotein gpUS6 (Jones & Muzithras, 1991) inhibiert den
Peptidtransport aus dem Zytosol ins ER durch Interaktion mit dem TAP-Transporter (Ahn et
al., 1997; Lehner et al., 1997; Hengel et al., 1997). Durch die Bindung von gpUS6 an TAP1
und TAP2 im ER-Lumen wird eine normalerweise durch die zytosolische Peptidbindung
hervorgerufene Konformationsanderung des TAP unterdriickt, wodurch die ATP-Bindung an
TAP-1 und in Folge dessen die Peptid-Translokation verhindert wird (Hewitt et al., 2001;
Kyritsis et al., 2001; Halenius et al., 2006). Die Peptidbindung an TAP wird dabei durch
gpUS6 nicht beeinflusst (Ahn et al., 1997; Lehner et al., 1997; Hengel et al., 1997). Eine
TAP-unabhangige Peptidbeladung von im ER abgetrennten Signalpeptiden kann der
Inhibition durch gpUS6 entgehen und eine MHC-Klasse-I-Prasentation in Anwesenheit von
gpUS6 hervorrufen (Wei & Cresswell, 1992).

Aulerdem konnte bei zwei weiteren in der US2-US11-Region von HCMV kodierten
Glykoproteinen eine Interaktion mit MHC-Klasse-I-Molekilen im ER nachgewiesen werden.
Wahrend flir gpUS8 bisher nur die Bindung von MHC-Klasse-I-Molekiilen gezeigt werden
konnte (Tirabassi & Ploegh, 2002), wurde gpUS10 darlber hinaus eine verzégernde Wirkung
auf den MHC-Klasse-I-Transport aus dem ER zugeschrieben (Furman et al., 2002).
Allerdings war keines der beiden Proteine alleine in der Lage, die MHC-Klasse-I-
Oberflachenexpression in messbarer Weise zu beeinflussen (Jones et al., 1995; Tirabassi &
Ploegh, 2002).

Neuerlich gibt es Hinweise darauf, dass auch ein aufierhalb der US-Region kodiertes Protein
an der Reduktion der MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression beteiligt ist. Das im Verlauf der
Virusreplikation /ate exprimierte pp71 (UL82) halt MHC-Klasse-I-Molekile im ER bzw. Golgi-
Apparat zurtick und vermindert so die MHC-Klasse-I-Oberflachenprasentation (Trgovcich et
al., 2006).

1.3.2 Selektive Unterdriickung der MHC-Klasse-l-restringierten IE1-Prasentation

durch das Tegumentprotein pp65

Das IE1-Protein von HCMV wird wahrend des gesamten Infektionsverlaufs in grol3en
Mengen exprimiert und stellt somit ein potentiell attraktives Antigen zur Entwicklung einer
protektiven T-Zell-Antwort dar. Arbeiten von Gilbert und Kollegen aus den 90er Jahren
konnten allerdings auf infizierten Fibroblasten keine MHC-Klasse-I-Prasentation von IE1-
Peptiden nachweisen, wahrend sie in den selben Zellen eine effiziente Prasentation von
Peptiden anderer viraler Proteine wie pp65 und gB zeigen konnten. IE1 schien also im
Rahmen der Virusinfektion selektiv von der MHC-Klasse-I-Prasentation ausgeschlossen zu
werden (Gilbert et al., 1993). Eine Erklarung lieferte die Beobachtung, dass eine MHC-
Klasse-I-Prasentation von IE1 nur in Abwesenheit des Tegumentproteins pp65 mdglich war.

Sowohl in Koinfektionsexperimenten mit rekombinanten Vakzinia-Konstrukten als auch in
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Experimenten mit einer HCMV-pp65-Deletionsmutante war die Gegenwart des pp65-
Proteins ausreichend, die Prasentation von IE1-Peptiden durch MHC-Klasse-I zu verhindern.
Weitere Untersuchungen konnten zeigen, dass eine mit pp65 assoziierte Kinaseaktivitat die
Threonin-Phosphorylierung des |E1 erhéhen und damit die Unterdrickung seiner
Prasentation bewirken konnte (Gilbert et al., 1996).

1.3.3 Freisetzung von cmvIL-10

Die Expression von Proteinen, welche zu zelluldren Zytokinen oder Zytokinrezeptoren
homolog sind, stellt eine fur Viren typische Strategie dar, sich vor der Immunabwehr des
Wirtsorganismus zu schitzen und damit die eigenen Uberlebenschancen zu verbessern.
Einige Vertreter der Herpesviren kodieren ein Protein, welches zu dem zelluldren Zytokin
Interleukin-10 (IL-10) homolog ist. IL-10 ist ein multifunktionales Zytokin, welches
unterschiedliche immunmodulatorische Effekte auf Zellen hamatopoetischen Ursprungs
austibt und dadurch einen wichtigen Regulator fir immunologische und inflammatorische
Prozesse darstellt. Wahrend sich IL-10 als Wachstums- und Differenzierungsfaktor fur
Mastzellen und B-Lymphozyten stimulierend auf die humorale Immunitat auswirkt, hat es
durch die Inhibition wichtiger Funktionen von pAPCs auf die zellulare Immunantwort eine
eher supprimierende Wirkung (Moore et al., 2001). Die von IL-10 ausgeltste
Signallbertragung erfolgt Uber einen aus zwei Untereinheiten zusammengesetzten
Rezeptorkomplex. Beide Untereinheiten gehdéren der Familie der Klasse Il -
Zytokinrezeptoren an und weisen jeweils eine extrazellulare, eine transmembrane und eine
intrazellulare Domane auf (Ho et al., 1993; Liu et al., 1994; Lutfalla et al., 1993; Gibbs &
Pennica, 1997). Wahrend fir die Bindung des Liganden die IL-10R1-Untereinheit
ausreichend ist, erfordert die Signalweiterleitung eine zusatzliche Interaktion mit der IL-10R2-
Untereinheit (Kotenko et al., 1997; Spencer et al., 1998). Der am besten charakterisierte IL-
10-Signaltransduktionsweg erfolgt tUber das JAK/STAT-System. Die Bindung von IL-10 an
seinen Rezeptorkomplex fuhrt zur Phosphorylierung der mit IL-10R1 bzw. IL-10R2
assoziierten Janus-Tyrosin-Kinasen Jak1 bzw. Tyk2, was zu einer Aktivierung der
zytoplasmatischen STAT-Transkriptionsfaktoren flhrt (Larner et al., 1993; Lehmann et al.,
1994; Finbloom & Winestock, 1995; Ho et al., 1995; Weber-Nordt et al., 1996; Wehinger et
al., 1996). In allen bekannten IL-10-vermittelten Immunreaktionen scheint dabei die
Aktivierung von Stat3 essentiell, fur anti-inflammatorische Effekte alleine allerdings nicht
ausreichend zu sein (O'Farrell et al., 1998; Riley et al., 1999).

Das erste virale IL-10-Homolog wurde im Genom des Epstein-Barr-Virus (EBV) entdeckt
(ebvIL-10) (Moore et al., 1990; Hsu et al., 1990). Auch HCMV besitzt ein zu IL-10 homologes
Protein (cmvIL-10). Es wird durch den offenen Leserahmen UL111a kodiert und weist mit

einer durch zwei Introns unterbrochenen Sequenz eine unter den verschiedenen IL-10-
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Genen einzigartige Exon-Intron-Struktur auf. Die Expressionskinetik des ORFs UL111a im
Verlauf der Infektion entspricht der eines spaten Gens. Im Uberstand infizierter Fibroblasten
kann cmvIL-10 parallel mit der Freisetzung extrazellularer Viruspartikel detektiert werden.
Eine Steigerung der Proteinmenge ist trotz einer ab Tag 5 nach Infektion kaum noch
ansteigenden Virusproduktion bis zu Tag 8 nach Infektion zu beobachten (Chang et al.,
2004). Wahrend andere virale IL-10-Homologe zu 67 bis 90% mit dem zellularen IL-10 ihres
jeweiligen Wirts Ubereinstimmen, zeigen die IL-10-Homologe aller Primaten-CMVs nur eine
25 bis 28%ige Sequenzibereinstimmung (Kotenko et al., 2000; Lockridge et al., 2000).
Dennoch bindet das cmvIL-10 mit einer mit humanem IL-10 vergleichbaren Affinitdt an den
IL-10-Rezeptorkomplex und aktiviert damit den fiir IL-10 bekannten Signalliibertragungsweg
(Jones et al., 2002; Kotenko et al., 2000). Wie zellulares IL-10 hemmt rekombinantes cmvlIL-
10 Proliferation und Zytokinsynthese Mitogen-stimulierter PBMCs und reduziert die
Expression von MHC-Klasse-lI- und -llI-Molekilen auf der Oberflache LPS-stimulierter
Monozyten (Spencer et al., 2002). Auch DCs werden in Reifung und Funktion durch cmvliL-
10 beeintrachtigt (Chang et al., 2004; Raftery et al., 2004). Aulterdem kann cmvIL-10 genau
wie zellulares IL-10 die durch CMV-Infektion induzierte Produktion des T-Zell-Lockstoffs
CXCL10 durch Mikrogliazellen im ZNS hemmen und dadurch vermutlich die Immunreaktion
des Wirts hemmen (Cheeran et al., 2003). Obwohl cmvIL-10 also eine Reihe potentiell
immunsuppressiver Funktionen aufweist, war zu Beginn der vorliegenden Arbeit Uber die
direkten Auswirkungen auf Antigenprasentation und CD8'-T-Zell-Erkennung und/oder -

Stimulation im Kontext der Virusinfektion nichts bekannt.

1.4 Gegenstand der vorliegenden Arbeit

Wahrend eine HCMV-Infektion bei immunkompetenten Personen in der Regel sehr effizient
durch das Immunsystem kontrolliert werden kann, ist sie bei immunsupprimierten Patienten
mit einer hohen Morbiditat und Mortalitédt verbunden (siehe 1.1.6). Da die Mdglichkeiten zur
therapeutischen, antiviralen Intervention sehr beschrankt sind (siehe 1.1.7), besteht ein
groldes Interesse an der Entwicklung eines geeigneten Impfstoffs (siehe 1.1.8). Eine wichtige
Voraussetzung hierfur stellt das Verstandnis der immunologischen Kontrolle der Infektion
dar. Es ist bekannt, dass HCMV-spezifischen, zytotoxischen T-Lymphozyten dabei eine
zentrale Bedeutung zukommt. Sie sind in hoher Frequenz im Blut gesunder, HCMV-
seropositiver  Spender nachweisbar und kénnen nach adoptivem  Transfer
immunsupprimierte Patienten effizient vor HCMV-bedingten Erkrankungen schiitzen (siehe
1.2.2). Diese offensichtlich protektive antivirale CD8'-T-Zell-Antwort steht dabei im
Widerspruch zu der in vitro beobachteten Fahigkeit des Virus, durch verschiedene
immunevasive Strategien die MHC-Klasse-I-Prasentation zu verhindern und somit einer

Erkennung durch zytotoxische T-Zellen zu entgehen (siehe 1.3). Aus dem Modell der
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MCMV-Infektion der Maus ist bekannt, dass die MHC-Klasse-I-Prasentation viraler Antigene
auch in vivo durch die CMV-vermittelte Immunevasion verhindert werden kann (Holtappels et
al., 2004). Unweigerlich stellt sich somit die Frage, wie trotz dieser virusvermittelten
Immunevasion eine CD8"-T-Zell-Antwort stimuliert und vom Wirt zur effizienten Erkennung
und Eliminierung infizierter Zellen eingesetzt werden kann.

Wichtige Zielstrukturen der HCMV-spezifischen CD8"-T-Zellantwort sind hauptsachlich das
Strukturprotein pp65 und das regulatorische major immediate early Protein IE1
(siehe 1.2.2.1). Obwohl vermutlich CTL beider Spezifitdten maRgeblich an der Kontrolle der
HCMV-Infektion beteiligt sind (Riddell et al., 1992; Walter et al., 1995; Bunde et al., 2005;
Cobbold et al., 2005), unterscheidet sich die MHC-Klasse-I-Prasentation dieser beiden
Proteine durch in vitro - infizierte Fibroblasten grundlegend voneinander. Wahrend infizierte
Zellen sehr effizient durch pp65-spezifische CTL erkannt werden kénnen (Laughlin-Taylor et
al., 1994), ist eine Erkennung durch IE1-spezifische CTL nicht oder nur kaum zu beobachten
(Gilbert et al., 1993; Gilbert et al., 1996; Khan et al., 2002). Diese Diskrepanz wurde bisher
durch eine selektive Unterdrickung der IE1-Prasentation durch das Tegumentprotein pp65
erklart ((Gilbert et al., 1996), siehe 1.3.2).

Trotz des grolken Interesses, welches der US2-US11-vermittelten Immunevasion entgegen
gebracht wird (siehe 1.3.1), war zu Beginn der vorliegenden Arbeit nichts Uber die Wirkung
dieser Immunevasine auf die Prasentation von pp65 und IE1 im Kontext von MHC-Klasse-I
bekannt. Aus diesem Grunde sollten die Auswirkungen der US2-US11-vermittelten
Immunevasion auf die pp65- bzw. IE1-spezifische MHC-Klasse-I-Prasentation untersucht
und ein moglicher Zusammenhang mit der von Gilbert und Kollegen beobachteten
Unterdriickung der IE1-Prasentation durch pp65 geprift werden. Darliber hinaus sollte der
Einfluss des durch HCMV kodierten und durch infizierte Zellen freigesetzten cmvIL-10 (siehe
1.3.3) auf die MHC-Klasse-I-Prasentation von pp65 und IE1 analysiert werden.

Da die Auswirkungen der verschiedenen Immunevasionsstrategien auf die MHC-Klasse-I-
Prasentation im Rahmen der Virusinfektion untersucht werden sollten, mussten
verschiedene Deletionsmutanten von HCMV herangezogen und zum Teil auch im Rahmen
der vorliegenden Arbeit durch BAC-Mutagenese neu hergestellt werden. Die Detektion der
MHC-Klasse-I-Prasentation sollte mit der Hilfe pp65- bzw. IE1-spezifischer CTL-Klone
erfolgen, welche durch Peptidimmunisierung HLA-A2-transgener Mause generiert werden

sollten.
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2 Material und Methoden
21 Allgemeine Laborgerate
Gerat Bezeichnung

Hersteller

v-Counter

Analysenwaage

Binokular

Brutschrank

COs-Inkubator
Digitalkamera
Durchflusszytometer
Elektroblot-Apparatur
Elektroporations-Apparatur

Fluoreszenzmikroskope

Folienschweiligerat

Gelapparaturen

HeizrGhrer
Heizschattler
Laborwaage
Mikroskop

Netzgerate

PCR-Cycler
pH-Meter

Photometer

Pipetten, verstellbar

Pipettierhilfen

Schuttelinkubator

Schuttelwasserbad

Cobral ll

BP61

SZX-12

B12

Steri-Cult 200 Incubator
Power Shot G5
FACSort
Trocken-Blotter

Gene Pulser Il
Axiophot

DM IRB

Polystar 583
DNA-Gelelektrophorese

Protein-Gelelektrophorese

RCT BASIC

Thermomixer 5436

LP5200P

Axiovert 25

Elektrophoresis

Power Supply 600

Tpersonal

CG 842

- Ultrospec llI

- Bio Photometer

- Multiskan EX
(96-Well-Platten-Reader)

2, 20, 200, 1000 pl

Pipetboy acu

Cellstar
OLS 200

Packard Bioscience, Dreieich
Sartorius, Gottingen
Olympus, Hamburg

Heraeus, Hanau

Forma Scientific, Egelsbach
Canon Deutschland, Krefeld
Becton Dickinson, Heidelberg
Holzel, Wérth/Horlkofen
Bio-Rad, Miinchen

Zeiss, Jena

Leitz, Wetzlar

Rische & Herforth, Hamburg
Keutz, Reiskirchen
Hoefer/Pharmacia Biotech,
Freiburg

IKA-Labortechnik, Staufen
Eppendorf, Hamburg
Sartorius, Gottingen

Zeiss, Jena

Pharmacia Biotech, Freiburg

Biometra, Gottingen

Schott, Mainz

Pharmacia Biotech, Freiburg
Eppendorf, Hamburg

Thermo, Vantaa (Finnland)

Gilson, Langenfeld
Integra Biosciences,
Fernwald

Nunc, Wiesbaden
Grant, Cambridge (GB)
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Schuttler

Sterilbank

Ultrazentrifuge

Vortex

Wasserbad mit Thermostat

Zentrifugen

2.2 Chemikalien

HS501 digital
Herasafe

Sorvall Combi Plus
MS1 Minishaker

- Kihlzentrifuge 5417R

- Tischzentrifuge 5417C

- Megafuge 2.0

- RC5C Plus (Rotoren
SLA1500, SS34)

- Ultrazentrifuge Sorvall
Combi Plus

IKA-Labortechnik, Staufen
Heraeus, Hanau

Sorvall, Hanau
IKA-Labortechnik, Staufen
Memmert, Schwabach
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Hanau

Sorvall, Hanau

Sorvall, Hanau

Soweit nicht anders erlautert wurden alle Chemikalien von Merck (Darmstadt), Roth

(Karlsruhe) oder Sigma (Deisenhofen) bezogen. Zum Ansetzen von Puffern und Lésungen

wurde autoklaviertes bidestilliertes Wasser verwendet.

23 Bakterien und ihre Kultivierung
2.31 Bakterienstamme
Stamm Genotyp

Literatur

E. coliDH10B F" mcrA A (mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢ 80dlacZAM15 (Grant et al., 1990)
AlacX74 deoR recA1 endA1 araD139 A(ara, leu)
7649 galU galK rspL nupG
E. coli EL250 DH10B [Ac/857 (cro-bioA) < > araC-Pgapflpe] (Lee et al., 2001)

2.3.2 Medien und Medienzusitze

2.3.21 Luria Bertani (LB) - Medium

10 g Trypton; 5 g Hefe-Extrakt; 5 g NaCl in 1 | H,O; pH-Wert mit NaOH auf 7,5 einstellen und

autoklavieren.
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23.2.2 LB-Agarplatten

LB-Medium + 1,5% (w/v) Agar, autoklavieren.
Die Zugabe von Antibiotika erfolgte nach dem Autoklavieren nach Abkihlen der Lésung auf
50 bis 60°C.

2.3.2.3 Einfriermedium

LB-Medium mit 30% Glycerin

23.24 Antibiotika und andere Medienzusitze

Lagerung bei -20°C

Chloramphenicol  Stock 34 mg/ml in Ethanol absolut; Endkonzentration 15 ug/ml
Kanamycin Stock 10 mg/ml in H,O, sterilfiltiert; Endkonzentration 15 pg/ml
L(+) Arabinose Stock 10% in H,O; Endkonzentration 0,1%

233 Kultivierung und Kryokonservierung

2.3.31 Flussigkulturen

Zur Anzucht von Bakterien in Flussigkultur wurde steriles LB-Medium, gegebenenfalls mit
entsprechenden Antibiotika-Zusatzen, mit einer Einzelkolonie angeimpft und Uber Nacht im
Schuttelinkubator mit 200 Umdrehungen pro Minute (Upm) bei 32°C bzw. 37°C inkubiert.

2.3.3.2 Kultivierung auf Agarplatten

Zur Anzucht von Bakterien auf einer Agarplatte wurden die Bakterien aus einer
Glycerinkultur mit einer sterilen Impfése auf einer LB-Agarplatte mit entsprechenden
Antibiotika-Zusatzen ausgestrichen und tber Nacht bei 32°C bzw. 37°C inkubiert.

23.3.3 Kryokonservierung (Glycerinkulturen)

Zur Kryokonservierung von Bakterien einer LB-Flussigkultur wurden diese kurz vor dem
Eintritt in die stationdre Wachstums-Phase mit 30% sterilem Glycerin versetzt, gut gemischt
und anschlieflend bei -80°C eingefroren. Die Zugabe von Glycerin vermindert die Bildung
von Eiskristallen, die die Bakterien schadigen konnen und ermdglicht somit eine nahezu

unbegrenzte Haltbarkeit der eingefrorenen Bakterienkultur.
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2.34 Transformation von E.coli mit Plasmid-DNA

2341 Herstellung elektrokompetenter Bakterien

Alle Arbeitsschritte wurden auf Eis bzw. in einer Kuhlzentrifuge bei 4°C durchgefihrt. Eine
200 ml Flussigkultur von E. coli EL250 wurde in LB-Medium ohne Zusatze bei 32°C bis zu
einer optischen Dichte (ODgy) von 0,6 angezogen und nach Erreichen der gewlnschten
ODeqo direkt auf Eis Gberfuhrt. Nach einer 15-minltigen Inkubation auf Eis wurden die Zellen
auf zwei Zentrifugen-Réhrchen aufgeteilt und durch zehnminitige Zentrifugation mit
6000 Upm bei 4°C pelletiert. Die Pellets wurden in je 250 ml eiskaltem H,O resuspendiert,
erneut zentrifugiert und anschlieBend in insgesamt 5 ml eiskaltem Glycerin (10%) vereinigt.
Nach erneutem Waschen mit 5 ml Glycerin (10%) wurden die Zellen nach Zentrifugation in 3
bis 4 ml eiskaltem Glycerin (10%) resuspendiert und auf Eis zu je 30 pl aliquotiert. Die
Aliquots wurden direkt in flissigem Stickstoff eingefroren und anschlielend bei -80°C

gelagert.

2342 Elektroporation kompetenter E. coli

30 pl elektrokompetente E. coli - Zellen wurden mit 2 bis 10 ul DNA versetzt und 1 min auf
Eis inkubiert. Anschlie®end wurde der Ansatz in eine vorgekiihlte Klvette Uberfihrt und der
Elektroporation mit Pulsbedingungen von 200 Q, 2,5 kV und 25 uF unterzogen. Unmittelbar
nach dem Puls wurde 1 ml kaltes LB-Medium zugegeben. Nach einer einstliindigen
Regenerationszeit im Schittler bei 32°C bzw. 37°C wurden die Bakterien mit einem
Drygalski-Spatel auf geeignetem Selektionsmedium ausplattiert und tber Nacht bei 32°C
bzw. 37°C inkubiert.

24 Saugerzellen und ihre Kultivierung

Um Kontaminationen mit Pilzsporen und Bakterien zu verhindern, wurden samtliche Arbeiten
an einer sterilen Werkbank unter Verwendung von sterilen Glas- und Plastikwaren
durchgefihrt. Alle Zellen wurden bei 37°C, einem CO,-Gehalt von 5% und 95% relativer
Luftfeuchtigkeit kultiviert.

Zur Kultivierung wurden 25, 75 oder 175 cm? Zellkulturflaschen von BD Falcon (Heidelberg)
verwendet. Sterile Zellkulturschalen und 6-, 24-, 48- und 96-Well-Platten wurden ebenfalls
von BD Falcon bezogen. Zur Kultivierung der T-Zell-Klone wurden 24-Well-Platten von
Costar Corning (Wiesbaden) verwendet. Sterile Einmalplastikpipetten wurden von der Firma
Sarstedt (NUmbrecht) bezogen.

Soweit nicht anders angegeben, erfolgte das Pelletieren der Zellen durch Zentrifugation bei
RT in der Megafuge 2.0 fir 4 min bei 1500 Upm.
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Alle Zellkulturen wurden in regelmafigen Abstanden mit Hilfe des ,Mykoplasmen Detection
Kit von Roche (Mannheim) auf Mykoplasmenkontaminationen getestet. Bei positivem
Testergebnis wurden die befallenen Zellen mit der Antibiotika-Kombination BM Cyclin

(Roche, Mannheim) nach Herstellerangaben behandelt.

241 Puffer und Lésungen

Dulbecco’s PBS (Invitrogen, Karlsruhe)
(Phosphate Buffered Saline)
136 mM NaCl; 26 mM KCI; 8 mM Na,HPOQO,; 1,5 mM KH,PO,

Trypanblau (Sigma, Deisenhofen)
0,4% in 85% Kochsalzlésung — 1:4-Verdinnung in PBS (Endkonzentration: 0,1%)

Trypsin/EDTA (PAA, Colbe)
0,5 g/l Trypsin; 0,2 g/l EDTA

2.4.2 Medien und Medienzusatze

Alle Zellkulturmedien und Medienzusatze wurden, wenn nicht anders angegeben, von PAA
(Colbe) bezogen. Das verwendete fotale Kalber Serum (FKS) stammte von der Firma
Biochrom (Berlin).

Als pH-Indikatorfarbstoff enthielten samtliche Zellkulturmedien Phenolrot.

MEM 5/10% Minimum Essential Medium mit 5/10% hitze-inaktiviertem FKS; 2 mM
L-Glutamin; 50 mg/l Gentamycin; 0,5 ng/ml bFGF (basic fibroblast
growth factor) (Invitrogen, Karlsruhe)

RPMI 10% RPMI 1640 Medium mit 10% hitze-inaktiviertem FKS; 2 mM L-
Glutamin; 50 mg/l Gentamycin; 5 uM B-Mercaptoethanol (Roth,
Karlsruhe)

Ham’s F12 5% Ham’s F12 Medium mit 5% hitze-inaktiviertem FKS; 2 mM L-Glutamin;
50 mg/l Gentamycin

Einfriermedium 90% FKS; 10% Dimethylsulfoxid (DMSO) (Roth, Karlsruhe)
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2421 Antibiotika
Antibiotikum Wirkspektrum Stammlésung Endkonzentration
Amphotericin B Pilze 0,25 mg/ml 2,5 pg/mi
(PAA, Colbe)
BM Cyclin (1) Bakterien, insbesondere 2,5 mg/ml 10 pg/mi
(2) Mykoplasmen 1,25 mg/ml 5 pg/ml
(Roche, Mannheim)
Geneticin (G418) Pro- und Eukaryonten 50 mg/ml 280 bis 600 ug/ml
(PAA, Colbe)
Gentamycin Bakterien 50 mg/ml 50 pg/mi
(PAA, Colbe) (auch Mykoplasmen)
24.2.2 Zytokine

Rekombinantes cmvlL-10
R&D-Systems (Wiesbaden), 10 ug/ml in PBS + 0,5% BSA (Lagerung bei -20°C)

243 Bestimmung der Zellzahl und der Zellvitalitat

Wahrend lebende Zellen fir den Vitalfarbstoff Trypanblau undurchlassig sind, dringt dieser
bereits nach kurzzeitiger Inkubation durch die Zellmembran toter Zellen hindurch, was zu
einer deutlichen Blaufarbung der entsprechenden Zellen fuhrt. Zur Bestimmung der
Lebendzellzahl wurden die Zellsuspensionen 1:2 mit Trypanblau verdinnt, in eine Neubauer-
Zahlkammer Uberfihrt und anschlielend unter dem Mikroskop gezahlt. Milzzellen wurden
vor dem Zahlen im Verhaltnis 1:1:2 mit Trypanblau und 4% Essigsaure versetzt. Die
Essigsaure lysiert Erythrozyten, welche das Zahlergebnis beeinflussen.

Die Berechnung der Zellzahl/ml erfolgte nach folgender Formel:

Zellzahl/ml=N/n x V x 10*

N = Anzahl gezahlter lebender Zellen; n = Anzahl ausgezahlter Grossquadrate;

V = Verdunnungsfaktor, 10* = Kammerfaktor

244 Kryokonservierung und Rekultivierung von Zellen

Zellen kénnen in speziellem Einfriermedium in flussigem Stickstoff bei -172°C Uber mehrere
Jahre aufbewahrt und bei Bedarf wieder neu in Kultur genommen werden. Zur Lagerung
wurden 1x10° bis 5x10° Zellen pelletiert, in 1,5 ml Einfriermedium resuspendiert und in
Kryoampullen Gberflihrt. Diese wurden zunachst in einem Einfriergefall iber Nacht bei -80°C
langsam herunter gekihlt und anschlieRend in flissigen Stickstoff Uberfihrt. Durch die

Verwendung eines Einfriergefales, welches ein gleichmaRiges Absinken der Temperatur um
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1 K/min gewahrleistet, wird die Bildung von Eiskristallen beim Einfrieren vermindert. Der
Zusatz von DMSO zum Einfriermedium soll Zellschadigungen durch dennoch entstehende
Eiskristalle verhindern.

Zur Rekultivierung wurden die Zellen bei 37°C moglichst zlgig aufgetaut, in angewarmtes
Medium Uberfihrt, pelletiert und in frischem Medium ausgesat. Das rasche Auftauen

vermindert die zytotoxische Wirkung von dem im Einfriermedium enthaltenen DMSO.

245 Suspensionszellen

Suspensionszellen wurden bei Farbumschlag des Kulturmediums von rot nach gelb je nach
Wachstum und Bedarf 1:2 bis 1:20 gesplittet.

T2 (174 x CEM.T2); ATCC CRL-1992

T2 sind TAP-defiziente Hybride aus humanen B- und T-Zell-Lymphomen; HLA-A*0201
(Salter et al., 1985).

Medium: RPMI 10%

JA2

JA2 sind stabile Transfektanten der humanen T-Zell-Linie Jurkat (ATCC TIB-152; (Schneider
et al., 1977)); sie tragen das HLA-A*0201-Gen (lrwin et al., 1989).

Medium: RPMI 10% + 280 ug/ml Geneticin (G418)

THP-1; ATCC TIB-202
THP-1 ist eine humane Monozyten-Zelllinie; HLA-A*0201 (Tsuchiya et al., 1980).
Medium: RPMI 10%

JY-LCL
Epstein-Barr-Virus (EBV) - transformierte lymphoblastoide Zelllinie (B-LCL); HLA-A*0201.
Medium: RPMI 10%

2.4.6 Adharente Zellen

Adharent wachsende Zellen wurden gesplittet, sobald ein konfluenter Zellrasen vorlag. Dazu
wurden die Zellen zunachst mit PBS gewaschen und anschlielend zum Ablésen vom Boden
des Kulturgefalies 5 min mit Trypsin-EDTA-L&sung bei 37°C inkubiert. Nach Zentrifugation

wurden die Zellen im Verhaltnis 1:2 bis 1:5 auf neue Kulturflaschen ausgesat.

HFF (primare humane Vorhautfibroblasten)

Zur Isolierung von HFF werden nach operativen Eingriffen zur Verfigung gestellte Vorhaute
von Neugeborenen oder Kleinkindern mechanisch zerkleinert. Durch 30-minutiges Ruhren
bei 37°C mit 0,5% Trypsin/0,2% EDTA und Glasperlen werden die Zellen aus dem
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Gewebeverband geldst, anschlieRend durch sterilen Mull filtriert und nach mehrmaligem
Waschen in MEM 5% in Zellkulturflaschen ausgesat.

Eine derartige Isolierung wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit allerdings nicht
durchgefuhrt. Die verwendeten HFF stammten aus bereits langer zurlckliegenden
Praparationen. Sie wurden zwischen Passage 6 und Passage 20 fir Experimente
verwendet.

HFF sind in Zellkultur fir HCMV permissiv.

Medium: MEM 5/10%, je nach Wachstum der Zellen

16-9

16-9 ist eine Chinese hamster ovary (CHO-K1) - Hybridzelllinie, die eine Translokation des
langen Arms des humanen Chromosoms 6 enthalt und stabil mit dem humanen HLA-B7
transfiziert ist (Soh et al., 1993; Kotenko et al., 1997).

Medium: Ham'’s F12 5%

16-9(IL-10R1/yR1/IL-10R2)

16-9(IL-10R1/yR1/IL-10R2) sind stabile Transfektanten der 16-9-Zellen, die zum einen einen
chimaren Rezeptor aus extrazellularer Domane der humanen IL-10R1-Kette (Liganden-
bindender Teil des humanen IL-10-Rezeptors) und transmembraner und intrazellularer
Domane der humanen IFN-yR1-Kette und zum anderen die IL-10R2-Kette (CRFB4)
enthalten (Kotenko et al., 1997).

Medium: Ham’s F12 5% + 450 ug/ml Geneticin (G418)

247 Anlage muriner T-Zell-Linien (CTLL)

Die Herstellung muriner CTLL erfolgte in Zusammenarbeit mit der AG Theobald,
Hamatologie und Onkologie, 3. Medizinische Klinik, Universitdt Mainz, Uber
Peptidimmunisierung transgener Mause. Alle verwendeten transgenen Mause wurden

ausgehend von dem Mausstamm C57BL/6 gezlchtet.

24.71 Peptide

Die verwendeten Peptide wurden von der Firma JPT Peptide Technologies (Berlin) bezogen.
Sie wurden mit einer Reinheit von > 80% synthetisiert und trugen am C-Terminus eine freie

Carboxyl-Gruppe.

Protein Aminosaureposition Aminosauresequenz

pp65 495-503 NLVPMVATV
IE1 297-305 TMYGGISLL
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2.4.7.2 Mause

Die verwendeten Versuchstiere wurden in der ZVTE (Zentrale Versuchstiereinrichtung) der
Johannes Gutenberg - Universitat unter SPF (specified pathogen free) - Bedingungen

gehalten.

CD8xA2 (C57BL/6-Hintergrund)

Diese doppelt transgenen Mause sind heterozygot fur das humane HLA-A*0201 und die a-
und p-Kette des humanen CD8-Molekiils und homozygot fiir das murine H-2°-Gen. Die
Mause wurden freundlicherweise von Dr. L. Sherman, San Diego, Uber Dr. M Theobald,
Mainz, zur Verfugung gestellt und zur Etablierung der pp65-spezifischen CTLL verwendet.
Diese CTLL stand zu Beginn der vorliegenden Arbeit bereits zur Verfiigung. Sie wurde im

Rahmen der Promotion von Dr. Nadine Frankenberg hergestellt (Frankenberg, 2002).

CD8xCyA2K" (C57BL/6-Hintergrund)

Diese doppelt transgenen Mause sind heterozygot fur die a- und p-Kette des humanen CD8-
Molekils und fiir ein chimares MHC-Klasse |-Molekil, das aus der a4- und a,-Doméne des
humanen HLA-A2 und aus der as;-Domane des murinen K° besteht (Sherman et al., 1992).
Sie sind homozygot fiir das murine H-2°-Gen. Die Mause wurden freundlicherweise von Dr.
L. Sherman, San Diego, tber Dr. M Theobald, Mainz, zur Verfliigung gestellt und im Rahmen

der vorliegenden Arbeit zur Herstellung der IE1-spezifischen CTLL verwendet.

C57BLI/6

Diese Mause weisen den H-2°-Haplotyp auf.

2473 Immunisierung

Zur Herstellung einer [E1-spezifischen murinen CTLL wurden doppelt transgene
CD8nyA2Kb—Méuse im Alter von 8 bis 10 Wochen mit dem nonameren IE1-Peptid IE1297.305
immunisiert. Dazu wurden den Mausen 100 pl einer auf Eis hergestellten Emulsion aus
100 ug IE1-Peptid, 120 ug HBV Core1s.140 (T-Helfer-Peptid; bindet an das murine MHC-
Klasse-II-Molekiil I-A®) und 50 pl inkomplettem Freund’schen Adjuvans (IFA; DIFCO, Detroit)
subkutan in die Schwanzwurzel injiziert (Theobald et al.,, 1995). Durch Zugabe des IFA
wurde das l6sliche Peptidantigen in eine partikulare Form umgewandelt, wodurch die
Stabilitat des Antigens im Koérper erhoht und die Aufnahme durch pAPCs wie z.B. DCs oder
Makrophagen geférdert wurde. Da dennoch die Mdglichkeit bestand, dass die Immunisierung
nicht zu der gewinschten CTL-Antwort fihrte, wurden mehrere Mause pro Ansatz

verwendet.
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24.7.4 Herstellung von LPS-aktivierten B-Zellblasten

Lipopolysaccharide (LPS) sind ein wichtiger Bestandteil der Zellwand gram-negativer
Bakterien. Indem sie die Synthese und Sekretion von wachstumsfordernden Faktoren wie
z. B. Interleukinen induzieren, Uben sie eine starke immunstimulatorische Wirkung aus.

Als antigenprasentierende Stimulatorzellen zur Anlage von T-Zell-Primarkulturen wurden
LPS-aktivierte B-Zellblasten verwendet. Drei Tage vor Anlage der Primarkultur wurden
Milzen naiver Mause des immunisierten Stammes (CD8xCyA2K") entnommen, zerrieben und
durch ein Sieb filtriert. Die auf diese Weise gewonnenen Milzzellen wurden zweimal mit
RPMI 10% gewaschen, gezahlt und mit einer Zelldichte von 1x10%/ml in RPMI 10% unter
Zugabe von 25 ug/ml LPS (aus Salmonella typhosa, Sigma, Deisenhofen) und 7 mg/ml

Dextransulfat (Pharmacia Biotech, Freiburg) bis zum Anlegen der Primarkultur inkubiert.

24.7.5 Anlage einer T-Zell-Primarkultur

Zehn Tage nach Immunisierung wurden die Mause getotet, die Milzen entnommen und diese
getrennt voneinander homogenisiert. Nach zweimaligem Waschen wurden 7x10° dieser
Milzzellen mit 3x10° Stimulatorzellen in einem Gesamtvolumen von 2 ml pro Well in einer 24-
Well-Platte ausgesat. Mit 3000 rad in einer Casium-Quelle bestrahlte LPS-Blasten, die in
einem Volumen von 1 ml fir 35 min mit 5 yg IE1-Peptid und 5 uyg humanem p.m (Sigma,
Deisenhofen) beladen worden waren, dienten dabei nach zweimaligem Waschen als
Stimulatorzellen (Vitiello et al., 1991; Sherman et al., 1992; Theobald et al., 1995). Nach 6

bis 8 Tagen wurde die Aktivitat dieser Kulturen in einem Zytotoxizitatstest untersucht.

24.7.6 Restimulierung

Bei der Restimulierung einer CTL-Kultur wurde diese je nach Wachstum 1:2 oder 1:3
gesplittet und dariber hinaus mit neuen Stimulatorzellen versorgt, um ihre Antigenspezifitat
zu erhalten. Die peptidspezifischen CTLL wurden einmal pro Woche restimuliert. Dazu
wurden mit 20.000 rad bestrahlte JA2-Zellen fiir 35 min mit 5 yg Peptid und 5 ug humanem
B2m beladen und anschliefiend zweimal gewaschen. Die T-Lymphozyten wurden zusammen
mit 5x10° peptidbeladenen JA2-Zellen und 6x10° mit 3000 rad bestrahlten C57BL/6-
Milzzellen in einem Gesamtvolumen von 2 ml/Well in einer 24-Well-Platte ausgesat.
Zusatzlich wurde den Ansatzen je nach Wachstum 5 bzw. 10% (v/v) Uberstand aus dem
Kulturmedium Concanavalin A (aus Canavalia ensiformis, Invitrogen, Karlsruhe) - aktivierter

Milzzellen von Lewis-Ratten zugesetzt (Irwin et al., 1989).

24.7.7 Klonierung

Zur Erhéhung der Spezifitat der generierten CTLL wurde diese Uber die Methode des limiting

dilution kloniert. Dazu wurde die T-Zell-Population in 8 verschiedenen Verdinnungsstufen
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von 300 Zellen/Well bis 0,1 Zellen/Well in 96-Well-Platten ausgesat und in einem Volumen
von insgesamt 200 ul pro Well restimuliert. Um letztlich den bestmdéglichen CTL-Klon zu
erhalten, wurden die beziglich ihres Wachstums und ihrer Peptidspezifitdt besten Klone
wochentlich restimuliert. Nach Etablierung eines CTL-Klons wurde dieser genau wie eine

CTLL einmal pro Woche passagiert.

25 Viren und ihre Kultivierung
2.51 Virusstamme
Ad169

Dieser HCMV-Laborstamm wurde 1956 von Rowe isoliert (ROWE et al., 1956) und diente als
Grundlage fir die Sequenzierung des HCMV-Genoms (Chee et al., 1990).

pHB15

Dieser rekombinante HCMV-Stamm wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit durch
Rekonstitution des BACs pHB15 ((Hobom et al., 2000); pHB15 heil3t hier Ad169-BAC) in
HFF generiert. Das Virus enthélt das komplette Ad169-Genom. Der BAC-Vektor wurde durch

ortsspezifische Rekombination durch die Cre-Rekombinase aus dem HCMV-Genom entfernt.

pHB5

Dieser rekombinante HCMV-Stamm wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit durch
Rekonstitution des BACs pHB5 (Borst ef al.,, 1999) in HFF generiert. Der BAC-Vektor ist
zwischen US1 und US7 in das Genom von Ad169 integriert. Dem Virus fehlt somit die

Genomregion von US2 bis US6.

App65

Dieser rekombinante HCMV-Stamm wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit durch
Rekonstitution des BACs pHB15_App65 (wurde im Rahmen dieser Arbeit hergestellt) in HFF
generiert. Die das virale Tegumentprotein pp65 kodierende UL83-Region ist deletiert. Das

Virus produziert keine DBs.

AUS2-11 und AUS2-11_GFP

Diese beiden rekombinanten HCMV-Stamme wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit
durch Rekonstitution des BACs pAUS2-11-(EGFP-loxP) (Falk et al., 2002) in HFF generiert.
Den Viren fehlt die gesamte Region von US2 bis US11.

Bei AUS2-11 wurde der BAC-Vektor durch ortsspezifische Rekombination durch die Cre-
Rekombinase aus der Sequenz entfernt, bei AUS2-11_GFP ist die BAC-EGFP-Kassette

noch zwischen den flankierenden loxP-sites im Genom enthalten.
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AUS2-11_App65_GFP

Dieser rekombinante HCMV-Stamm wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit durch
Rekonstitution des BACs pAUS2-11_App65-(EGFP-loxP) (wurde im Rahmen dieser Arbeit
hergestellt) in HFF generiert. Dem Virus fehlen sowohl die Region von US2 bis US11 als
auch das UL83-Gen. Die BAC-EGFP-Kassette ist noch zwischen den flankierenden loxP-

sites im Virus-Genom enthalten. Das Virus produziert keine DBs.

RVAdIL10C

Dieser rekombinante HCMV-Stamm wurde von Dr. Sandra Pepperl-Klindworth hergestellt.
Im Genom von Ad169 wurde durch homologe Rekombination die kodierende Sequenz des
cmvIL-10 von AS 49 bis AS 174 deletiert (Pepperl-Klindworth et al., 2006).

252 Virus-Rekonstitution aus BACmiden
Um aus HCMV-BACmiden (siehe 2.6.7) Virus zu rekonstituieren, wurden die BACmide in

HFF transfiziert und diese anschlieBend so lange passagiert, bis ausreichend Plaques
infizierter Zellen zu sehen waren. Die virushaltigen Uberstéande dieser Kulturen wurden dann
zur Passage auf nicht infizierte HFF Uberflhrt.

Die BAC-DNA wurde Uber den ,Plasmid DNA Purification“-Kit der Firma Macherey & Nagel
(Diuren) aus E. coli aufgereinigt und anschliefend mit Hilfe der SuperFect-Methode von
Qiagen (Hilden) in HFF transfiziert. Am Tag vor der Transfektion wurden dazu 1x10° HFF pro
Well in einer 6-Well-Platte ausgesat. Bei einer Konfluenz der Zellen von 40% bis 80%
erfolgte die Transfektion nach Herstellerangaben (Protokoll zur transienten Transfektion von
adharenten Zellen), wobei pro Ansatz verschiedene DNA-Mengen (2 ul, 5 pl, 10 pl und 20 pl)
ausgetestet wurden. Zur Entfernung des BAC-Vektors aus dem Virus-Genom wurden 0,5 ug
des die Cre-Rekombinase exprimierenden Plasmids pBRep-cre (siehe 2.6.1) kotransfiziert.
Nach der Transfektion wurden die Zellen unter fir HFF geeigneten Bedingungen kultiviert.
Nach zwei bis drei Wochen konnte man in der Regel die ersten Plaques infizierter Zellen im
Zellrasen erkennen. Die Zellen wurden weiter passagiert, bis genugend infizierte Zellen

verfligbar waren, um virushaltigen Uberstand zu erhalten.

253 Infektion eukaryonter Zellen mit HCMV

Zur Infektion mit HCMV wurde von subkonfluent wachsenden HFF das Medium abgezogen
und Virusiberstand je nach gewunschter moi in einem geringen Volumen zugegeben. Nach
einstindiger Inkubation bei 37°C zur Virus-Zell-Adsorption wurde ausreichend
Wachstumsmedium zugegeben und die infizierten Zellen wurden bis zur Verwendung weiter
bei 37°C inkubiert.
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2.5.4 Herstellung virushaltiger Uberstinde

Zur Herstellung virushaltiger Uberstdnde wurden subkonfluent wachsende HFF mit einer moi
von 1 bis 10 infiziert und bei 37°C inkubiert. Je nach zytopathischem Effekt (CPE) wurde 6
bis 8 Tage nach Infektion der virushaltige Uberstand entnommen, durch zehnminiitige
Zentrifugation bei 3000 Upm von Zelltrimmern befreit und anschlieBend in 1,5 bis 5 ml

Aliquots bei -80°C eingefroren.

255 Entfernung von Viruspartikeln aus virushaltigen Uberstinden

Uber Amicon Ultra - 15-Filter (Millipore Billerica, MA) wurden infektidse Viruspartikel aus
virushaltigen Uberstanden entfernt. Aufgrund der 100.000 kDa groRen Poren kénnen HCMV-
Viruspartikel diese Filter nicht durchdringen, wohingegen kleinere im Uberstand enthaltene
Molekule den Filter passieren konnen. Die erfolgreiche Entfernung infektidoser Viruspartikel
wurde Uber indirekte Immunfluoreszenz infizierter* HFF mit einem |E1-spezifischen

Antikoérper Gberprift.

2.5.6 Bestimmung des Virustiters

Reagenzien
AEC-Stammlosung 400 mg AEC (3-Amino-9-Ethyl-Carbazol; Sigma (Deisenhofen)) in

100 ml DMF (Dimethylformamid)
Acetat-Puffer 6,8 g Natriumacetat in 2,88 ml Eisessig, pH 4,7

Der Virustiter eines virushaltigen Uberstandes ist ein MaR fiir die Anzahl an infektiésen
Partikeln in einem vorgegebenen Volumen Zellkulturiberstand. Zur Bestimmung des
Virustiters wurden 5x10° HFF pro Well einer 96-Well-Platte ausgesat und am darauf
folgenden Tag mit 100 pl des zu untersuchenden Virusiberstandes im Achtfachansatz
infiziert. Der Virusiiberstand wurde dazu 10 und 10™* mit Medium verdiinnt. 48h nach
Infektion wurden die Zellen fir 20 min mit 96% Ethanol bei RT fixiert. Nach einem
Waschschritt mit PBS wurden zur Detektion von IE1-exprimierenden Zellen 50
Hybridomiberstand des IE1-spezifischen monoklonalen Antikérpers p63-27 pro Well
zugegeben und 1h bei 37°C in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach zweimaligem
Waschen mit PBS erfolgte die Detektion des gebundenen Primarantikdrpers mit Hilfe eines
HRP (Meerrettichperoxidase, horseradish peroxidase) - gekoppelten Sekundarantikdrpers
(anti-Maus IgG). Derart markierte Zellen konnten durch eine AEC-Farbung sichtbar gemacht
werden (deutliche Braunfarbung der I|E1-positiven Zellkerne). Dazu wurde die AEC-
Stammlésung 1:20 in Acetatpuffer verdinnt, filtriert und mit 1:1000 Volumen H;O, (30%)

versetzt. Von dieser Farbelésung wurden 100 uyl pro Well zugegeben. Nach einer
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einstindigen Inkubation der 96-Well-Platte im Dunkeln bei 37°C wurde die Farbreaktion
durch Waschen mit PBS abgestoppt. Danach wurde unter dem Mikroskop die Anzahl der
IE1-positiven Kerne (entspricht infizierten Zellen) pro Well ermittelt. Pro Virus und
Verdinnung wurden 8 Wells ausgezahlt und davon der Mittelwert gebildet. Hieraus
errechnete sich der Virustiter folgendermalen:

Anzahl infektioser Partikel pro ml Virusiiberstand =N xV x 10

N Anzahl an IE1-positiven Zellen pro Well (Mittelwert von 8 Wells)

Vv Verdinnungsfaktor des Virustberstands

x 10  Es wurde mit 100 pl Virustberstand pro Well infiziert; der Virustiter aber soll fir 1 ml

Uberstand berechnet werden

2.5.7 Aufreinigung von Viruspartikeln aus Zellkultur-Uberstand

Reagenzien

0,04 M Na-Phosphatpuffer 1,1 g NaH,PO, x 1 H,0; 5,7 g Na,HPO, x 2 H,O auf
11H0;pH 7,4

35% Na-Tartrat 207,5 g Na-Tartrat in 325 ml 0,04 M Na-Phosphatpuffer;
autoklaviert

15% Na-Tartrat/ 30% Glycerin 88,9% Na-Tartrat; 150 ml Glycerin; 275 ml 0,04 M Na-
Phosphatpuffer; autoklaviert

Unter Verwendung eines positiven Dichte- / negativen Viskositats-Gradienten - Systems
wurden die bei der Infektion entstehenden unterschiedlichen HCMV-Partikel (Virionen, DBs
und NIEPs) aus dem Zellkulturiiberstand aufgereinigt (Talbot & Almeida, 1977; Irmiere &
Gibson, 1983). Bei einem CPE von mindestens 90% wurde der Uberstand der infizierten
HFF zunachst durch zehnminitige Zentrifugation bei 3000 Upm von Zellen und Zelltrimmern
befreit und anschlieBend die Viruspartikel durch Ultrazentrifugation im SW28 Rotor fur
70 min bei 23.000 Upm und 4°C pelletiert. Sollte keine Auftrennung der unterschiedlichen
Partikelfraktionen erfolgen, wurde das Pellet an dieser Stelle bereits in PBS resuspendiert
und bei -80°C gelagert. Fur eine Trennung von Virionen, DBs und NIEPs wurde das Pellet
hingegen in 1 ml 0,04 M Na-Phosphatpuffer resuspendiert und anschlie®end in je 2 ml -
Aliquots auf einen Gradienten geschichtet, der aus 4 ml 35% Na-Tartrat und 5 ml 15% Na-
Tartrat aufgebaut wurde. Die Auftrennung der verschiedenen Partikel erfolgte entsprechend
ihrer Dichte durch Ultrazentrifugation fur 60 min bei 23.000 Upm ohne Bremse. Nach diesem
Zentrifugationsschritt war im Durchlicht ein distinktes Bandenmuster zu erkennen: die DBs
lieferten eine breite, relativ diffuse Bande, dariiber sammelten sich die Virionen in einer
dinnen, sehr scharfen Bande und dariiber die NIEPs, ebenfalls in einer dinnen, klar

abgegrenzten Bande. Diese Banden wurden mit Hilfe von Kanilen abgezogen und flr
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70 min bei 23.000 Upm und 4°C zentrifugiert. Die Pellets wurden in PBS gel6st und bei
-80°C gelagert.

2.6 Praparation, Analyse und Manipulation von DNA
2.6.1 Verwendete Plasmide
pBRep-Cre

Expression der Cre-Rekombinase nach Transfektion in HFF

= Herausschneiden des BAC-Vektors aus dem HCMV-Genom durch ortsspezifische
Rekombination an loxP-sites

(pBRep-Cre wurde von Dr. Wolfram Brune, Wurzburg, kloniert und freundlicherweise zur

Verfligung gestellt; Beschreibung siehe (Hobom et al., 2000))

pCP-IE1

Ein auf pCP15 (Cherepanov & Wackernagel, 1995) basierendes Plasmid; enthalt ein von

FRT-sites flankiertes Kanamycinresistenz-Gen

= Amplifikation des von FRT-sites flankierten Kanamycinresistenz-Gens zur Herstellung
eines zur homologen Rekombination verwendbaren PCR-Produkts zur BAC-

Mutagenese

pHB15
BAC, welches das komplette Ad169-Genom enthalt ((Hobom et al., 2000); pHB15 heildt hier
Ad169-BAC).

pHB5

BAC, welches das Ad169-Genom enthalt. Der BAC-Vektor wurde zwischen US1 und US7 in
das Virusgenom integriert; die dazwischen liegenden Sequenzen (US2 bis US6) wurden
dabei entfernt (Borst et al., 1999).

pAUS2-11-(EGFP-loxP)
Auf pHB5 basierendes BAC. Die gesamte virale Sequenz zwischen US1 und US12 (US2 bis
US11) ist deletiert (Falk et al., 2002).

pHB15_App65
Auf pHB15 basierendes BAC. Die virale UL83-Region (pp65-Gen) ist deletiert. Dieses BAC

wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit hergestellt.
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pAUS2-11_App65-(EGFP-loxP)
Auf AUS2-11-(EGFP-loxP) basierendes BAC. Die virale UL83-Region (pp65-Gen) ist

deletiert. Dieses BAC wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit hergestellt.

2.6.2 Isolierung von DNA

2.6.21 Isolierung von BACmid-/Plasmid-DNA aus E. coli

Die Aufreinigung kleiner Mengen BACmid- bzw. Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte aus 2 ml
Ubernachtkultur nach dem Prinzip der alkalischen Lyse (Sambrook J. & Russell D.W., 2001).
Es wurden Puffer des ,High Purity Plasmid Purification“-Systems von Marligen Bioscience
(wurde Uber BioCat, Heidelberg, bezogen) verwendet. Zunachst wurden die Bakterien durch
einmindtige Zentrifugation bei 6000 Upm pelletiert und anschlielend in 200 ul
Suspensionspuffer (E1) resuspendiert. Durch mehrmaliges invertieren des Gefaltes wurde
die Zellsuspension vorsichtig mit 200 ul alkalischem Lysepuffer (E2) vermischt, anschlieend
mit 200 pl Neutralisationspuffer, pH 5,5, (E3) versetzt und erneut vorsichtig gemischt. Die
durch diese Behandlung ausgefallene chromosomale DNA wurde anschlielend durch
zehnminitige Zentrifugation mit 14.000 Upm bei 4°C entfernt und die im Uberstand
befindliche Plasmid-DNA mit Isopropanol gefallt und schlieflich in 50 yl H,O aufgenommen.
GréRere DNA-Mengen von high-copy-number-Plasmiden wurden aus 100 ml Ubernacht-
kultur mit Hilfe des ,High Purity Plasmid Purification“-Systems von Marligen Bioscience
isoliert, entsprechende DNA-Mengen von low-copy-number-BACmiden aus 200 ml
Ubernachtkultur mit Hilfe des ,Plasmid DNA Purification“-Kits von Macherey & Nagel
(Duren). Die Durchflihrung erfolgte nach den jeweiligen Angaben des Herstellers.

Die DNA-Konzentration wurde durch die Messung der optischen Dichte bei 260 nm ermittelt.
Eine ODyso von 1 entspricht dabei einer Konzentration von 50 ug/ml doppelstrangiger DNA in
H.O0.

2.6.2.2 Isolierung von Virus-DNA aus Zellkulturiiberstand infizierter HFF

Die Isolierung von HCMV-DNA aus Zellkulturiiberstand wurde mit Hilfe des ,High Pure Viral
Nucleic Acid“-Kits von Roche (Mannheim) nach Herstellerangaben durchgefiihrt.
Die auf diese Weise isolierte Virus-DNA wurde als Template zur Amplifikation von

ausgesuchten Genombereichen eingesetzt (siehe 2.6.6).

2.6.3 Féallung von DNA mit Isopropanol
Zur Entfernung von Salzen und Erhéhung der DNA-Konzentration wurde die DNA mit 1,5 M

NaCl versetzt und nach Zugabe von 0,8 Volumen Isopropanol 20 min auf Eis inkubiert. Nach
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zehnminutiger Zentrifugation bei 14.000 Upm in einer Eppendorfzentrifuge wurde das
entstandene Pellet zur Entfernung restlicher Salze mit 70% Ethanol gewaschen, erneut

zentrifugiert und das getrocknete Pellet in einem geeigneten Volumen H,O geldst.

2.6.4 Agarose-Gelelektrophorese

Puffer

TBE (Tris-Borat-EDTA-Puffer) 89 mM Tris-Borat; 2 mM EDTA (pH 8,0)

Auftragspuffer fur DNA-Gele 50 mg Bromphenolblau; 100 mg Xylencyanol; 1 mM

EDTA; 25 g Saccharose; ad 50 ml mit H,O

Zur Analyse oder Aufreinigung von DNA-Fragmenten wurden diese mittels Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt. Je nach Molekulargewicht der zu untersuchenden DNA-
Fragmente wurden Agarosekonzentrationen von 0,7 bis 2% (w/v) eingesetzt. Die Agarose
wurde durch Aufkochen in TBE-Puffer geldést und nach Zugabe von 0,5 mg/mi
Ethidiumbromid in die entsprechende Gelapparatur gegeben. Vor dem Auftragen der DNA-
Proben auf das Gel wurden diese 1:6 mit Auftragspuffer gemischt. Die Auftrennung der DNA
erfolgte, je nach GroRe der verwendeten Gelkammer, bei Spannungen zwischen 80 und
140 Volt. Als Molekulargewichtsmarker wurden 0,5 pg ,1kb-DNA-Ladder von PeglLab
(Erlangen) verwendet. Durch den in die DNA interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff
Ethidiumbromid konnten die aufgetrennten Fragmente mit UV-Licht sichtbar gemacht und

anschlieltend photographiert werden.

2.6.5 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte nach Angaben des Herstellers
Uber das ,QlAquick Gel Extraction Kit Protocol von Qiagen (Hilden) unter Verwendung einer
Mikrozentrifuge. Mit dieser Methode konnten DNA-Fragmente zwischen 70 bp und 10 kb

aufgereinigt werden.

2.6.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) stellt eine
hochempfindliche Methode zur exponentiellen Amplifikation definierter DNA-Sequenzen in
vitro dar (Saiki et al., 1988). Selbst kleinste Mengen genetischen Materials kénnen so weit
vervielfaltigt werden, dass sie mit herkdmmlichen molekularbiologischen Analysemethoden
nachweisbar werden. Zur Amplifikation des gewlinschten DNA-Bereichs werden zwei
Oligonukleotide (Primer) bendétigt, welche komplementar zu den die Zielsequenz stromauf-

und stromabwarts begrenzenden Regionen auf der DNA-Matrize (Template) sind.
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2.6.6.1 Durchfiihrung einer PCR

Eine Standard-PCR wurde in einem Endvolumen von 50 pl folgendermalRen durchgefihrt:
0,1 bis 200 ng Template-DNA wurden in 1x PCR-Puffer unter Zugabe von je 0,4 uM Primer,
200 yM dNTPs (Invitrogen, Karlsruhe), 2 U Taqg-DNA-Polymerase von PeqlLab (Erlangen)
bzw. 2,6 U ,Expand High Fidelity Enzyme Mix“ von Roche (Penzberg) und 1,5 mM MgCl. in
die Reaktion eingesetzt. Einem initialen Denaturierungsschritt (3 min, 95°C) folgten 30 bis 35
Zyklen mit je 1 min Denaturierung bei 95°C, 1 min Hybridisierung der Primer (Richtwert fir
Hybridisierungstemperatur: 5°C niedriger als Schmelztemperatur der Primer) und je nach
Lange der zu amplifizierenden Template-DNA 45 sec bis 1 min 30 sec Elongation bei 72°C
(Richtwert: 1 min pro 1000 bp). Den Anschluss stellte eine zehnminltige terminale
Elongation bei 72°C dar. Zur Bestimmung der Ausbeute und Uberpriifung der GroRke des
jeweiligen PCR-Produkts wurden 5 pl der Probe durch Agarose-Gelelektrophorese
analysiert.

Wahrend analytische PCR-Reaktionen mit der Taqg-DNA-Polymerase von PeglLab
durchgefihrt wurden, wurde das zur BAC-Mutagenese verwendete PCR-Produkt (siehe
2.6.7.1) mit Hilfe des eine 3’-5’-Exonuclease-Aktivitdt aufweisenden ,Expand High Fidelity

Enzyme Mix“ von Roche hergestellt.

2.6.6.2 Gewinnung von Template-DNA aus Bakterienkolonien

Um den Erfolg einer gewlnschten DNA-Modifikation in einer Vielzahl von E. coli - Kolonien
schnell und effizient Gberprifen zu kdnnen, wurde die Region von Interesse einer PCR-
Amplifikation unterzogen. Die hierfiir verwendete Template-DNA wurde direkt aus den zu
untersuchenden Kolonien isoliert: Einzelkolonien wurden gepickt und in 10 pl sterilem H,O
geldst. Durch flinfminitiges Aufkochen bei 100°C wurden die Zellen aufgebrochen, die
Zelltrimmer anschlie®end durch Zentrifuagtion entfernt und 5 pyl des DNA-enthaltenden

Uberstandes wurden als Template in einen 50 pl - PCR-Ansatz eingesetzt.

2.6.6.3 Verwendete Oligonukleotide (Primer)

Alle in dieser Arbeit verwendeten Primer wurden von der Firma Metabion (Martinsried)

bezogen. Oligonukleotide mit mehr als 40 Basen wurden einer HPLC-Reinigung unterzogen.

BamHIRreverse2 5 GCCTGAGACATTGCGAAGGCGGG ¥
pp65_rev 5 GTCACCTATCACCTGCATCTTG 3
SR8 5 CGGTTGTCTCTG TGT AGAACG ¥
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*pp65-frt_fwd 5 GCT GCC GCA CGA GAC GCG ACT CCT GCA GAC GGG TAT
CCA CGT ACG CGT GAG GTACCC GGG GATCTTG 3
*pp65-frt_rev 5 GGACGT GGG TTT TTA TAG AGT CGT CCT AAG CGC GTG

CGG CGG GTG GCT CAT CGA GAAACGCAGCTTC ¥
* Diese Primer wurden zur BAC-Mutagenese verwendet. Der jeweils fettgedruckte Anteil des
Primers bindet an die Template-DNA. Der normal gedruckte Anteil stellt den zur Zielregion

im Virusgenom homologen Bereich dar.

2.6.6.4 Verwendete PCR-Programme

Programm 1 95°C 3 min
95°C 1 min —
70°C 1 min 35 Zyklen
72°C 1.30 min
72°C 10 min

4°C  unendlich

Programm 2 95°C 3 min
95°C 1min —
60°C 1 min 35 Zyklen
72°C 45 sec
72°C 10 min

4°C  unendlich

2.6.6.5 Aufreinigung von PCR-Produkten

Zur Aufreinigung von doppelstangigen PCR-Produkten in der Groflte von 100 bp bis 10 kb
wurde der ,QIAquick PCR Purification Kit* von Qiagen (Hilden) verwendet. Nach
Herstellerangaben wurden die PCR-Produkte Uber das ,QIAquick PCR Purification Kit
Protocol® unter Benutzung einer Mikrozentrifuge von im Ansatz enthaltenen Primern,

Nukleotiden, Enzymen und Salzen befreit.

2.6.6.6 Template-Eliminierung
Zur Entfernung der Template-DNA nach erfolgter PCR wurde das aufgereinigte PCR-Produkt

einer Restriktion mit dem Enzym Dpn | unterzogen. Dieses Restriktionsenzym zerstort die
methylierte Template-DNA; die nicht methylierten PCR-Produkte bleiben dabei unversehrt.
Die Reaktion wurde nach Herstellerangaben (New England Biolabs, Frankfurt am Main) bei
37°C fur 4 Stunden oder Uber Nacht durchgeflhrt.
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2.6.7 Manipulation des HCMV-Genoms iiber BAC-Mutagenese
(Zwei-Schritt-Rekombination)
Bacterial artificial chromosoms (BACmide, BACs) sind auf dem E. coli - F-Plasmid
basierende Vektoren, welche Uber 300 kb groRe Fragmente eukaryontischer DNA stabil
enthalten kénnen (Shizuya et al., 1992). Die Verwendung dieser BACmide ermoglicht die
Vermehrung und Manipulation des Genoms grof3er DNA-Viren in E. coli. Verschiedene, das
HCMV-Genom enthaltende BACs sind in der Literatur beschrieben (Borst et al., 1999;
Hobom et al., 2000).
Zur Herstellung rekombinanter Viren wurde das in einem BAC enthaltene HCMV-Genom
mittels einer von Lee und Kollegen veroffentlichten Methode gezielt modifiziert (Lee et al.,
2001). In der vorliegenden Arbeit wurde diese Methode zur Deletion des UL83-Gens von
HCMV verwendet. In einem ersten Schritt wurde die zu deletierende Sequenz mittels
homologer Rekombination durch einen Selektionsmarker ersetzt, welcher anschlielfend in
einem zweiten Schritt mittels ortsspezifischer Rekombination wieder entfernt wurde. Die
homologe Rekombination erfolgte hierbei zwischen den die zu deletierende Sequenz im
Virusgenom flankierenden Bereichen und den dazu homologen Enden eines Uber PCR
hergestellten linearen DNA-Fragments, welches einen durch FRT-sites flankierten
Selektionsmarker kodierte. Durch das double crossover zwischen den zueinander
homologen Bereichen wurden die dazwischen liegenden Regionen gegeneinander
ausgetauscht. Der nun anstelle der Zielsequenz im Virusgenom vorliegende
Selektionsmarker wurde anschlieBend durch ortsspezifische Rekombination an den
flankierenden FRT-sites wieder entfernt.
Um die Rekombination zwischen BACmid und linearem PCR-Produkt in E. coli zu
ermoglichen, wurde der Bakterienstamm E. coli EL250 verwendet. Dieser Stamm enthalt
chromosomal einen modifizierten A-Prophagen, welcher das A-Rekombinationssystem (gam,
exo und beta) unter der Kontrolle eines temperatursensitiven Repressors exprimiert.
Wahrend gam durch Hemmung der E. coli RecBCD - Nuclease die Degradation des
transformierten linearen PCR-Produkts verhindert, erhohen exo und beta die
Rekombinationsrate linearer DNA (Yu et al., 2000). Aufzerdem kodiert dieser E. coli - Stamm,
ebenfalls chromosomal, eine FIp-Rekombinase (flpe), deren Expression durch Arabinose
induziert werden kann. Nach entsprechender Induktion katalysiert diese fipe die Entfernung
des Selektionsmarkers durch ortsspezifische Rekombination an den flankierenden FRT-

sites.

2.6.71 Integration eines Selektionsmarkers iiber homologe Rekombination

Durch die homologe Rekombination zwischen HCMV-BAC und PCR-Produkt wurde die zu

deletierende Zielsequenz im Virusgenom durch ein von FRT-sites flankiertes
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Kanamycinresistenz-Gen ersetzt. Die Rekombination erfolgte hierbei zwischen den die
Zielsequenz flankierenden Sequenzen im Virusgenom und den dazu homologen Bereichen
zu beiden Seiten des von FRT-sites eingerahmten Selektionsmarkers an den Enden des
PCR-Produkts.

2.6.7.1.1 Herstellung des PCR-Produkts zur homologen Rekombination

Die Herstellung eines zur homologen Rekombination nutzbaren PCR-Produkts erforderte die
Verwendung speziell konstruierter Primer. Das 5°-Ende der verwendeten Primer wies etwa
50 Basen lange Uberhénge auf, welche homolog zu den die auszutauschende Region auf
der Zielsequenz flankierenden Bereichen waren. Das resultierende PCR-Produkt bestand
also aus der vom Template amplifizierten Sequenz, die zu beiden Seiten durch etwa 50 bp
HCMV-Sequenz flankiert war.

Als Template zur Amplifikation der Kanamycinresistenz-Kassette wurde das Plasmid
pCP-IE1 verwendet, als Primer dienten pp65-frt_fwd und pp65-frt_rev. Nach erfolgreicher
PCR wurde das erhaltene Produkt aufgereinigt, zur Eliminierung restlicher Template-DNA
einem Dpn | - Verdau unterzogen, und schliel3lich nach elektrophoretischer Auftrennung aus
einem 1,5%igen Agarosegel eluiert. Nach einer darauf folgenden Isopropanolfallung wurde
die DNA in einem mdglichst kleinen Volumen H,O aufgenommen und die Konzentration im

Photometer bestimmt.

2.6.7.1.2 Deletion der viralen Zielsequenz durch Integration der Kanamycinresistenz-
Kassette
Das zu modifizierende BACmid wurde zunachst aus E. coli DH10B isoliert und anschlieRend
Uber Elektroporation in kompetente E. coli EL250 Uberfihrt. Um eine unkontrollierte
Expression der A-Rekombinationsgene zu vermeiden, wurde E. coli EL250 immer bei 32°C
kultiviert. Die Selektion BACmid-haltiger EL250-Klone erfolgte mit Chloramphenicol. Mit einer
Einzelkolonie wurde eine 5 ml Ubernachtkultur in LB-Medium mit Chloramphenicol (LB-Cm)
angeimpft und am nachsten Tag 50 ml LB-Cm mit 1 ml dieser Ubernachtkultur versetzt und
bis zu einer ODggg von 0,5 bis 0,8 kultiviert. Danach wurde die Kultur aufgeteilt. 10 ml wurden
in einen vorgewarmten Erlenmeyer-Kolben tberfuhrt und 15 min mit 200 Upm bei 42°C im
Wasserbad geschiittelt. In diesem Schritt wurde das A-Rekombinationssystem von E. coli
EL250 induziert. Durch die Temperaturerhdhung auf 42°C wurde der temperatursensitive
Repressor inaktiviert und dadurch die Expression der Rekombinationsgene gam, exo und
beta ermdglicht. Ein Parallelansatz diente als Negativkontrolle und wurde wahrend der 15-
minltigen Inkubation auf 32°C belassen. Nach diesem Temperatur-Schritt wurden die beiden
Ansatze identisch weiter behandelt. Die Zellen wurden durch Schutteln im Eiswasserbad

schnell gekihlt und dann 10 bis 40 min auf Eis inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit
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jeweils 1 ml eiskaltem H,O wurde das Pellet nach dem letzten Zentrifugationsschritt in 100 pl
eiskaltem H,O resuspendiert.

50 ul dieser nun elektrokompetenten E. coli - Zellen wurden anschlieRend mit 500 ng des im
vorherigen Abschnitt beschriebenen PCR-Produkts transformiert, anschlief3end fir 90 min in
LB-Medium ohne Zusatze im Schuttler bei 32°C inkubiert und schliellich in geeigneten
Verdinnungen auf LB-Platten mit Chloramphenicol und Kanamycin ausplattiert. Durch die
Zugabe von Kanamycin wurden die Klone selektioniert, die die Kanamycinresistenz-Kassette

durch erfolgreiche homologe Rekombination ins Genom integriert hatten.

2.6.7.2 Entfernung des Selektionsmarkers durch ortsspezifische Rekombination

Das uber homologe Rekombination ins Virusgenom integrierte Kanamycinresistenz-Gen
sollte anschlieBend wieder aus der Sequenz entfernt werden. Dies erfolgte durch
ortsspezifische Rekombination an den das Resistenzgen flankierenden FRT-sites durch
Induktion der E. coli EL250 - kodierten FIp-Rekombinase (fipe).

Mit einer Einzelkolonie eines aus 2.6.7.1 hervorgegangenen Klons wurde zunachst eine 5 ml
Ubernachtkultur in LB-Medium mit Chloramphenicol und Kanamycin (LB-Cm/Kana)
angeimpft. Am nachsten Tag wurde 1 ml dieser Ubernachtkultur auf eine neue 10 ml Kultur
Uberimpft und diese bis zu einer ODgg von 0,5 bei 32°C kultiviert. Durch die darauf folgende
Zugabe von 0,1% L (+) Arabinose wurde die Expression der flpe induziert. Nach einstiindiger
Inkubation bei 32°C wurde die Kultur in geeigneten Verdinnungen parallel auf LB-Cm/Kana
und LB-Cm ausplattiert und bei 32°C Uber Nacht inkubiert. Die flpe-vermittelte Entfernung

des Kanamycinresistenz-Gens resultierte in Kanamycin-sensitiven Bakterienklonen.

2.7 Immunologische Methoden

271 Chromfreisetzungstest (CFT)
Mit Hilfe des CFT koénnen Spezifitat und lytische Aktivitat von zytotoxischen T-Zellen

gemessen werden. Dazu werden Zielzellen mit radioaktivem Chrom (Na®'CrO,) markiert und
mit Effektorzellen kokultiviert. Vitale Zellen nehmen °'Cr** auf, setzten es aber nur nach
Zerstérung der Zellmembran wieder frei. Im Uberstand messbare Chromaktivitat ist demnach

proportional zur Anzahl der lysierten Zellen und somit ein Mal3 fur die Aktivitat der T-Zellen.

Radioaktivitat

Na®'CrQO, (Perkin Elmer, Zaventem, Belgien)
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5x10° Zielzellen wurden pelletiert und nach vollstandiger Entfernung des Uberstands in 20 pl
FKS resuspendiert. Sollten peptidbeladene Zellen als Zielzellen eingesetzt werden, wurde
die Zellsuspension an dieser Stelle mit der entsprechenden Peptidverdinnung auf die
gewiinschte Peptidkonzentration (10°M bis 107°M) eingestellt. AnschlieBend wurden die
Zellen durch Zugabe von 100 pCi *'Cr fiir 90 min bei 37°C radioaktiv markiert. Nach
dreimaligem Waschen zur Entfernung Uberschissiger Radioaktivitdt wurden die Zellen in
10 ml RPMI 10% aufgenommen und 5x10° Zellen in 100 pl Medium pro Well einer 96-Well-
Platte ausgesat. Die Effektorzellen wurden gezahlt, gewaschen und je nach maximalem
Effektor- zu Zielzellverhaltnis (E/Z) mit RPMI 10% auf die entsprechende Zellzahl/ml
eingestellt. Diese T-Zellsuspension wurde anschlieend in 5 Schritten jeweils 1:3 verdlnnt.
Von jeder Verdinnung wurden 100 ul pro Well in Duplikaten zu den bereits vorgelegten
Zielzellen gegeben. Anschlieliend wurden die Platten flir 4 h (bei peptidbeladenen Zielzellen)
bzw. 5,5 h (bei infizierten Zielzellen) bei 37°C inkubiert und nach Pelletierung der Zellen
durch Zentrifugation mit 1300 Upm bei 4°C ohne Bremse aus jedem Well 100 ul Uberstand
entnommen und die °'Cr-Aktivitét in einem y-Counter gemessen.

Als Kontrolle wurde zusatzlich fir jede Zielzelle in Vierfachwerten die Maximal- und die
Spontanlyse bestimmt. Wahrend die Maximallyse direkt aus 100 pl Zielzellsuspension
gemessen wurde, wurde die Spontanlyse aus 100 ul Zielzell-Uberstand ohne Effektorzellen
ermittelt. Mit den gemessenen Werten konnte anschlielend fur jede Zielzelle die durch eine
bestimmte T-Zell-Spezifitdt hervorgerufene spezifische Lyse bestimmt werden.

Die Berechnung der spezifischen Lyse in % erfolgte nach folgender Formel:

gemessene *'Cr-Freisetzung - Spontanlyse

. X100 = spezifische Lysein %
Maximallyse - Spontanlyse

Als gemessene °'Cr-Freisetzung einer Probe wurde der Mittelwert aus 2 identischen
Ansatzen verwendet. Wahrend die Maximallyse die gesamte °'Cr-Inkorporation durch die
Zielzellen darstellte, zeigte die Spontanlyse die Zielzelllyse in Abwesenheit von
Effektorzellen an. Sie betrug in der Regel weniger als 20% der Maximallyse. Die zur
Bestimmung der spezifischen Lyse verwendeten Werte fir Maximal- und Spontanlyse waren

Mittelwerte aus jeweils 4 identischen Ansatzen.
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2.7.2 Elispot (Enzyme Linked Immuno spot assay)

Mit Hilfe einer Elispot-Analyse kdnnen Zytokin-sezernierende Zellen quantifiziert werden.
Werden zytotoxische T-Zellen durch ihr spezifisches Antigen stimuliert, sezernieren sie eine
Reihe verschiedener Zytokine, unter anderem Interferon-y (IFN-y). In der vorliegenden Arbeit
wurde der Elispot dazu verwendet, die Anzahl der durch einen bestimmten Stimulus zur
IFN-y-Produktion angeregten CTL zu bestimmen. Dazu wurden Effektor- und Zielzellen in
einer mit einem spezifischen |IFN-y-AntikOrper beschichteten 96-Well-Platte mit
Nylonmembranboden kokultiviert. Das dabei durch die CTL sezernierte Zytokin konnte
anschliefend durch eine enzymatische Farbreaktion auf der Membran nachgewiesen
werden. Die Anzahl der Spots entsprach dabei der Anzahl der IFN-y-sezernierenden T-Zellen
(Abbildung 5) (Taguchi et al., 1990; Miyahira et al., 1995).

CTL APC
@@ 4 @ g T-Zellrezeptor
@ S : @ ¥ MHC-Klasse-I-Molekiil

IFN-y < Antigen
° e murines IFN-y
§ <. , Substrat — Antikdrper gegen murines IFN-y
§—<' CEnzym) > Enzym-gekoppelter Antikorper
= —< farbices gegen murines IFN-y
% Produkt

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Interaktion zwischen APC und CTL im IFN-y-
Elispot

Das durch die APC Uber ein entsprechendes MHC-Klasse-I-Molekul prasentierte Antigen wird von
dem spezifischen T-Zellrezeptor der zytotoxischen T-Zelle erkannt, was zur Freisetzung von IFN-y
durch die T-Zelle fuhrt. Dieses IFN-y wird im Elispot durch einen auf eine Nylonmembran
aufgebrachten Antikérper gebunden und anschlieBend erneut mit einem diesmal Enzym-
gekoppelten Antikoérper detektiert. Durch das an den Antikérper gebundene Enzym wird ein
zugesetztes Substrat in ein farbiges Produkt umgewandelt.

2.7.21 Puffer

Waschpuffer
PBS + 0,25% (v/v) Tween-20

Puffer fir Primarantikorper
Stammlésung A: 1,59 g Na,CO; auf 100 ml H,O
Stammlésung B: 2,93 g NaHCO; auf 100 ml H,O

Direkt vor dem Versuch wurde je 1 ml beider Stammlésungen mit H,O auf 10 ml aufgeftillt

und der pH-Wert mit Stammldsung B auf 9,6 eingestellt.
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Puffer fir Sekundarantikérper
PBS + 1% (v/v) BSA-LAsung (23,3%; Ortho Diagnostic Systems, Neckargemund)

50 mM Na-Acetatpuffer, pH 5,0
74 ml 0,2 M Essigsaure (11,55 ml Eisessig/l) + 176 ml 0,2 M NaAcetat (27,2 g Na-Acetat
x 3 HxO/l) auf 1 I H,O

27.2.2 Antikorper

Bezeichnung Quelle Endkonzentration
Primérantikorper Ratte a-Maus-IFN-y Biosource Europe, |10 pg/mi
Klon RMMG-1 Solingen
Sekundarantikérper Biotin-gekoppelter Ratte | Becton Dickinson, 1 pg/mi
o-Maus-IFN-y Heidelberg
Klon XMG 1.2

Zunachst wurde die Membran einer 96-Well-Nylonmembran-Platte von Nunc (Wiesbaden)
mit 50 pl pro Well einer 10 pg/ml Primarantikorperliésung beschichtet und die Platte
anschliefend Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am darauf folgenden Tag wurde die Platte
viermal jeweils flr 15 min mit destilliertem Wasser gewaschen und anschlieRend mit 200 pl
RPMI 10% pro Well fir mindestens eine Stunde blockiert. Die APCs wurden gezahlt,
gewaschen und auf eine Zellzahl von 2x10°%ml eingestellt. Auch die Effektorzellen wurden
gezahlt und gewaschen und auf die gewtlinschte Zellzahl eingestellt. In der Regel wurden
200 oder 500 Effektorzellen pro Well verwendet.

Nach der Blockierung wurde die Platte ausgeschlagen und 50 pyl RPMI 10% pro Well
vorgelegt. Danach wurden jeweils 50 pl der APCs und der Effektorzellen zugegeben und fir
18 bis 22 h im Brutschrank bei 37°C kokultiviert. Im Falle einer Peptidbeladung wurde das
Peptid in der gewlnschten Konzentration zugegeben und verblieb wahrend der
Inkubationszeit im Ansatz. Alle Ansatze wurden in Triplikaten durchgefiihrt.

Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen durch zehnmaliges Waschen mit Waschpuffer
entfernt. AnschlielRend wurde die Platte mit 50 pl Sekundarantikérperlésung pro Well fir 2 h
bei RT inkubiert, danach funf Mal gewaschen und mit 50 ul pro Well eines HRP-Streptavidin-
Konjugats von Dianova (Hamburg), das zuvor 1:250 in Waschpuffer mit 5% (v/v) FKS
verdinnt worden war, erneut fir 2 h bei RT inkubiert. Die Farbung der Spots erfolgte durch
Zugabe des HRP-Substrats AEC. Dazu wurden 20 mg AEC in 2,5 ml DMF geldst, mit
47,5 ml 50 mM Na-Acetat-Puffer, pH 5,0, gemischt, filtriert und mit 25 ul 30%igem H,O,
versetzt. Pro Well wurden 50 ul pipettiert. Die Farbreaktion wurde nach ca. 10 min durch
Waschen mit H,O gestoppt. Schlielllich wurde die Membran von der Platte abgezogen und

getrocknet. Die Auswertung erfolgte bei zehnfacher Vergrélierung in einem Binokular.
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2.7.2.3 Fixierung der Zielzellen

Fixierungslésung
2% Paraformaldehyd-Stocklésung (in PBS)

Um die Antigenprasentation von Zellen zu einem ganz bestimmten Zeitpunkt nach einer
durchgeflihrten Behandlung untersuchen zu kdnnen, mussten diese Zellen vor dem
Einsetzen in den Elispot fixiert werden. Die Fixierung wurde in diesem Fall mit 0,5%
Paraformaldehyd (PFA) durchgefiihrt, welches Proteine miteinander vernetzt und somit die
Oberflachenstruktur der behandelten Zellen weitgehend erhalt.

Die bendtigte Anzahl an Zellen wurde zunachst einmal mit 5 ml PBS gewaschen,
anschlielRend in 150 ul PBS resuspendiert, gevortext und mit 50 pl der Fixierungslosung auf
eine Endkonzentration von 0,5% PFA eingestellt. Nach einer 30-minutigen Inkubation bei RT
wurden die fixierten Zellen mit 10 ml PBS, anschliellend mit 10 ml RPMI 10% gewaschen
und schlieBlich in einem geeigneten Volumen RPMI 10% aufgenommen und in den Elispot

eingesetzt.

2.7.3 Entfernung von MHC-Klasse-l-gebundenen Peptiden von der Zelloberflache

durch Saurebehandlung (,,acid wash*)
Durch die Saurebehandlung von Zellen mit pH 3 werden MHC-Klasse-I-gebundene Peptide
von der Oberflache entfernt. Wahrend die a-Kette des MHC-Klasse-I-Molekils mit der
Zellmembran assoziiert bleibt, wird das f.m durch die Saurebehandlung entfernt, was zur
Freisetzung des zuvor an das MHC-Klasse-I-Molekiil gebundenen Peptids fluhrt (Sugawara
et al., 1987).

yacid wash“-Ldsung
0,263 M Zitronensaure + 0,123 M Na,HPO, x 2 H,0 in H,O (pH 2,9)

Die Behandlung von adharenten Zellen erfolgte in 10 cm Zellkulturschalen. Nach dem
Entfernen des Mediums wurden die Zellen zunachst zweimal mit je 5 ml PBS gespiilt und
dann mit 2 ml ,acid wash“-Lésung fir genau 1 min inkubiert. Wahrend der Saurebehandlung
wurde die Platte geschwenkt, um die ,acid wash®“-Lésung gleichmaRig zu verteilen.
AnschlieRend wurde die ,acid wash“-Lésung zlgig dekantiert und zweimal mit je 10 ml MEM
ohne Zusatze gespult. Nach der Behandlung wurden die Zellen entweder direkt weiter

verarbeitet oder nach Zugabe des zuvor abgenommenen Mediums weiter inkubiert.
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2.8 Methoden zum spezifischen Proteinnachweis
2.8.1 Verwendete Antikorper
2811 Primarantikorper
Verdiinnung
Spezifitat Bezeichnung Modifikation | Herkunft Hersteller | FACS wWB IF
HLA-ABC Klon W6/32 - Maus Dako 1:15 - -
(Hamburg)
HLA-A2 Klon BB7.2 FITC Maus Becton 1:30 - -
Dickinson
(Heidelberg)
Fc-Region RG7/11.1 FITC Maus Becton 1:60 - -
des IgG,, (Isotypkontrolle Dickinson
der Ratte zu Klon BB7.2) (Heidelberg)
gB Klon 27-287 Maus (Utz et al., - 1:2 -
1989)
pp65 Klon 65-33 - Maus Dr. W. Britt, - 1:2000 uv
Birmingham
pp71 polyklonales - Kaninchen | Eurogentec - 1:50 -
Kaninchen- (Seraing
An.t|serum gegen Belgien)
ein prokaryont
exprimiertes
Peptid aus pp71
(SA 1815)
IE1 Klon 63-27 - Maus (Andreoni et - - uv
al., 1989)
humaner Klon 37607.11 - Maus R&D 1:3 - -
IL-10- Systems
Rezeptor (Wiesbaden)

2.8.1.2 Sekundarantikorper

Sekundarantikorper werden zum Nachweis der spezifischen Bindung des Primarantikdrpers
an das Antigen eingesetzt. Sie erkennen spezifisch den Primarantikdrper und sind mit einem

detektierbaren Marker gekoppelt.

Verdiinnung
Spezifitat Modifikation Herkunft | Hersteller | FACS WB IF
Maus IgG, IgA und IgM FITC Kaninchen 1:15 - 1:50
Maus IgG1, IgG2a, 1gG2b, HRP Kaninchen Dako - 1:10000 -
IgG3, |gA und IGM (Hamburg)
Kaninchen Immunglobuline HRP Schwein - 1:5000 -
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2.8.2 Durchflusszytometrie / Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS)

Bei der Durchflusszytometrie kdénnen Partikel in einem FlUssigkeitsstrom gezahlt und
gleichzeitig auf physikalische und molekulare Eigenschaften untersucht werden. Mit Hilfe von
Fluoreszenzfarbstoff-markierten Antikorpern kénnen Oberflachenmolekiile und intrazellulare
Proteine quantitativ nachgewiesen werden. Zur Analyse werden die Zellen -einer
Einzelzellsuspension durch hydrodynamische Fokussierung wie an einer Perlenkette an
einem gebilndelten Laserstrahl geeigneter Wellenlange vorbeigeleitet. Bei exakter Anregung
der Elektronen des Fluoreszenzfarbstoffes durch den monochromatischen Laserstrahl
werden diese auf ein hdheres Energieniveau gehoben. Nach dem Laserpuls fallen die
Elektronen unter Abgabe von Energie (in Form von Photonen) auf ihr Ursprungsniveau
zurtck. Die emittierte Photonenkonzentration, die durch einen Photodetektor registriert wird,
verhalt sich proportional zur Menge gebundener Antikérper pro Zelle. Zusatzlich werden
durch die Lichtbeugung und -streuung Informationen {ber die Zellgréle und die
Binnenstruktur (Granularitdt des Zytoplasmas, GréRe des Zellkerns usw.) der Zellen

gewonnen.

FACS-Puffer
PBS
+ 0,4% (w/v) BSA; 0,03% (w/v) NaN3; 10 mM EDTA; 20 mM HEPES (sterilfiltriert)

Zur FACS-Analyse wurden 1x10° bis 5x10° Zellen in FACS-Puffer gewaschen und
anschlieBend fiir 30 min in 30 pl Primarantikérperldésung auf Eis inkubiert. Uberschiissiger
Antikérper wurde im Anschluss durch einmaliges Waschen mit FACS-Puffer entfernt. War
der verwendete Primarantikérper nicht direkt mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert,
erfolgte daraufhin eine erneut 30-minutige Inkubation auf Eis mit 30 ul einer entsprechenden
Sekundarantikdrperlésung. Nach einem abschlieRenden Waschschritt wurden die Zellen in
500 pl FACS-Puffer resuspendiert und am Durchflusszytometer analysiert. Die Auswertung

erfolgte mit Hilfe der CellQuest Software.

28.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung von Proteingemischen nach Molekulargewicht wurde die diskontinuierliche
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli (Laemmli, 1970) verwendet. Durch
Anlagerung des anionischen Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) werden die Proteine
zum einen denaturiert und zum anderen negativ geladen. Die urspriingliche Eigenladung der
Proteine wird hierbei durch das stark im Uberschuss vorliegende SDS (iberdeckt, so dass die
darauf folgende Auftrennung im elektrischen Feld entsprechend dem Molekulargewicht der

Proteine erfolgt. Zudem wird das Wanderungsverhalten der Proteine durch den Gehalt an
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Acrylamid d.h. den Vernetzungsgrad des Gels beeinflusst. Je héher der Acrylamid-Gehalt in

einem Gel, umso langsamer kénnen Proteine hindurch wandern.

Reagenzien

SDS-Laufpuffer 25 mM Tris; 192 mM Glycin; 0,1% (w/v) SDS

SDS-Probenpuffer 125 mM Tris; 2% (v/v) B-Mercaptoethanol; 10% (v/v) Glycerin;
1 mM EDTA,; 0,005% (w/v) Bromphenolblau; 2% (w/v) SDS

10% Trenngel 8,3 ml Gel 30 (Acrylamid:Bisacrylamid-Verhaltnis 37:1); 10 ml
H>0; 6,25 ml Tris 1,5 M (pH 8,8); 250 pl 10% (w/v) SDS; 250 pl
10% (w/v) APS; 15 ul TEMED

Sammelgel 2,1 ml Gel 30; 8,65 ml H,O; 1,5 ml Tris 1,0 M (pH 6,8); 125 ul

10% (w/v) SDS; 125 ul 10% (w/v) APS; 15 ul TEMED

Nach Polymerisation des Gels wurden die Proteinproben 1:2 mit SDS-Probenpuffer
verdinnt, 10 min bei 95°C aufgekocht und auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte
bei 50 Volt Uber Nacht. Zur Abschatzung der Proteingrofien wurde zusatzlich ein
vorgefarbter Molekulargewichtsstandard (PeqGOLD Protein Marker V) von PeglLab
(Erlangen) mit auf das Gel aufgetragen.

AnschlieBend wurden die aufgetrennten Proteine zur weiteren Analyse auf eine PVDF-

Membran transferiert (Western Blot).

284 Western Blot

Der spezifische Nachweis von Uber SDS-PAGE aufgetrennten Proteinen erfolgte Gber einen
Western Blot. Hierzu wurden die Proteine aus dem Polyacrylamidgel zunachst durch
.Elektroblotting® (600 V, 400 mA, 1h 15 min) auf eine PolyScreen®Polyvinylidenfluorid
(PVDF) - Membran von Perkin Elmer (Zaventem, Belgien) transferiert. PVDF-Membranen
sind hydrophob und besitzen eine hohe Bindekapazitat fir Biomolekile. Die verwendete
Membran wies eine Porengrofle von 0,45 ym auf und war somit fur Proteine >10 kDa

geeignet.

Puffer
Western Blot Transferpuffer 25 mM Tris; 192 mM Glycin; 20% (v/v) Methanol
PBS-Tween PBS + 0,1% (v/v) Tween-20
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Die PVDF-Membran wurde auf GelgroRe zugeschnitten, fir 5 min in Methanol p.a.
aquilibriert und anschlieBend in Transferpuffer geschwenkt. Dabei wurde darauf geachtet,
die Membran nur am Rand vorsichtig mit einer Pinzette oder mit Handschuhen zu berthren.
Sechs Lagen auf GelgroRe zugeschnittenes Whatman-Papier wurden ebenfalls in
Transferpuffer aquilibriert. AnschlieRend wurde die Blotapparatur unter Vermeidung von

Blasenbildung wie folgt zusammen gebaut.

Anode
| - |
Gel T~ :
PVDF-Membran agen Whatman-Papier
/
| s |
Kathode

Abbildung 6: Aufbau einer Western Blot - Apparatur

Der Transfer der Proteine aus dem Gel auf die Membran erfolgte bei einer Stromstarke von
400 mA fur 75 min. Durch die Verwendung eines vorgefarbten Molekulargewichtsstandards
(PeqGOLD Protein Marker 1IV) von PeglLab (Erlangen) konnte die Vollstandigkeit des
Transfers auf die Membran kontrolliert werden.

AnschlieRend wurde die Membran flr mindestens 2 h in 5% (w/v) Milchpulver in PBS-Tween
inkubiert, um freie Membranstellen zu blockieren. Die Inkubation mit dem Primarantikdrper
erfolgte fur eine Stunde bei RT oder Uber Nacht bei 4°C auf dem Schittler. Die jeweilige
Antikorperverdinnung wurde mit 5% (w/v) Milchpulver in PBS-Tween hergestellt.
AnschlieBend wurde durch viermaliges Waschen mit PBS-Tween fur jeweils 20 min
Uberschissiger Antikdrper entfernt.

Die Inkubation mit dem HRP-gekoppelten Sekundarantikérper erfolgte unter Schitteln fir 1 h
bei RT. Nach dreimaligem Waschen mit PBS-Tween fur jeweils 20 min wurde der Blot
abschlielend flir 20 min mit PBS gewaschen wund danach mit Hilfe des
Chemilumineszenzreagenz ECL+™ von Amersham Biosciences (Freiburg) nach
Herstellerangaben entwickelt.

Die Exposition gegen Biomax Roéntgenfiime von Kodak, Sigma (Deisenhofen) erfolgte je

nach Starke des Signals fiir 2 sec bis 15 min.
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2.8.5 Indirekte Immunfluoreszenz-Analyse

Mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz-Analyse kénnen in Zellen vorliegende Proteine
Uber spezifische Antikdrper mikroskopisch nachgewiesen werden.

Dazu wurden adharente Zellen auf mit Aceton gereinigten Deckglaschen angezogen und je
nach Bedarf behandelt. Zum gewlinschten Zeitpunkt wurden die Zellen flir 20 min bei RT
(alternativ ber Nacht bei 4°C) in 90% Aceton fixiert, anschlieRend viermal mit PBS + 0,1%
Triton gewaschen und dann fiir 1 h bei 37°C mit einem fir das nachzuweisende Protein
spezifischen Primarantikérper inkubiert. Nach dem Entfernen Uberschissigen Antikorpers
durch viermaliges Waschen mit PBS + 0,1% Triton wurden die Zellen erneut fir 1 h bei 37°C
mit einem geeigneten, FITC-gekoppelten Sekundarantikdrper inkubiert. Der FITC-gekoppelte
Sekundarantikdrper wurde zur Gegenfarbung mit Evans Blau in einer 1:50-Verdinnung
versetzt. Abschlieend wurde das Praparat erneut mehrmals gewaschen (zweimal mit PBS +
0,1% Triton, einmal mit H,O), mit Eindeckmittel auf einen Objekttrager tberfihrt und

schlief3lich im Fluoreszenzmikroskop analysiert.
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3 Ergebnisse

Alle in der vorliegenden Arbeit aufgefuhrten Ergebnisse konnten in mindestens zwei
unabhangigen Experimenten bestatigt werden und sind, soweit nicht anders angegeben,

jeweils durch reprasentative Experimente dargestellt.

31 Messung der MHC-Klasse-l-restringierten Antigenprasentation mit
Hilfe muriner CTL-Klone

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit galten das Tegumentprotein pp65 (Laughlin-Taylor et al.,
1994) und das major immediate early Protein IE1 (Borysiewicz et al., 1988a; Borysiewicz et
al., 1988b) als vorherrschende Zielstrukturen der HCMV-spezifischen CD8*-T-Zell-Antwort.
Erst kirzlich konnte gezeigt werden, dass diese entgegen der bisherigen Vorstellung gegen
eine Vielzahl viraler Antigene gerichtet und HCMV somit mit einem breiten Spektrum an
immunogenen Proteinen ausgestattet ist (Elkington et al., 2003; Sylwester et al., 2005).
Pravalenz und Frequenz pp65- und |IE1-spezifischer CTL bei seropositiven Spendern und
der Nachweis einer schitzenden Wirkung dieser CTL-Spezifitdten nach adoptivem Transfer
(Cobbold et al., 2005) identifizieren diese beiden viralen Proteine allerdings nach wie vor als
wichtige Zielstrukturen der HCMV-spezifischen CTL-Antwort.

3.11 Messung der MHC-Klasse-l-restringierten Antigenprasentation

Die Messung der pp65- bzw. IE1-spezifischen MHC-Klasse-I-Prasentation sollte mit Hilfe
antigenspezifischer CD8"-T-Zell-Klone erfolgen. Die T-Zell-Rezeptor-vermittelte Erkennung
eines bestimmten MHC-Klasse-I-Peptid-Komplexes auf Oberflache einer APC flhrt zur
Aktivierung der zytotoxischen Effektorfunktionen (siehe 1.2.1), die in ihrem Ausmafl} vom
jeweiligen Antigenstimulus abhangen und daher als Mal fir Qualitat und Quantitat der MHC-
Klasse-I-Prasentation der Zielzelle herangezogen werden konnen. Durch geeignete
Antigenstimulation kénnen CTL-Aktivitaten wie die Freisetzung von Zytokinen oder die
spezifische Lyse der entsprechenden Zielzellen in vitro induziert und anschlieend
gemessen werden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden in diesem Zusammenhang
der IFN-y-Elispot und der CFT herangezogen, um antigenstimulierte CTL-Reaktionen wie

IFN-y-Freisetzung oder Lyse der entsprechenden Zielzellen zu erfassen.
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3.1.2 Herstellung pp65- und IE1-spezifischer CTL-Klone durch
Peptidimmunisierung HLA-A2-transgener Mause

Die zur Untersuchung der pp65- bzw. IE1-spezifischen Antigenprasentation benétigten CTL-
Klone sollten ihr entsprechendes Antigen mit hoher Spezifitat erkennen und diese Fahigkeit
auch Uber einen langeren Kultivierungszeitraum erhalten kénnen. Aus peripherem Blut
isolierte humane T-Zellen weisen in Kultur meist nur eine Lebensdauer von wenigen Wochen
auf und sind zudem in ihrer Qualitat stark vom genetischen Hintergrund und der jeweiligen
Konstitution des Spenders abhangig. Daher kénnen aus verschiedenen Spendern oder zu
verschiedenen Zeitpunkten aus demselben Spender isolierte T-Zellen qualitativ sehr
unterschiedlich sein. Um dennoch geeignete CTL zu erhalten, wurden diese durch
Peptidimmunisierung von HLA (human leucocyte antigen) - transgenen Mausen generiert.
Der Vorteil besteht darin, dass murine CTL-Linien Uber mehrere Jahre ohne Qualitatsverlust
in Zellkultur gehalten werden konnen.

Da HLA-A*0201 (HLA-A2) mit einer Frequenz von 30% eines der haufigsten Allomorphe in
der weillen Bevdlkerung darstellt (Schipper et al., 1997), sollte die Analyse der pp65- und
IE1-spezifischen Antigenprasentation vor diesem genetischen Hintergrund durchgefihrt
werden. Aus beiden Proteinen waren HLA-A2-restringierte CTL-Epitope bekannt. Zur
Herstellung der pp65-spezifischen CTL wurde das immundominante pp65-Epitop von
AS 495 bis AS 503 (pp65495.503) (Wills et al., 1996; Diamond et al., 1997), zur Herstellung der
IE1-spezifischen CTL das IE1-Epitop von AS 297 bis AS 305 (IE1297.305) (Gallez-Hawkins et
al., 2003) verwendet. Obwohl in der Sequenz des IE1-Proteins bereits verschiedene, HLA-
A2-restringierte CTL-Epitope identifiziert werden konnten (Retiere et al., 2000; Frankenberg
et al., 2002; Khan et al., 2002; Gallez-Hawkins et al., 2003), konnte noch keines davon als in
diesem Zusammenhang eindeutig immundominant beschrieben werden. Das in der
vorliegenden Arbeit verwendete 1E1,97.305-Peptid konnte in HLA-A2-transgenen Mausen nach
Immunisierung mit der IE1-DNA-Sequenz eine spezifische CTL-Antwort induzieren. Auch in
seropositiven Spendern wurden CTL der entsprechenden Spezifitdt detektiert (Gallez-
Hawkins et al., 2003).

3.1.2.1 Herstellung eines pp65,9s.503-spezifischen CTL-Klons
Ein pp6549s5.503-spezifischer CTL-Klon (pp65-Klon 53) war in unserer Arbeitsgruppe bereits im

Rahmen einer Promotion hergestellt worden und stand somit fir die in der vorliegenden
Arbeit geplanten Experimente zur Verfugung (Frankenberg, 2002).

Pp65-Klon 53 wurde durch Peptidimmunisierung von CD8xA2 doppelt transgenen Mausen
(Abbildung 7 A, links) und anschlieRender Klonierung der daraus resultierenden CTL-Linie

Uber limiting dilution hergestellt.
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3.1.2.2 Herstellung eines IE1,97.305-spezifischen CTL-Klons

Zur Herstellung eines [E1597.305-spezifischen CTL-Klons wurden CD8nyA2Kb doppelt
transgene Mause eingesetzt. Da diese Mause ein chimares MHC-Klasse-I-Molekul aus o-
und a-Domane des humanen HLA-A2 und as;-Domane des murinen K° exprimierten, war die
Prasentation des HLA-A2-restringierten |IE1-Peptids und damit die erfolgreiche Stimulation
einer spezifischen CTL-Antwort gewahrleistet (Abbildung 7 A). Durch die zuséatzliche
Expression des humanen CD8-Molekils wurde die fir die geplanten Experimente
erforderliche Interaktion zwischen der murinen T-Zelle und einer humanen APC ermoglicht
(Abbildung 7 B).

murine

CTL CTL
T-Zell-Rezeptor T-Zell-Rezeptor
murine humane

APC APC

Abbildung 7: Herstellung peptidspezifischer muriner CTL-Klone

A: Schematische Darstellung der Interaktion zwischen CTL und APC zur Stimulation der
pp65- (links) bzw. der IE1- (rechts) spezifischen CTL-Antwort in CD8xA2 (links) bzw.
CD8nyA2Kb (rechts) doppelt transgenen Mausen.

B: Schematische Darstellung der Interaktion zwischen murinen CTL und humanen APCs.
Bom: B2-Mikroglobulin, hCD8: humanes CD8-Molekil, mCD8: murines CD8-Molekiil, A2:
humanes MHC-Klasse-I-Allomorph HLA-A2, A2K®: Chimares MHC-Klasse-I-Molekil (oug-
und ar,-Doméane des humanen MHC-Allomorphs HLA-A2, asz-Domane des murinen MHC-
Allomorphs H-2K").

Zehn Tage nach Immunisierung wurden die Mause getdtet, die Milzen entnommen,
homogenisiert und mit peptidbeladenen Stimulatorzellen kokultiviert. Durch wdchentliche
Restimulierung konnte so eine IE1,97.505-spezifische CTL-Linie generiert werden. Um die
Qualitat der erhaltenen CTL-Linie zu verbessern, wurde sie Uber die Methode des limiting
dilution kloniert und der Klon mit der hbéchsten Sensitivitat und Spezifitat fir weitere
Experimente verwendet. Dieser IE1,47.305-spezifische CTL-Klon wurde im Folgenden als IE1-

Klon 12 bezeichnet.
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313 Charakterisierung der CTL-Klone pp65-Klon 53 und IE1-Klon 12
Bevor die CTL-Klone zur Messung der pp65- bzw. IE1-spezifischen MHC-Klasse-I-

Prasentation herangezogen werden konnten, musste zunachst ihre Qualitat Uberprift
werden. In einem ersten Schritt sollte die jeweilige Antigenspezifitat getestet werden. Als
Zielzellen dienten dabei TAP-defiziente T2-Zellen, welche in einer Konzentration von 107M
mit pp65- bzw. IE1-Peptid exogen beladen worden waren. Aufgrund der TAP-Defizienz kann
diese Zelllinie nur wenig zelleigenes Peptid auf ihrer Oberflache prasentieren und daher sehr
effizient mit synthetischem Peptid exogen beladen werden. Sowohl die dadurch induzierte
IFN-y-Freisetzung wie auch die finale Lyse der Zielzellen wurden anschlielend im IFN-y-

Elispot bzw. CFT gemessen.
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Abbildung 8: Antigenspezifitat von pp65-Klon 53 und IE1-Klon 12
TAP-defiziente T2-Zellen wurden in einer Konzentration von 10”M mit pp65- bzw.
IE1-Peptid beladen und als Zielzellen in einen 4 Stunden CFT (A) bzw. IFN-y-
Elispot (B) eingesetzt. Als Effektorzellen dienten pp65-Klon 53 und IE1-Klon 12 in
den angegebenen E/Z (A) bzw. mit einer Zellzahl von 200 CTL/Well (B). In (A) sind
Mittelwerte von Doppelwerten, in (B) Mittelwerte und Standardabweichungen von
Triplikaten angegeben.
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Wahrend beide CTL-Klone mit dem entsprechenden Peptid beladene T2-Zellen sehr effizient
lysieren konnten, zeigten sie gegenuber Zellen, die mit dem jeweils anderen Peptid
beladenen worden waren, keine lytische Aktivitat. Die CTL-Klone wurden in verschiedenen
Effektor- zu Zielzellverhaltnissen (E/Z) eingesetzt. Erwartungsgemafl nahm die Lyseaktivitat
mit sinkender CTL-Konzentration ab (Abbildung 8 A).

Diese im CFT beobachtete Antigenspezifitdt der beiden CTL-Klone konnte anschlielend
auch im IFN-y-Elispot bestatigt werden (Abbildung 8 B). Hier musste allerdings beobachtet
werden, dass die pp65-spezifischen CTL eine schwache Erkennung IE1-beladener Zielzellen
zeigten. Im Gegensatz dazu konnte keinerlei Erkennung pp65-beladener Zellen durch die
IE1-spezifischen CTL beobachtet werden. Wahrend IE1-Klon 12 also hochspezifisch nur sein
eigenes Antigen zu erkennen schien, zeigte pp65-Klon 53 eine geringe Hintergrund-
Erkennung von Fremdantigen.

In einem weiteren Schritt sollte die Antigensensitivitat der beiden CTL-Klone Uberprift
werden. Dazu wurden T2-Zellen mit verschiedenen Konzentrationen der beiden Peptide
beladen und als Zielzellen in einen CFT bzw. IFN-y-Elispot eingesetzt. Bei einem E/Z von 30
zu 1 wurden mit dem entsprechenden Peptid beladene Zielzellen bei Peptidkonzentrationen
von 10®M und 10”M von pp65-Klon 53 und IE1-Klon 12 zu 90 bis 100% lysiert. Bei einer
Peptidkonzentration von 10®*M zeigten beide CTL-Klone eine Lyse von etwa 70%. Erst bei
einer Peptidkonzentration von 10°M zeigte sich ein Unterschied in der Sensitivitat der beiden
CTL-Klone. Wahrend pp65-Klon 53 10°M mit pp65-Peptid beladene T2 noch zu 20%
lysieren konnte, zeigte IE1-Klon 12 bei dieser Peptidkonzentration bereits keine Lyse mehr.
Bei einer Peptidkonzentration von 10"°M war bei beiden CTL-Klonen keine spezifische Lyse
mehr zu beobachten (Abbildung 9 A). Ein ahnliches Ergebnis lieferte der IFN-y-Elispot. Bei
Peptidkonzentrationen von 10°M und 10"M wurden bei beiden CTL-Klonen 100% der in den
Elispot eingesetzten CTL zur IFN-y-Sekretion aktiviert. Im Unterschied zu dem zuvor
beschriebenen CFT zeigte sich hier der Sensitivitdtsunterschied zwischen den beiden CTL-
Klonen allerdings schon bei einer Peptidkonzentration von 10*M. Wahrend pp65-Klon 53 T2-
Zellen bei dieser Peptidkonzentration noch immer zu 100% erkennen konnte, zeigte IE1-Klon
12 hier bereits eine Reduktion der Zielzell-Erkennung auf etwa 60%. Wahrend IE1-Klon 12
bei einer Peptidkonzentration von 10°M quasi keine IFN-y-Sekretion mehr zeigte, konnte
pp65-Klon 53 von dieser Peptidkonzentration noch zu etwa 50% stimuliert werden. Bei einer
Peptidkonzentration von 10"°M konnte aber auch pp65-Klon 53 die Zielzellen nur noch in
einem Ausmall erkennen, das der in Abbildung 8 B dargestellten Hintergrund-Erkennung
entsprach (Abbildung 9 B).
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Abbildung 9: Antigensensitivitdt von pp65-Klon 53 und IE1-Klon 12

A: Mit verschiedenen Konzentrationen an pp65- bzw. IE1-Peptid beladene T2-
Zellen wurden als Zielzellen in einen 4 Stunden CFT eingesetzt. Als Effektorzellen
wurden pp65-Klon 53 bzw. IE1-Klon 12 in einem E/Z von 30:1 verwendet.

B: Mit verschiedenen Konzentrationen an pp65- bzw. IE1-Peptid beladene T2-
Zellen wurden als Zielzellen in einen IFN-y-Elispot eingesetzt. Als Effektorzellen
dienten pp65-Klon 53 bzw. IE1-Klon 12 mit einer Zellzahl von 200 CTL//Well.
Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen von Sechsfach-Werten.

Zur Uberpriifung der HLA-Restriktion der beiden CTL-Klone, wurden HLA-A2-positive
(HLA-A2+) und HLA-A2-negative (HLA-A2-) HFF mit einer moi von 5 mit dem HCMV-Stamm
AUS2-11 infiziert und 24 Stunden nach Infektion als Zielzellen in einen IFN-y-Elispot
eingesetzt. Als Negativkontrolle dienten identische Ansatze, welche allerdings statt mit
VirusUberstand mit einem entsprechenden Volumen Medium behandelt worden waren
(mock). Wahrend die HCMV-infizierten HLA-A2+ Zellen sowohl von pp65- als auch von IE1-
spezifischen CTL gut erkannt wurden, konnte keinerlei Erkennung von HLA-A2- HFF
beobachtet werden. Die beiden CTL-Klone zeigten somit strikte HLA-A2-Restriktion.
Wahrend IE1-Klon 12 weder durch mock-infizierte HLA-A2+ noch durch mock-infizierte HLA-
A2- Zellen zu einer IFN-y-Produktion stimuliert werden konnte, zeigte pp65-Klon 53 erneut
eine geringe Hintergrund-Erkennung mock-infizierter Zellen. Diese Hintergrund-Erkennung
konnte allerdings nur bei HLA-A2-positiven und nicht bei HLA-A2-negativen HFF beobachtet
werden (Abbildung 10).

Die CTL-Klone pp65-Klon 53 und IE1-Klon 12 zeigten also eine hohe Spezifitat fur ihr
entsprechendes Antigen und darlber hinaus strikte HLA-A2-Restriktion. In ihrer
Antigensensitivitat unterschieden sie sich allerdings um etwa einen Faktor 10 voneinander:
Wihrend pp65-Klon 53 peptidbeladene Zielzellen bis zu einer Konzentration von 10°M
erkennen konnte, war eine Erkennung durch IE1-Klon 12 nur bei einer Peptidkonzentration

von mindestens 10°M gewahrleistet.
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In allen folgenden Experimenten wurden zur Detektion der pp65- bzw. |IE1-spezifischen

Antigenprasentation diese beiden CTL-Klone verwendet.

= FEp?El)(-IKIOq 253 Abbildung 10: Elispot-Analyse zur Austestung
00l e —  der HLA-A2-Restriktion von pp65-Klon 53 und
IE1-Klon 12
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3.2 Einfluss der US2-US11-Region auf die MHC-Klasse-l-Oberflachen-

expression infizierter Fibroblasten
Die Infektion mit HCMV bewirkt auf den infizierten Zellen eine deutliche Reduktion der MHC-
Klasse-I-Oberflachenexpression (Barnes & Grundy, 1992). Da eine Deletion der viralen US2-
US11-Region die beobachtete Reduktion verhindern kann, scheint diese durch die in dieser
Region kodierten Immunevasine gpUS2, gpUS3, gpUS6 und gpUS11 vermittelt zu werden
(Jones et al., 1995; Falk et al., 2002). Bevor mit der im Rahmen der vorliegenden Arbeit
geplanten Untersuchung des Einflusses dieser virusvermittelten Immunevasion auf die pp65-
bzw. IE1-spezifische MHC-Klasse-I-Prasentation begonnen werden konnte, sollte zunachst
geprift werden, ob die US2-US11-vermittelte Reduktion der MHC-Klasse-I-
Oberflachenexpression auch in dem hier untersuchten System zu beobachten war. Dazu
wurde die Virusmutante AUS2-11 verwendet, welche aufgrund einer Deletion im Genom die
Immunevasine gpUS2-gpUS11 nicht mehr exprimieren konnte (Falk et al., 2002). Als
Vergleichskontrolle wurde der Stamm pHB15 ((Hobom et al., 2000); pHB15 heil3t hier
Ad169-BAC) verwendet. pHB15 enthalt wie der Laborstamm Ad169 den kompletten US2-
US11-Bereich, basiert aber auf dem gleichen genetischen Hintergrund wie AUS2-11. pHB15
und AUS2-11 wurden beide durch BAC-Mutagenese des HCMV-BACs pHB5 (Borst et al.,
1999) hergestellt. Die US2-US11-Region von pHB15 und AUS2-11 ist in Abbildung 11

schematisch dargestellt.
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Abbildung 11: Schematische Darstellung der genomischen Region US2-US11
der HCMV-Stamme pHB15 und AUS2-11

Das Genom des Stammes pHB15 kodiert die komplette Immunevasionsregion von
US2 bis US11 (in rot dargestellt). Im Stamm AUS2-11 ist dieser Bereich deletiert.
Der blaue Pfeil markiert die Position einer Erkennungssequenz fur die Cre-
Rekombinase (loxP-site).

HFF wurden mit einer moi von 10 mit pHB15 bzw. AUS2-11 infiziert und anschlieffend zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion im FACS auf ihre MHC-Klasse-I-Oberflachen-
expression Uberprift. Ubereinstimmend mit bereits publizierten Ergebnissen anderer
Arbeitsgruppen zeigten die mit pHB15 infizierten Zellen im Verlauf der Infektion eine starke
Reduktion der MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression, wohingegen nach AUS2-11-Infektion
keine Veranderung der MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression zu beobachten war. In
Ubereinstimmung mit den Daten von Yamashita und Kollegen (Yamashita et al., 1993)
zeigten pHB15-infizierte HFF 24 Stunden nach Infektion keine Reduktion, sondern vielmehr
eine leichte Erhdhung ihrer MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression. Erst ab 48 Stunden nach
Infektion konnte in diesem Zusammenhang eine deutliche Reduktion beobachtet werden
(Abbildung 12 A).

Da jedes der US2-US11-kodierten Immunevasine eine spezielle HLA-Allel-Spezifitadt aufweist
(Wei & Cresswell, 1992; Machold et al., 1997; Gewurz et al., 2001), konnte die beobachtete
Reduktion der Gesamt-MHC-Klasse-I-Expression eventuell nicht den Verlauf der im Rahmen
der vorliegenden Arbeit entscheidenden HLA-A2-Expression widerspiegeln. Daher sollte
zusatzlich der Einfluss von US2-US11 auf die HLA-A2-Oberflachenexpression infizierter HFF
untersucht werden. Dazu wurden HLA-A2-positive HFF mit einer moi von 2 mit den HCMV-
Stammen Ad169 bzw. AUS2-11 infiziert und die Zellen erneut zu verschiedenen Zeitpunkten
nach Infektion im FACS auf ihre HLA-A2-Oberflachenexpression Uberprift. Da HLA-A2 nur
einen Teil der Gesamt-MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression der Zellen darstellt, war bereits
die Basal-Expression dieses Allomorphs auf mock-infizierten Zellen sehr niedrig. Somit
konnte die im Verlauf der Infektion auftretende zusatzliche Reduktion nur sehr schwer
verfolgt werden. Aufgrund dessen wurde in Abbildung 12B nur die HLA-A2-
Oberflachenexpression infizierter Zellen 24 Stunden und 96 Stunden nach Infektion im
Vergleich zu mock-infizierten Zellen dargestellt. Wie die Gesamt-MHC-Klasse-I-Expression
zeigte auch die HLA-A2-Oberflachenexpression nach Infektion mit dem US2-US11-positiven

Stamm Ad169 im Verlauf der Infektion eine deutliche Reduktion, die allerdings erneut
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24 Stunden nach Infektion noch nicht zu erkennen war. Dahingegen war in AUS2-11-
infizierten Fibroblasten im Verlauf der Infektion keine Reduktion, sondern vielmehr eine
Erhéhung der HLA-A2-Oberflachenexpression zu beobachten. Dieses Phanomen war bereits
aus der Literatur bekannt (Falk et al., 2002) und ist vermutlich auf im Zuge der Virusinfektion

freigesetzte Typ | - Interferone zuriickzufihren (Steinmassl & Hamprecht, 1994).

A pHB15 AUS2-11
150 150+ |
1203 120 — |sotypkontrolle
2 g0 @8 . ——mock
e
Shes O ooy 7onoi
30 9 30 96h p.i.
e e 7 3 4 o 1 7 3 4
10 10 10 10 10 10 10 10 10" 10
MHC-Klasse-I-Expression MHC-Klasse-I-Expression
B
Ad169 AUS2-11
100 100
so-f
0 ]
€ 60 — mock
3 — 24h p.i.
O 407 — 96h p.i.
2o—f '
0 : T T 0 T T 1 4
0 10 100 100 0° 10" 10" 10° 10" 10
HLA-A2-Expression HLA-A2-Expression

Abbildung 12: FACS-Analyse der US2-US11-vermittelten Reduktion der MHC-
Klasse-l-Prasentation infizierter HFF

A: HFF wurden mit einer moi von 10 mit pHB15 bzw. AUS2-11 infiziert. Zu den
angegebenen Zeitpunkten p.i. wurde die MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression mit
Hilfe eines MHC-Klasse-I-spezifischen Antikorpers (W6/32) im FACS gemessen.
Mock-infizierte HFF dienten als Kontrolle. Die Detektion des gebundenen
Erstantikbrpers erfolgte Uber einen FITC-gekoppelten Zweitantikérper. Die
unspezifische Bindung des Zweitantikbrpers ist durch die Isotypkontrolle
dargestellt.

B: HLA-A2-positive HFF wurden mit einer moi von 2 mit den Stdmmen Ad169 bzw.
AUS2-11 infiziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten p.i. wurde die HLA-A2-
Oberflachenexpression gemessen. Dazu wurde ein HLA-A2-spezifischer, FITC-
gekoppelter Antikérper (BB7.2) verwendet. Als Isotypkontrolle diente ein ebenfalls
FITC-gekoppelter Antikbrper des gleichen Isotyps. Mock-infizierte Zellen dienten
als Kontrolle.
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3.3 Einfluss der US2-US11-Region auf die MHC-Klasse-l-restringierte
pp65-Prasentation infizierter Fibroblasten

3.31 Herstellung einer pp65-Deletionsmutante via BAC-Mutagenese

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte der Einfluss der US2-US11-Region von HCMV auf
die MHC-Klasse-I-Prasentation von pp65 naher analysiert werden. Zu Kontrollzwecken sollte
hierbei zunachst eine Mutante des Virus hergestellt werden, in der das Gen fiir pp65 deletiert
war. Dabei war darauf zu achten, dass die Expression benachbarter, essentieller Gene des
Virus nicht beeintrachtigt wurde. Das flankierend zu pp65 kodierte Tegumentprotein pp71
spielt fur die Regulation der viralen immediate early - Genexpression und der Virusreplikation
eine wichtige Rolle (Liu & Stinski, 1992; Homer et al., 1999; Bresnahan & Shenk, 2000;
Hofmann et al., 2002; Cantrell & Bresnahan, 2005). Da die Gene fur pp65 (UL83) und pp71
(UL82) von einer bizistronischen RNA translatiert werden (Ruger et al., 1987), bestand die
Gefahr, dass bei einer Deletion der gesamten pp65-Sequenz die Expression von pp71
reduziert und somit die Replikationsfahigkeit des resultierenden Virusstammes beeintrachtigt
wurde. Um eine Deletion von regulatorischen Elementen der pp71-Transkription zu
vermeiden, sollten daher die ersten 151 bp der UL83-Region in der Sequenz des
rekombinanten App65-Virus erhalten bleiben. Die Herstellung der pp65-Deletionsmutante
erfolgte wie bereits unter 2.6.7 beschrieben ber BAC-Mutagenese in dem Bakterienstamm
E. coli EL250 (Lee et al.,, 2001). Als Ausgangs-BACmid wurde dazu pHB15 verwendet
(Hobom et al., 2000).

3.311 Austausch des pp65-Gens durch einen Selektionsmarker mittels homologer
Rekombination

Im ersten Schritt der Zwei-Schritt-Rekombination zur Herstellung der pp65-Deletionsmutante
sollte die gewlinschte pp65-Sequenz durch einen Selektionsmarker ersetzt werden. Dazu
wurde ein Kanamycinresistenz-Gen (Kana®) verwendet. Die genaue Vorgehensweise ist
unter 2.6.7.1 beschrieben.

Zunachst wurde das von FRT-sites flankierte Kana® (FRT-Kana®-FRT) mit Hilfe der Primer
pp65-frt_fwd und pp65-frt_rev aus dem Plasmid pCP-IE1 Gber PCR-Programm 1 amplifiziert.
Die verwendeten Primer wiesen dabei an ihren 5-Enden jeweils etwa 50 Basen lange
Uberhange auf (Abbildung 13 A). Diese Uberhdnge waren zu den DNA-Sequenzen homolog,
welche den zu deletierenden Bereich im HCMV-Genom unmittelbar flankierten. Die Enden
des dabei resultierenden PCR-Produkts waren somit zu den an die zu entfernende
Zielsequenz zu beiden Seiten angrenzenden 50 bp homolog (Abbildung 13 A).

Das PCR-Produkt wurde in E. coli EL250 transformiert und das A-Rekombinationssystem

durch eine Temperaturerhdhung auf 42°C induziert. Durch die daraus resultierende
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homologe Rekombination zwischen PCR-Produkt und pHB15-BAC wurde das pp65-Gen
punktgenau an der gewlnschten Position aus der viralen Sequenz entfernt und durch die
FRT-Kana"-FRT-Kassette ersetzt (Abbildung 13 B). UL83-negative BAC-Klone wurden

anschlieBRend mit Kanamycin selektioniert. Die resultierenden BAC-Klone wurden als
BAC_App65_Kana® bezeichnet. Einer dieser Klone wurde iiber DNA-Sequenzierung auf den
korrekten Einbau der FRT-Kana®-FRT-Kassette hin verifiziert und fiir die weiteren Arbeiten

verwendet.

3.3.1.2 Entfernung des Selektionsmarkers mittels ortsspezifischer Rekombination

Zur Entfernung von Kana® aus dem BAC_App65_Kana® wurde im nachsten Schritt, wie unter
2.6.7.2 beschrieben, ortsspezifische Rekombination mittels Flp-Rekombination eingesetzt
(Abbildung 13 B). Durch die Induktion der Flp-Rekombinase wurde das Resistenzgen
zusammen mit einer der beiden FRT-sites aus der Sequenz von BAC_App65 Kana®
entfernt. Zurlick blieben die ersten 150 bp und das Stop-Codon des pp65-Gens. Diese Reste
des pp65-Gens wurden von einer FRT-site unterbrochen. Um die Resistenz der erhaltenen
Bakterienklone zu Uberprifen, wurden sie parallel auf Kanamycin-haltigem und Kanamycin-
freiem Medium ausgestrichen. Alle getesteten Klone zeigten Sensitivitdt gegeniber
Kanamycin. Ein Uber DNA-Sequenzierung des entsprechenden Bereichs Uberprifter
BAC_App65-Klon wurde anschliefend zur Rekonstitution des rekombinanten Virus

verwendet.

3.31.3 Rekonstitution des rekombinanten App65-Virus

Zur Rekonstitution des mit App65 bezeichneten Virus wurden Fibroblasten mit pHB15_ App65
transfiziert. Dabei sollte im gleichen Schritt der von loxP-sites flankierte BAC-Vektor Uber
ortsspezifische Rekombination aus dem rekombinanten Virus entfernt werden. Hierzu wurde
das die Cre-Rekombinase exprimierende Plasmid pBRep-cre kotransfiziert. Als Kontrolle
wurde auch das Ausgangs-BAC pHB15 in einem Parallelansatz mit pBRep-cre in HFF
kotransfiziert. Die Zellen wurden nach Transfektion so lange passagiert, bis ausreichend
virushaltige Plaques im Zellrasen zu sehen waren. Der virushaltige Kulturiberstand wurde

bei -80°C konserviert und anschlief3end fur weitere Untersuchungen verwendet.
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Abbildung 13: Herstellung der pp65-Deletionsmutante via BAC-Mutagenese

A: Amplifikation von FRT-Kana"-FRT aus dem Plasmid pCP-IE1 mit Hilfe der Primer pp65-frt_fwd
und pp65-frt_rev. Die schwarzen Pfeile stellen die an die Template-DNA bindenden Bereiche, die
roten Anhénge die an den 5-Enden vorliegenden homologen Uberhénge der Primer dar. Das aus
der Amplifikation resultierende PCR-Produkt FRT-Kana"-FRT weist an seinen Enden
entsprechende homologe Regionen auf.

B: Zwei-Schritt-Rekombination zur Deletion des gewiinschten Bereichs des pp65-Gens im
HCMV-BAC pHB15. Durch homologe Rekombination zwischen den Regionen im HCMV-BAC,
welche die zu deletierende pp65-Sequenz flankieren und den dazu homologen Enden des PCR-
Produkts wurde die FRT-Kana®-FRT-Kassette in die pp65-Region integriert. Dieses durch das A-
Rekombinationssystem ermoglichte crossing over zwischen den rot dargestellten homologen
Regionen ist durch die blauen, sich (iberkreuzenden Linien dargestellt. Das Kana" wurde
anschlieBend aus dem resultierenden BAC_App65/Kana® lber ortsspezifische Rekombination an
den flankierenden FRT-sites wieder entfernt. Die Angriffspunkte der katalysierenden Flp-
Rekombinase sind mit blauen Pfeilen im Schema markiert.

Die ersten 151 Nukleotide am N-Terminus sowie das Stop-Codon des pp65-Gens wurden nicht
deletiert. Die Positionen der Nukleotide 1 und 151 sind als graue Punkte, das Stop-Codon als
roter Pfeil im Schema dargestellt.

63
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3.3.2 Charakterisierung der rekonstituierten pp65-Deletionsmutante App65

Um die pp65-Deletionsmutante App65 flir weitere Experimente nutzen zu kénnen, musste
sichergestellt werden, dass kein pp65-Protein mehr exprimiert wurde. Hierzu wurden
verschiedene Verfahren eingesetzt. Als Kontrolle diente das aus dem Ausgangs-BAC pHB15

rekonstituierte Virus, welches eine normale pp65-Expression aufweisen sollte.

3.3.21 Genomanalyse von App65

Der Virusstamm App65 wurde zunachst mittels PCR naher charakterisiert. Hierzu wurden
unterschiedliche Primer-Kombinationen eingesetzt. Alle hier aufgefihrten PCR-Reaktionen
wurden mit dem PCR-Programm 2 durchgefiihrt. Als Kontrolle wurden diese
Untersuchungen parallel auch mit dem eine unveranderte pp65-Region aufweisenden Virus
pHB15 durchgefihrt. Aus Zellkulturiiberstand infizierter Zellen wurde Virus-DNA isoliert und
als Template in die PCR-Reaktionen eingesetzt. Zunachst wurde Uberprift, ob das pp65-
Gen in der App65-Mutante tatsachlich deletiert war. Zu diesem Zweck wurde der
entsprechende Bereich amplifiziert. Es wurden Primer verwendet, von denen der eine (SR8)
stromaufwarts des pp65-Gens und der andere (pp65_rev) im pp65-Gen selbst binden
konnte. Eine Amplifikation war in diesem Fall also nur méglich, wenn das pp65-Gen noch im
Genom enthalten war (Abbildung 14 A). Wahrend die Amplifikation der pHB15-DNA eine
deutliche Bande in erwarteter GroRRe zeigte, konnte mit dieser Primer-Kombination von der
App65-DNA kein PCR-Produkt erhalten werden (Abbildung 14 B, links). Damit konnte
gezeigt werden, dass die pp65-Region im Genom der App65-Mutante nicht mehr vorhanden
war.

Um die genaue DNA-Sequenz der App65-Mutante in diesem Bereich untersuchen zu
kénnen, sollte anschlieBend mit Hilfe der stromaufwarts bzw. stromabwarts des pp65-Gens
bindenden Primer SR8 und BamHIRreverse2 die ehemalige pp65-Region amplifiziert und
das entstandene PCR-Produkt sequenziert werden (Abbildung 14 A). Wahrend unter
Verwendung der pHB15-DNA als Template der gesamte pp65-Bereich amplifiziert wurde,
lieferte die App65-DNA ein deutlich kiirzeres Produkt in erwarteter Grélke (Abbildung 14 B,
rechts). Durch Sequenzierung dieses PCR-Produkts mit dem Primer SR8 konnte die
Deletion des pp65-Gens bestatigt werden.

Zusatzlich wurde Uberprift, ob der BAC-Vektor bei der Rekonstitution der beiden Viren
pHB15 und App65 erfolgreich aus dem Virusgenom entfernt worden war. Die PCR-Primer
wurden so gewahlt, dass einer der beiden im BAC-Vektor selbst, der andere stromaufwarts
davon binden konnte. Wahrend die Kontroll-Reaktionen mit den entsprechenden BACmiden

Produkte erwarteter GroRe lieferten, konnte mit dieser Primer-Kombination von den
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zugehdrigen Viren keine Amplifikation erreicht werden. Der BAC-Vektor war also erfolgreich

aus der Sequenz der Viren pHB15 und App65 entfernt worden (Daten nicht gezeigt).

A B
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sT & c T8
= ad = ad
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pp65_rev a
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o Stop-Codon . <_782 bp
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App65
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BamHIRreverse2
pp65_rev SR8 SR8

pp65_rev BamHIRreverse2

Abbildung 14: Genomanalyse der Viren pHB15 und App65

Aus Kulturiberstanden pHB15- bzw. App65-infizierter HFF wurde Virus-DNA isoliert und als
Template zur Amplifikation mit den angegebenen Primer-Kombinationen eingesetzt.

A: Schematische Darstellung der pp65-Region im Genom der Viren pHB15 und App65. Die
Bindungsstellen der verschiedenen Primer sind mit Pfeilen markiert. Die GrolRe des entstehenden
PCR-Produkts ist fir jedes Virus und jede Primer-Kombination rechts im Schema angegeben.

B: Agarosegelelektrophorese der PCR-Produkte. Als Molekulargewichtsmarker wurde ein ,1-kb-
DNA-Ladder verwendet. Die Pfeile markieren die Lage der jeweiligen Produkte im Gel. Die
zugehorigen Grdlen sind angegeben.

3.3.2.2 Untersuchung der Viruspartikel von App65

Das Fehlen des Tegumentproteins pp65 in den Viruspartikeln von App65 sollte im Western
Blot mit Hilfe eines pp65-spezifischen Antikdrpers bestatigt werden. Als Kontrolle wurden in
einem Parallel-Ansatz auch die Viruspartikel des pHB15-Virus auf ihren pp65-Gehalt
untersucht. Dazu wurden HFF mit einer moi zwischen 5 und 10 mit pHB15 bzw. App65
infiziert. Sechs Tage nach Infektion wurden die virushaltigen Uberstdnde geerntet, die
Viruspartikel durch Ultrazentrifugation pelletiert und das Pellet anschlieBend in PBS
resuspendiert. Nach der Auftrennung Uber SDS-PAGE wurde der pp65-Gehalt der
Viruspartikel im Western Blot untersucht. Dazu wurde der pp65-spezifische monoklonale
Antikérper 65-33 verwendet. Zur Normierung der aufgetragenen Menge an Viruspartikeln
wurde zusatzlich mit einem fir das Glykoprotein B (gB) spezifischen Antikorper (27-287)
gefarbt (Abbildung 15 A).
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Abbildung 15: Analyse der Viruspartikel von pHB15 und App65 mittels Western Blot
Viruspartikel der Stamme pHB15 bzw. App65 wurden Uber SDS-PAGE aufgetrennt und
anschlieBend im Western Blot mit Hilfe des Chemilumineszenzreagenzes ECL+™
(Amersham Biosciences, Freiburg) auf ihren pp65- und pp71-Gehalt untersucht. Die

Menge an jeweils aufgetragenen Viruspartikeln wurde durch eine zusatzliche Farbung mit
dem gB-spezifischen Antikérper 27-287 kontrolliert.

A: Der pp65-Gehalt der Viruspartikel wurde durch Farbung mit dem pp65-spezifischen
Antikérper 65-33 bestimmt (rechts). Dargestellt ist auRerdem die Kontrollfarbung auf gB
(links). Die Belichtungszeit der dargestellten Filme betrug 2 Sekunden.

B: Die Bestimmung des pp71-Gehalts der Viruspartikel erfolgte durch Farbung mit
polyklonalem Kaninchen-Antiserum (unten). Dargestellt ist auBerdem die Kontrollfarbung
auf gB (oben). Die Belichtungszeit der dargestellten Filme betrug 30 Sekunden.

Die Groften der detektierten Proteine sind an den Markierungspfeilen angegeben.

Mit der gB-Farbung konnte gezeigt werden, dass vergleichbare Mengen an Viruspartikeln in
den Western Blot eingesetzt worden waren. Wahrend in den Viruspartikeln von pHB15
bereits nach einer Belichtungszeit von zwei Sekunden groRe Mengen an pp65-Protein
detektiert werden konnten, zeigten die Partikel der pp65-Deletionsmutante App65 auch nach
einer Verlangerung der Belichtungszeit auf bis zu zehn Minuten keinerlei pp65-Signal.

Um ausschliefien zu kénnen, dass durch die Deletion des pp65-Gens die Expression des in
der Transkriptionseinheit stromabwarts angeordneten Transaktivators pp71 beeintrachtigt
worden war, sollten die Viruspartikel von pHB15 und App65 auch auf ihren pp71-Gehalt hin
untersucht werden. Erneut wurden die aufgereinigten Partikel tUber SDS-PAGE aufgetrennt
und einer Western Blot - Analyse unterzogen. Da kein monoklonaler Antikorper gegen pp71
zur Verfligung stand, wurde zur Farbung dieses Tegumentproteins ein polyklonales
Kaninchen-Antiserum verwendet. Da dieses Antiserum mit anderen viralen Antigenen
kreuzreagierte, wiesen die Membranen nach der Farbung zahlreiche Hintergrund-Banden
auf. Aus diesem Grund wurden die entsprechenden Banden hier gesondert vom Rest der

Membran dargestellt. Als Kontrolle flr die Menge an aufgetragenen Partikeln diente erneut
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eine Farbung auf gB (Abbildung 15 B). Es konnte gezeigt werden, dass der pp71-Gehalt im
Viruspartikel der App65-Mutante nicht geringer war als im Viruspartikel von pHB15.

3.3.23 Untersuchung App65-infizierter Fibroblasten

Die fehlende Expression von pp65 in App65-infizierten Zellen im Verlauf der Infektion sollte
mittels indirekter Immunfluoreszenz infizierter Fibroblasten bestatigt werden. Dazu wurden
HFF mit einer moi von 5 mit App65 infiziert und 24, 48, 72 und 96 Stunden nach Infektion mit
dem pp65-spezifischen Antikérper 65-33 auf ihren pp65-Gehalt hin untersucht. In einem
Parallelansatz wurde auch der pp65-Gehalt pHB15-infizierter Zellen Gberprift. Zur Kontrolle
der Infektionsstarke wurden parallele Ansatze mit einem Antikorper gegen das immediate
early Protein IE1 angefarbt. Zu allen Analysezeitpunkten zeigten dabei jeweils Gber 90% der

Zellen eine spezifische Kernfluoreszenz (Daten nicht gezeigt).

pHB15 App65

24h p.i.

Abbildung 16: Analyse des
pp65-Gehalts pHB15- bzw.
App65-infizierter HFF mittels
indirekter Immunfluoreszenz
HFF wurden mit einer moi von 5
mit pHB15 bzw. App65 infiziert und
zu den angegebenen Zeitpunkten
p.i. mit einem pp65-spezifischen
Antikoérper (65-33) gefarbt. Zur
Detektion wurde ein FITC-
gekoppelter  Sekundarantikérper
verwendet. Die Gegenfarbung mit
.Evans Blau“ markiert dabei pp65-
negative Zellen rot. Wahrend pp65
24h p.i. noch ausschlief3lich im
Kern nachzuweisen war, konnte im
Verlauf der Infektion auch eine
Farbung des Zytoplasmas
beobachtet werden.

48h p.i.

72h p.i.

96h p.i.
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Wahrend in pHB15-infizierten HFF zu allen untersuchten Zeitpunkten nach Infektion pp65
nachgewiesen werden konnte, war in App65-infizierten Zellen zu keinem der untersuchten
Zeitpunkte pp65 zu detektieren (Abbildung 16). Erfahrungsgemal’ war dabei das 24 Stunden
nach Infektion noch rein nuklear vorliegende pp65 im Verlauf der Infektion zunehmend auch

im Zytoplasma nachzuweisen (Britt & Vugler, 1987; Landini et al., 1987).

3.3.24 Nachweis der fehlenden Erkennung App65-infizierter Zellen durch pp65-
spezifische CTL

Da gezeigt werden konnte, dass App65-infizierte Zellen wie gewlnscht kein pp65 mehr
exprimierten, sollte abschlie3end Uberprift werden, ob durch das Fehlen des pp65-Proteins
auch die Erkennung der infizierten Zellen durch pp65-spezifische CTL verhindert werden
konnte. Zu diesem Zweck wurden HFF mit pHB15 bzw. App65 infiziert und 24 Stunden nach
Infektion als Stimulatorzellen in einen IFN-y-Elispot eingesetzt. Mock-infizierte Zellen dienten
dabei als Negativkontrolle. Als Effektorzellen wurden pp65-Klon 53 mit einer Zellzahl von
200 CTL/Well eingesetzt (Abbildung 17). Wahrend pHB15-infizierte Zellen pp65-Klon 53 zu
einer deutlichen IFN-y-Antwort stimulieren konnten, wurden App65-infizierte HFF von pp65-

Klon 53 nur mit dem auch bei mock-infizierten Zellen beobachteten Hintergrund erkannt.

Abbildung 17: IFN-y-Elispot zum Nachweis

der fehlenden pp65-Prasentation App65-

100 1 infizierter HFF
e 80 | HFF wurden mit einer moi von 5 mit pHB15
g bzw. App65 infiziert und 24h p.. als
& 60 Stimulatorzellen in  einen  IFN-y-Elispot
‘é 40 | eingesetzt. Als Negativkontrolle dienten mock-
2] infizierte Zellen. Pp65-Klon 53 wurden mit einer
20 A Zellzahl von 200 CTL/Well als Effektorzellen
i ' ]_P\ verwendet. Difa dargestellten Mittelwelrtt? und
mioek oHB15  App65 Standardabweichungen wurden aus Triplikaten

HFF, 24h p.i. errechnet.

Die pp65-Deletionsmutante App65 zeigte demnach weder in ihren Partikeln noch nach
Infektion in permissiv infizierten Fibroblasten nachweisbare Mengen an pp65. Die Infektion
fihrte darlber hinaus nicht zu einer messbaren Stimulation von pp65-spezifischen CTL.
AuRerdem konnte aufgrund der unbeeinflussten pp71-Expression eine Beeintrachtigung der
Replikation im Vergleich zum entsprechenden Wildtyp-Virus ausgeschlossen werden. Somit
stellte die erhaltene App65-Mutante ein geeignetes Werkzeug zur Herstellung pp65-

defizienter, permissiv infizierter Zielzellen dar.
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3.33 Einfluss der US2-US11-Region auf die pp65-Prasentation im Verlauf der
Infektion

Zu Beginn der Arbeit war nichts Uber eine eventuelle Beeinflussung der MHC-Klasse-I-
restringierten pp65-Prasentation durch US2-US11 bekannt. Als Hauptbestandteil von
Virionen und subviralen DBs (Varnum et al., 2004) wird das Tegumentprotein im Zuge der
Viruspenetration in grof3en Mengen in die infizierten Zellen eingebracht und kann direkt ohne
de novo Proteinsynthese in den MHC-Klasse-I-Prasentationsweg eingeschleust und an der
Zelloberflache prasentiert werden (Laughlin-Taylor et al., 1994; Riddell et al., 1991a; Pepperl
et al., 2000; Pepperl-Klindworth et al., 2003). AuRerdem konnte gezeigt werden, dass
HCMV-infizierte Fibroblasten bis zu 66 Stunden nach Infektion durch pp65-spezifische CTL
erkannt und effizient lysiert werden kénnen (Laughlin-Taylor et al., 1994). Um zu Uberprifen,
ob die pp65-Prasentation infizierter Fibroblasten tatsachlich durch US2-US11
unbeeintrachtigt stattfinden konnte, wurden HFF mit einer moi von 5 mit pHB15 bzw.
AUS2-11 infiziert und 24, 48, 72 und 96 Stunden nach Infektion mit pp65-Klon 53 im IFN-y-
Elispot auf ihre pp65-Prasentation Uberprift. Als Negativkontrolle dienten mit App65 infizierte
HFF (Abbildung 18).

C—1 App65 Abbildung 18: IFN-y-Elispot zur Analyse
Il pHB15 . .
160 - E AUS2-11 des Einflusses von US2-US11 auf die
1401 pp65-Prasentation im Verlauf der
Infektion
= Ly HLA-A2-positive HFF wurden mit einer moi
2 1004 von 5 mit App65, pHB15 oder AUS2-11
8 801 infiziert und 24h, 48h, 72h und 96h p.i. als
*§_ 60 Zielzellen in einen IFN-y-Elispot eingesetzt.
N 40 Als Effektorzellen dienten pp65-Klon 53 mit
20 | einer Zellzahl von 200 CTL/Well. Die
dargestellten Mittelwerte und Standard-
24h 48h 72h 96h abweichungen wurden aus Triplikaten
Zeitpunkt p.i. errechnet.

Wahrend AUS2-11-infizierte Zellen zu jedem der untersuchen Zeitpunkte nach Infektion mit
gleich bleibender Effizienz erkannt wurden, nahm die Erkennung der pHB15-infizierten HFF
im Verlauf der Infektion schrittweise ab. Dies erfolgte in Ubereinstimmung mit der in der
FACS-Analyse beobachteten Abnahme der MHC-Klasse-I-Prasentation im Verlauf der
pHB15-Infektion (siehe Abbildung 12 A, links). Bereits 48 Stunden nach Infektion konnte nur
noch etwa die Halfte der 24 Stunden nach Infektion messbaren Erkennung beobachtet
werden. Weitere 48 Stunden spater wurde quasi keine pp65-spezifische Erkennung der
pHB15-infizierten Zellen mehr beobachtet. App65-infizierte HFF wurden zu keinem der

untersuchten Zeitpunkte durch pp65-Klon 53 erkannt. Um sicher zu gehen, dass der mit
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pHB15 beobachtete Effekt wirklich auf die Expression der Immunevasine, und nicht auf eine
Stamme-spezifische Besonderheit von pHB15 zuriickzufiihren war, wurde das gleiche
Experiment mit Ad169 statt pHB15 wiederholt. Genau wie pHB15-infizierte HFF zeigten auch
Zellen, die mit dem Laborstamm Ad169 infiziert waren, eine stufenartige Reduktion der
MHC-Klasse-I-restringierten pp65-Prasentation im Verlauf der Infektion (Daten nicht gezeigt).
Die Gegenwart der US2-US11-Region fuhrte also im Verlauf der Infektion zu einer Abnahme
der pp65-Prasentation, welche durch die Deletion dieser Genomregion kompensiert werden
konnte. Die US2-US11-vermittelte Immunevasion konnte die pp65-Prasentation also nicht
vollstandig verhindern, sondern nur schrittweise reduzieren, wodurch zwischen 24 und 72
Stunden nach Infektion eine ,US2-US11-unabhangige pp65-Prasentation® auf den Zellen zu
detektieren war. Erst 96 Stunden nach Infektion schien die pp65-Prasentation vollstandig
durch US2-US11 unterdruckt zu werden.

3.3.31 Untersuchung der ,,US2-US11-unabhangigen pp65-Prasentation“

Die Dissoziationsgeschwindigkeit von MHC-Klasse-I-Peptid-Komplexen ist abhangig von der
Affinitat des beteiligten Peptids zum prasentierenden MHC-Allomorph und bestimmt
malfigeblich die Stabilitat des Komplexes an der Zelloberflache. Die in zahlreichen bio- bzw.
immunochemischen Studien untersuchte Halbwertszeit dieser Komplexe variiert je nach
experimentellen Bedingungen zwischen 30 Minuten und 200 Stunden, wobei funktionelle
Detektionsmethoden auf durchschnittliche Halbwertszeiten von 5 bis 10 Stunden schlielen
lassen ((Eberl et al., 1996) und darin angegebene Referenzen). Dabei wird die
Immunogenitat eines bestimmten Peptids mal3geblich durch die Stabilitat des Komplexes mit
MHC-Klasse-l bestimmt (Chen et al., 2000; Yu et al., 2004, Kambayashi et al., 2004).
Obwohl das pp6549s5.503-Peptid eine hohe Bindekapazitat flir das HLA-A2-Allomorph aufweist
(Wills et al., 1996; Diamond et al., 1997), ist bisher nichts Uber die Stabilitdt der aus dem
pp65-Peptid und HLA-A2 gebildeten Komplexe an der Zelloberfliche bekannt. Da das
Tegumentprotein pp65 bereits vor dem Beginn der viralen Proteinexpression effizient in den
MHC-Klasse-I-Weg eingeschleust werden kann, ist die Moglichkeit gegeben, dass
peptidbeladene MHC-Klasse-I-Komplexe an die Zelloberflache gelangen, bevor die US-
kodierten Immunevasionsgene exprimiert werden. Es sollte geklart werden, ob die 48 und 72
Stunden nach Infektion beobachtete Prasentation des pp65-Peptids durch langlebige MHC-
Klasse-I-Peptid-Komplexe auf der Zelloberflache begriindet war, oder ob trotz Immunevasion
peptidbeladene Komplexe an die Oberflache gelangen konnten. Dazu musste ein
experimenteller Ansatz gefunden werden, der nicht nur die Messung der Gesamt-pp65-
Prasentation zu einem gegebenen Zeitpunkt ermdglichte, sondern auch Aussagen Uber die
Kinetik des Transports von MHC-Klasse-I-Peptid-Komplexen in infizierten Zellen erlaubte. Zu

definierten Zeitpunkten nach Infektion wurden hierzu die MHC-Klasse-I-Peptid-Komplexe
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durch Saurebehandlung ("acid wash") von der Oberflache der infizierten Zellen entfernt. Die
Regeneration der MHC-Klasse-I-vermittelten Prasentation von pp65 in dem darauf folgenden

Zeitraum von 24 Stunden wurde anschlieend mittels IFN-y-Elispot-Analyse gemessen.

3.3.3.1.1 Entfernung der MHC-Klasse-I-Peptid-Komplexe von der Oberflache
infizierter Fibroblasten

MHC-Klasse-I-Peptid-Komplexe an der Zelloberflache setzen sich aus einer mit der
Zellmembran assoziierten a-Kette, dem nicht kovalent angelagerten pom und dem an die
Peptidbindungsstelle der o-Kette gebundenen Peptid zusammen. Durch eine Behandlung
mit pH 3 (,acid wash“) wird das B.m aus dem Komplex entfernt und dadurch das zuvor
gebundene Peptid freigesetzt. Zurlick bleibt die nach wie vor mit der Membran assoziierte o-
Kette des MHC-Klasse-I-Moleklils (Sugawara et al., 1987; Storkus et al., 1993) (Abbildung
19 A). Wahrend die Detektion der intakten MHC-Klasse-I-Peptid-Komplexe durch den MHC-
Klasse-l-spezifischen Antikbrper W6/32 erfolgen kann, ist eine Bindung dieses
konformationsabhangigen Antikérpers an die nach ,acid wash® allein stehenden o-Ketten
nicht mehr méglich (Malik et al., 1999) (Abbildung 19 B).

Bevor eine solche ,acid wash“-Behandlung fir weitere Experimente eingesetzt werden
konnte, musste zunachst geklart werden, ob sie in unserem System tatsachlich zu einer
Entfernung der MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression der Zielzellen fiihrte und die Zellen
dariber hinaus nach der Behandlung noch in der Lage waren, ihre MHC-Klasse-I-
restringierte Oberflachenexpression zu regenerieren. Zu diesem Zweck wurden HFF mit
einer moi von 5 mit AUS2-11 infiziert und 24 Stunden nach Infektion einer ,acid wash"-
Behandlung unterzogen. Anschlieffiend wurde die MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression der
behandelten Zellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach ,acid wash“ mit Hilfe des
konformationsabhangigen MHC-Klasse-I-spezifischen Antikérpers W6/32 im FACS
gemessen. Die MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression mock-behandelter Zellen 24 Stunden
nach Infektion diente als Positivkontrolle (Abbildung 19 C). Durch die ,acid wash*-
Behandlung konnte die MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression der Zielzellen um uber 90%
reduziert werden. Dartber hinaus konnte beobachtet werden, dass die Zellen innerhalb der
auf die ,acid wash“-Behandlung folgenden 24 Stunden ihre MHC-Klasse-I-
Oberflachenexpression wieder auf das Niveau mock-behandelter Zellen regenerieren
konnten. Bereits eine Stunde nach Behandlung war die MHC-Klasse-I-Oberflachen-
expression der Zellen wieder auf 40% des Ausgangswerts angestiegen, weitere funf Stunden
spater auf 80%. Die ,acid wash“-Behandlung konnte demnach die MHC-Klasse-I-
Oberflachenexpression infizierter HFF um 90% reduzieren und lie® dartiber hinaus innerhalb

der folgenden 24 Stunden eine vollstdndige Regeneration dieser Oberflachenexpression zu.
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Abbildung 19: Entfernung der MHC-Klasse-l-Oberflichenexpression durch ,acid wash“-
Behandlung

A: Schematische Darstellung der Dissoziation von MHC-Klasse-I-Peptid-Komplexen durch pH 3
wahrend der ,acid wash“-Behandlung.

B: Schematische Darstellung der Bindung des konformationsabhangigen MHC-Klasse-I-
spezifischen Antikdrpers W6/32 an ein intaktes MHC-Klasse-I-Molekiil (oben) bzw. an eine nach
»acid wash“-Behandlung zuriick bleibende a-Kette (unten).

C: FACS-Analyse der MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression AUS2-11-infizierter HFF zu den
angegebenen Zeitpunkten nach ,acid wash®“-Behandlung. HFF wurden mit einer moi von 5 mit
AUS2-11 infiziert und 24h p.i. einer ,acid wash“-Behandlung unterzogen. Zu den angegebenen
Zeitpunkten nach ,acid wash“ wurde die MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression per FACS
gemessen. Dazu wurden der MHC-Klasse-I-spezifische Antikdrper W6/32 und zur Detektion ein
FITC-gekoppelter Sekundarantikérper verwendet. Die bei der FACS-Messung erhaltenen MFI
(mean fluorescence intensities) sind in Prozent MHC-Klasse-I-Expression angegeben, wobei die
MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression mock-behandelter Zellen 24h p.i. 100% entspricht (+). Die
unspezifische Bindung des Sekundarantikérpers stellt die Negativkontrolle dar (-). Mittelwerte und
Standardabweichungen wurden aus 3 unabhangigen Experimenten ermittelt.

D: Analyse der pp65-Prasentation im IFN-y-Elispot. AUS2-11-infizierte HFF wurden 48h p.i. den
auf der X-Achse angegebenen Behandlungen unterzogen und als Zielzellen in einen IFN-y-Elispot
eingesetzt. Die Fixierung erfolgte mit 0,5% PFA. Als Effektorzellen dienten pp65-Klon 53 mit einer
Zellzahl von 200 CTL/Well. Die dargestellten Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus
Triplikaten errechnet.
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Um die Effizienz der ,acid wash“-Behandlung auch spezifisch fir pp65 zeigen zu kénnen,
sollte die pp65-Prasentation nach ,acid wash“-Behandlung mittels pp65-Klon 53 in einem
IFN-y-Elispot untersucht werden. Dazu wurden AUS2-11-infizierte HFF 48 Stunden nach
Infektion einer ,acid wash“-Behandlung unterzogen und anschlielend entweder direkt oder
nach einer Fixierung mit 0,5% Paraformaldehyd (PFA) als Zielzellen in einen IFN-y-Elispot
eingesetzt (Abbildung 19 D). Durch die PFA-Fixierung wurde dabei die Regeneration der
MHC-Klasse-I-Prasentation wahrend der Elispot-Inkubation verhindert und somit der Zustand
direkt nach der ,acid wash“-Behandlung konserviert. Um zu Uberprifen, ob die Erkennung
durch pp65-Klon 53 per se durch die PFA-Fixierung beeinflusst wurde, sollte zusatzlich die
Erkennung AUS2-11-infizierter HFF nach PFA-Fixierung Uberpraft werden. Als
Positivkontrolle dienten AUS2-11-infizierte Zellen ohne zusatzliche Behandlung. AUS2-11-
infizierte HFF wurden 48 Stunden nach Infektion sehr effizient durch pp65-Klon 53 erkannt.
Durch die Fixierung mit 0,5% PFA wurde diese Erkennung zwar um etwa 30% verringert,
jedoch nicht verhindert. Eine ,acid wash“-Behandlung mit direkt anschlielender Fixierung
dahingegen verhinderte eine Erkennung durch pp65-Klon 53 vollstandig. Erstaunlicherweise
konnten AUS2-11-infizierte HFF nach einer ,acid wash“-Behandlung ohne Fixierung fast
genauso effizient erkannt werden wie die unbehandelten Zellen. Dies zeigte, dass wahrend
der 20-stiindigen Elispot-Inkubation die urspriingliche pp65-Prasentation fast vollstandig
regeneriert werden konnte. Die pp65-Prasentation AUS2-11-infizierter HFF konnte also
durch die ,acid wash“-Behandlung zunachst vollstdndig entfernt, dann aber wahrend der

folgenden 20 Stunden wieder fast auf Ausgangsniveau regeneriert werden.

3.3.3.1.2 AusmaR der US2-US11-vermittelten Beeinflussung der pp65-Prasentation

pHB15-infizierte Zellen zeigten 24 Stunden nach Infektion eine starke ,US2-US11-
unabhangige pp65-Prasentation“ (siehe Abbildung 18). Um die Frage zu klaren, ob die im
weiteren Verlauf der Infektion beobachtete ,US2-US11-unabhangige pp65-Prasentation®
durch langlebige oder neu an die Oberflache transportierte MHC-Klasse-I-pp65-Komplexe
begrindet war, wurden HFF wie unter 3.3.3 beschrieben mit einer moi von 5 mit pHB15 bzw.
AUS2-11 infiziert und 24, 48, 72 und 96 Stunden nach Infektion mit pp65-Klon 53 auf ihre
pp65-Prasentation hin im Elispot untersucht (Abbildung 20). Parallel hierzu wurden Zellen far
24, 48 und 72 Stunden infiziert und anschlieRend einer Sdurebehandlung unterzogen. Nach
einer Regenerationsphase von 24 Stunden wurden auch diese Zellen einer IFN-y-Elispot-
Analyse unterzogen. Als Negativkontrolle dienten App65 infizierte HFF. In Abbildung 20 ist
die Vorgehensweise zur Herstellung der verschiedenen Zielzellen unterhalb der Elispot-

Ergebnisse schematisch dargestellt.
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Abbildung 20: IFN-y-Elispot-Analyse der Regeneration der pp65-Prasentation
auf infizierten Zellen nach ,,acid wash*

Die Regeneration der pp65-Prasentation im Verlauf der Infektion mit AUS2-11 bzw.
pHB15 wurde mit Hilfe eines IFN-y-Elispots gemessen. Als Effektorzellen wurden
pp65-Klon 53 mit einer Zellzahl von 200 CTL/Well eingesetzt. HFF wurden mit
einer moi von 5 mit AUS2-11 bzw. pHB15 infiziert und die Gesamt-pp65-
Prasentation zu den angegebenen Zeitpunkten p.i. gemessen (blaue Balken). In
einem Parallelansatz wurde auch die pp65-Prasentation von infizierten Zellen 48,
72 und 96h p.i. gemessen, die jeweils 24h vor der Messung einer ,acid wash*-
Behandlung unterzogen worden waren (rote Balken). App65-infizierte Zellen
dienten als Negativkontrolle. Auch hier war jeweils 24h vor der Messung eine ,acid
wash“-Behandlung durchgefuhrt worden. Unter diesen Bedingungen wurde keine
Hintergrund-Erkennung von App65-infizierten Zellen beobachtet (graue Balken).
Die Vorgehensweise zur Herstellung der verschiedenen Zielzellen ist unterhalb der
Elispot-Ergebnisse schematisch dargestellt. Die dargestellten Ergebnisse stellen
Mittelwerte und Standardabweichungen aus Triplikaten eines reprasentativen
Experiments dar.
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Zellen, welche mit AUS2-11 infiziert worden waren, zeigten zu allen untersuchten
Zeitpunkten nach Infektion eine vergleichbare Gesamt-pp65-Prasentation. Diese
Prasentation wurde unabhangig vom Zeitpunkt der jeweiligen Saurebehandlung in den
darauf folgenden 24 Stunden vollstandig regeneriert (Abbildung 20, links). Zellen, welche mit
dem gpUS2-gpUS11 exprimierenden Stamm pHB15 infiziert worden waren, zeigten im
Gegensatz hierzu eine im Verlauf der Infektion abnehmende Prasentation des pp65-Peptids.
Die 24 bzw. 48 Stunden nach Infektion durchgeflihrte Saurebehandlung erlaubte wahrend
der folgenden 24-stiindigen Erholungsphase eine fast vollstidndige Regeneration der
Peptidprasentation, bezogen auf die unbehandelten Kontrollen (Abbildung 20, rechts). Diese
Ergebnisse zeigten, dass die bei pHB15-infizierten HFF beobachtete ,US2-US11-
unabhangige pp65-Prasentation® 48 und 72 Stunden nach Infektion in der Tat zu
wesentlichen Anteilen durch MHC-Klasse-I-Peptid-Komplexe begriindet ist, die trotz
Expression der Immunevasine in der infizierten Zelle an die Zelloberflache transportiert

werden.

3.3.3.1.3 Kinetik der US2-US11-vermittelten Suppression der pp65-Prasentation

Bereits 24 Stunden nach Infektion konnte bei pHB15-infizierten Zellen im Vergleich zu AUS2-
11-infizierten Zellen eine deutlich geringere pp65-Prasentation beobachtet werden (siehe
Abbildung 18). Die US2-US11-vermittelte Beeintrachtigung der pp65-Prozessierung musste
demnach bereits zu einem friheren Zeitpunkt begonnen haben. Um den Beginn des
Einflusses von US2-US11 auf die Prozessierung von pp65 zeitlich festlegen zu konnen,
sollte die Regenerationsfahigkeit der pp65-Prasentation zu verschiedenen Zeitpunkten
zwischen 1 Stunde und 24 Stunden nach Infektion in Abhangigkeit von US2-US11
untersucht werden. Dazu wurden HFF mit einer moi von 5 mit pHB15 bzw. AUS2-11 infiziert
und 24 Stunden nach Infektion als Zielzellen in einen IFN-y-Elispot eingesetzt. Als
Effektorzellen wurden pp65-Klon 53 verwendet. Zu verschiedenen Zeitpunkten nach
Infektion wurden die Zellen einer ,acid wash“-Behandlung unterzogen bzw. zur Kontrolle
unbehandelt belassen. Die genaue Vorgehensweise ist in Abbildung 21 A schematisch
dargestellt. Die jeweils im IFN-y-Elispot nachweisbare pp65-Prasentation stellte dabei ein
Mal fir die Fahigkeit der Zellen dar, nach der Saurebehandlung MHC-Klasse-I-Peptid-
Komplexe an die Zelloberflache zu translozieren. Wahrend AUS2-11 infizierte Zellen
unabhangig vom Zeitpunkt der ,acid wash“-Behandlung ihre pp65-Prasentation bis 24
Stunden nach Infektion wieder auf das Niveau der unbehandelten Zellen regenerieren
konnten, zeigten pHB15-infiziete HFF bereits 16 Stunden nach Infektion eine

eingeschrankte Regenerationsfahigkeit.
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Abbildung 21: IFN-y-Elispot-Analyse der Regeneration von pp65-Prasentation auf
infizierten HFF nach ,,acid wash“ bis 24h p.i.

HFF wurden mit einer moi von 5 mit AUS2-11 (blau Balken) bzw. pHB15 (rote Balken)
infiziert und 24h nach Infektion als Zielzellen in einen IFN-y-Elispot eingesetzt. Die
Ansatze wurden entweder unbehandelt belassen (-), oder zu den angegebenen
Zeitpunkten p.i. einer ,acid wash“-Behandlung unterzogen. Die Vorgehensweise ist in
(A) schematisch dargestellt. Als Effektorzellen wurden pp65-Klon 53 mit einer Zellzahl
von 250 CTL/Well eingesetzt. Die Ergebnisse des Elispots sind als Mittelwerte mit
Standardabweichungen aus Triplikaten in (B) dargestellt.

3.4 Beeinflussung der MHC-Klasse-l-restringierten IE1-Prasentation
infizierter Fibroblasten

3.4.1 Einfluss der US2-US11-Region auf die MHC-Klasse-l-restringierte IE1-
Prasentation infizierter Fibroblasten

Das immediate early Protein IE1 ist das wahrend der sehr frihen Phase der Infektion am
starksten exprimierte virale Protein. Seine Synthese beginnt unabhangig von der de novo
Synthese viraler Proteine wahrend der ersten Stunde nach Infektion, erreicht zwischen sechs
bis acht Stunden p.i. ihr Maximum und sinkt dann im weiteren Verlauf der Infektion langsam
wieder ab (Stamminger et al., 1991). Uber Immunfluoreszenz-Analysen mit einem IE1-
spezifischen Antikdrper konnten 24 Stunden nach Infektion in HCMV-infizierten Fibroblasten
grol’e Mengen an |IE1-Protein nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Erstaunlichweise

konnten diese Zellen aber weder im IFN-y-Elispot noch im CFT durch IE1-spezifische CTL
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erkannt werden. Im Gegensatz dazu konnte zu diesem Zeitpunkt jeweils eine deutliche pp65-

spezifische Erkennung derselben Zellen beobachtet werden (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Analyse der Prasentation des IE1-Peptids auf HCMV-infizierten
HFF 24h p.i.

HFF wurden mit einer moi von 5 mit pHB15 (A) bzw. Ad169 (B) infiziert und 24h p.i.
als Zielzellen in einen IFN-y-Elispot (A) bzw. einen CFT (B) eingesetzt.

A: Als Effektorzellen dienten pp65-Klon 53 und IE1-Klon 12 mit einer Zellzahl von
jeweils 200 CTL/Well. Die dargestellten Mittelwerte und Standardabweichungen
wurden aus Triplikaten errechnet.

B: Als Effektorzellen dienten pp65-Klon 53 und die IE1-spezifische CTL-Population,
welche als Grundlage zur Klonierung von IE1-Klon 12 verwendet worden war. Die
Effektorzellen wurden in den angegebenen E/Z eingesetzt.

Wahrend die Detektion der pp65-Prasentation sowohl im IFN-y-Elispot als auch im CFT mit
pp65-Klon 53 erfolgte, wurde die IE1-Prasentation im Elispot mit IE1-Klon 12, im CFT
allerdings ausnahmsweise mit der |IE1-Klon 12 zugrunde liegenden |IE1-spezifischen CTL-
Population untersucht. Diese Population zeigte eine &ahnliche Antigenspezifitat und -
sensitivitat wie IE1-Klon 12 (Daten nicht gezeigt). Die Beobachtung, dass HCMV-infizierte
Fibroblasten 24 Stunden nach Infektion nicht durch IE1-spezifische CTL erkannt werden
konnten, deckte sich mit den Ergebnissen anderer, die ebenfalls keine oder kaum IE1-
spezifische Erkennung in vitro - infizierter Fibroblasten nachweisen konnten (Gilbert et al.,
1993; Gilbert et al., 1996; Khan et al., 2002). Die Tatsache, dass die IE1-Prasentation in
diesen Arbeiten durch eine IFN-y-Vorbehandlung der Zellen etwas erhdht werden konnte,
deutet auf eine eventuelle Beteiligung der Immunevasine gpUS2-gpUS11 bei der
beobachteten Unterdriickung der IE1-Prasentation hin, da der durch US2-US11 bewirkten

Reduktion der MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression durch IFN-y entgegen gewirkt werden
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konnte. Zu Beginn der vorliegenden Arbeit lagen hierzu jedoch keinerlei Untersuchungen
vor. Aus diesem Grund sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit der Einfluss der US2-
US11-Region auf die IE1-Prasentation im Verlauf der Infektion analysiert werden. Dazu
wurden HFF mit einer moi von 5 mit pHB15 bzw. AUS2-11 infiziert und 24, 48, 72 und
96 Stunden nach Infektion im IFN-y-Elispot auf ihre IE1-Prasentation untersucht. Als
Kontrolle wurde zusatzlich jeweils auch die entsprechende pp65-Prasentation gemessen.
Die Detektion der MHC-Klasse-I-Prasentation erfolgte mit IE1-Klon 12 bzw. pp65-Klon 53.
Als Negativkontrolle wurden fiir IE1-Klon 12 mock-infizierte, flr pp65-Klon 53 App65-infizierte
Zellen verwendet. Die Erkennung sowohl App65-, als auch pHB15- und AUS2-11-infizierter
Zellen durch pp65-Klon 53 zeigte den aus Abbildung 18 bekannten Verlauf (Abbildung 23,
links; Hintergrund-Erkennung von App65-infizierten HFF ist nicht gezeigt). Dahingegen
konnten pHB15-infizierte HFF weder, wie bereits in Abbildung 22 A gezeigt, 24 Stunden
nach Infektion, noch zu einem anderen der untersuchten Zeitpunkte durch IE1-Klon 12
erkannt werden. Uberraschenderweise aber konnten AUS2-11-infizierte HFF zu allen
Untersuchungszeitpunkten mit hoher Effizienz von IE1-Klon 12 erkannt werden (Abbildung
23, rechts). Mock-infizierte Zellen wurden wie pHB15-infizierte Zellen nicht erkannt (Daten
nicht gezeigt). Es konnte also erst durch die Deletion der US2-US11-Region eine IE1-

Prasentation HCMV-infizierter Zellen beobachtet werden.
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Abbildung 23: IFN-y-Elispot-Analyse des Einflusses von US2-US11 auf die IE1-
Prasentation im Verlauf der Infektion

HFF wurden mit einer moi von 5 mit pHB15 bzw. AUS2-11 infiziert und zu den angegebenen
Zeitpunkten p.i. als Zielzellen in einen IFN-y-Elispot eingesetzt. Als Effektorzellen dienten
pp65-Klon 53 und IE1-Klon 12 mit einer Zellzahl von 200 CTL/Well. Die dargestellten
Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus Triplikaten errechnet.
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Die Expression von IE1 beginnt unabhangig von der de novo Proteinsynthese wahrend der
ersten Stunde nach Infektion (Stamminger et al., 1991). Von den Immunevasinen wird
lediglich das gpUS3 ebenfalls zu diesen sehr friihen Zeitpunkten nach Infektion exprimiert.
Es war somit offen, ob die Immunevasion die Prozessierung und Prasentation von IE1
bereits zu derart frihen Zeitpunkten nach Infektion beeintrdchtigen konnte. Um dies zu
prifen, wurden HFF mit einer moi von 5 mit pHB15 bzw. AUS2-11 infiziert und 1 sowie 3
Stunden nach Infektion als Zielzellen in einen IFN-y-Elispot eingesetzt. Mock-infizierte HFF
dienten hierbei als Negativkontrolle. Als Effektorzellen wurden IE1-Klon 12 und zur Kontrolle
pp65-Klon 53 eingesetzt. Da man zu diesen sehr friihen Zeitpunkten nach Infektion mit einer
relativ schwachen IE1-Prasentation zu rechnen hatte, wurde die Zahl der eingesetzten IE1-
spezifischen CTL auf 500 CTL/Well erhéht. Wahrend sowohl pHB15- als auch AUS2-11-
infizierte HFF 1 Stunde und 3 Stunden nach Infektion sehr effizient durch pp65-Klon 53
erkannt werden konnten, wurde eine IE1-spezifische Erkennung durch IE1-Klon 12 nur nach
Infektion mit AUS2-11 beobachtet (Abbildung 24). Mock-infizierte Zellen wurden
erfahrungsgemaf durch IE1-Klon 12 nicht erkannt (Daten nicht gezeigt). Da die AUS2-11-
infizierten HFF im Gegensatz zu den pHB15-infizierten HFF sehr deutlich durch IE1-Klon 12
erkannt werden konnten, war die fehlende Erkennung pHB15-infizierter Zellen nicht auf eine
noch zu geringe IE1-Expression zu diesen sehr frilhen Zeitpunkten nach Infektion
zurtickzufiihren, sondern eindeutig auf das Vorhandensein der US2-US11-Region. Den
bisherigen Ergebnissen nach wurde die IE1-Prasentation also im gesamten Verlauf der

Infektion durch die Anwesenheit der US2-US11-Region vollstadndig unterdruckt.
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Abbildung 24: IFN-y-Elispot-Analyse des Einflusses von US2-US11 auf die IE1-
Prasentation zu sehr frithen Zeitpunkten p.i.

HFF wurden mit einer moi von 5 mit pHB15 bzw. AUS2-11 infiziert und 1h und 3h p.i. als
Zielzellen in einen IFN-y-Elispot eingesetzt. Als Effektorzellen wurden IE1-Klon 12 mit einer
Zellzahl von 500 CTL/Well und als Kontrolle pp65-Klon 53 mit einer Zellzahl von
200 CTL/Well verwendet. Die dargestellten Mittelwerte und Standardabweichungen
wurden aus Triplikaten errechnet.
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Die Untersuchung des US2-US11-vermittelten Einflusses auf die IE1-Prasentation im Verlauf
der Infektion wurde mit Hilfe von IFN-y-Elispot-Analysen durchgefuhrt. Dabei wurden die
infizierten Zellen ab dem gewilnschten Untersuchungszeitpunkt nach Infektion far
20 Stunden mit den Effektorzellen kokultiviert und anschlieBend die durch Interaktion
zwischen Zielzelle und Effektorzelle induzierte IFN-y-Freisetzung detektiert. Wahrend dieser
20-stiindigen Inkubation konnte sich dabei aber vermutlich auch die MHC-Klasse-I-
Prasentation auf den Zielzellen verandern und somit nicht mehr den Zustand zum
gewlnschten Untersuchungszeitpunkt widerspiegeln. Eine in Gegenwart der US2-US11-
Region nur sehr friih nach Infektion entstehende IE1-Prasentation kénnte demnach je nach
Stabilitat des entsprechenden MHC-Klasse-I-Peptid-Komplexes wahrend der 20-stlindigen
Inkubation bereits dissoziiert und somit Uber die anschlieRende Detektion nicht mehr
nachweisbar sein. Um solche MHC-Klasse-I-IE1-Komplexe nicht aufgrund von Restriktionen
der Methode zu Ubersehen, sollte im Folgenden die MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression
der infizierten Zielzellen zu den gewunschten Zeitpunkten nach Infektion mit PFA fixiert und
anschlielfend im IFN-y-Elispot untersucht werden. In einem ersten Versuch wurden HFF mit
einer moi von 5 mit AUS2-11 infiziert, zu verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion mit 0,5%
PFA fixiert und anschlieBend als Zielzellen in einen IFN-y-Elispot eingesetzt. Als
Effektorzellen wurden erneut IE1-Klon 12 und zur Kontrolle pp65-Klon 53 verwendet
(Abbildung 25).
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Abbildung 25: IFN-y-Elispot-Analyse der MHC-Klasse-l-restringierten Erkennung
AUS2-11-infizierter HFF zu sehr friilhen Zeitpunkten p.i. nach Fixierung mit 0,5%
PFA

HFF wurden mit einer moi von 5 mit AUS2-11 infiziert, zu den angegeben Zeitpunkten
p.i. mit 0,5% PFA fixiert und dann als Zielzellen in einen IFN-y-Elispot eingesetzt. Als
Effektorzellen dienten pp65-Klon 53 (Zellzahl von 200 CTL/Well) und IE1-Klon 12
(Zellzahl von 500 CTL/Well). Die dargestellten Mittelwerte und Standard-
abweichungen wurden aus Triplikaten errechnet.
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Zur Kontrolle, dass HFF nach der Fixierung noch durch pp65-Klon 53 und IE1-Klon 12
erkannt werden konnten, wurden die Zellen mit pp65- bzw. IE1-Peptid in einer Konzentration
von 10°M beladen, anschlieRend mit 0,5% PFA fixiert und dann ihre Erkennung durch pp65-
Klon 53 und IE1-Klon 12 im Elispot untersucht. Sowohl pp65- als auch IE1-beladene HFF
konnten nach Fixierung sehr effizient durch pp65-Klon 53 bzw. IE1-Klon 12 erkannt werden
(Daten nicht gezeigt). Sowohl die pp65- wie auch die IE1-Prasentation stiegen im Verlauf der
Infektion deutlich an und erreichten 24 Stunden nach Infektion einen Maximalwert. Wahrend
die pp65-Prasentation allerdings bereits 3 Stunden nach Infektion Uber dem Hintergrund-
Niveau detektiert werden konnte (Abbildung 25, links), war der Nachweis einer IE1-
spezifischen Prasentation erst ab 12 Stunden nach Infektion méglich (Abbildung 25, rechts).
Da demnach zu sehr frihen Zeitpunkten nach Infektion noch nicht einmal die Deletion der
US2-US11-Region eine IE1-Prasentation hervorrufen konnte, war es nicht verwunderlich,
dass pHB15-infizierte HFF nach der gleichen Behandlung zu keinem der untersuchten
Zeitpunkte durch IE1-Klon 12 erkannt werden konnten (Daten nicht gezeigt).

In Gegenwart von US2-US11 schienen also zu keinem Zeitpunkt nach Infektion
nachweisbare Mengen MHC-Klasse-I-prasentierten IE1-Peptids auf der Oberflache infizierter
HFF vorzuliegen. Selbst nach Deletion von US2-US11 konnten infizierte Zellen friihestens
12 Stunden nach Infektion durch IE1-Klon 12 detektiert werden. Somit musste die fehlende
IE1-Prasentation zu diesen sehr friihen Zeitpunkten nach Infektion entweder auf eine noch
nicht ausreichende Expression des Proteins oder aber auf eine von US2-US11 unabhangige

Unterdrickung zurtckgefuhrt werden.

3.4.2 Einfluss des Tegumentproteins pp65 auf die MHC-Klasse-l-restringierte IE1-
Prasentation infizierter Fibroblasten

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit lagen keine Informationen Uber die Auswirkungen der
US2-US11-Region auf die IE1-Prasentation infizierter Zellen vor. Demgegenuber war in einer
Arbeit von Gilbert und Kollegen gezeigt worden, dass die IE1-Prasentation HCMV-infizierter
Zellen in vitro selektiv durch eine mit pp65 assoziierte Kinaseaktivitat inhibiert werden kann.
Mit Hilfe einer pp65-Deletionsmutante konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die
Anwesenheit des Tegumentproteins zu einer Unterdriickung der IE1-Prasentation, nicht aber
der Prasentation anderer HCMV-Antigene fiihrt (Gilbert et al., 1993; Gilbert et al., 1996).
Inzwischen konnte sowohl im Rahmen der vorliegenden Arbeit als auch von anderen
(Manley et al., 2004; Khan et al., 2005) eine Unterdriickung der IE1-Prasentation durch die
Immunevasine gpUS2-gpUS11  nachgewiesen werden. In Western Blot- und
Immunfluoreszenz-Analysen konnte gezeigt werden, dass die im Rahmen der vorliegenden
Arbeit verwendete US2-US11-Deletionsmutante hinsichtlich ihrer pp65-Expression im

Vergleich zu pHB15 nicht beeintrachtigt war (Daten nicht gezeigt). Da die durch das Fehlen
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der US2-US11-Region ermdglichte IE1-Prasentation somit also in Gegenwart von pp65
stattfand, wurde sie offensichtlich nicht durch das Tegumentprotein unterdriickt. Da fir diese
Diskrepanz bisher keine Erklarung gefunden werden konnte, sollte in der vorliegenden Arbeit
nach einer eventuellen Kooperation von pp65 und gpUS2-gpUS11 bei der Unterdriickung
der IE1-Prasentation gesucht werden. Dabei sollte zunachst nach einem Einfluss des
Tegumentproteins auf die IE1-Prasentation zu spateren Zeitpunkten nach Infektion gesucht
werden, wo inzwischen bereits eine Unterdriickung durch die Immunevasine gpUS2-gpUS11
hatte festgestellt werden kénnen. Dazu wurden HFF mit einer moi von 5 mit den Stdmmen
pHB15 bzw. App65 infiziert und 24, 48, 72 und 96 Stunden nach Infektion als Zielzellen in
einen IFN-y-Elispot eingesetzt. AUS2-11-infizierte HFF dienten als Positivkontrolle. Als
Effektorzellen wurden IE1-Klon 12 und zusatzlich als Kontrolle pp65-Klon 53 eingesetzt. Die
im Rahmen dieser Experimente beobachtete pp65-Prasentation entsprach den Erwartungen;
AUS2-11-infizierte Zellen wurden zu jedem der untersuchten Zeitpunkte mit gleich bleibender
Effizienz durch pp65-Klon 53 erkannt, die Erkennung von pHB15-infizierten Zellen nahm im
Verlauf der Infektion erwartungsgemaf ab und App65-infizierte Zellen wurden zu keinem der
untersuchten Zeitpunkte durch pp65-Klon 53 erkannt (Daten nicht gezeigt). Unter
Verwendung von IE1-Klon 12 konnte eine entsprechende Peptidprasentation auch in
diesem Ansatz nur auf AUS2-11-infizierten Zellen nachgewiesen werden. Dagegen war
keinerlei Erkennung von pHB15- oder App65-infizierten Zellen zu beobachten (Abbildung
26 A). Diese Ergebnisse zeigten, dass eine |E1-Prasentation zu diesen eher spaten
Zeitpunkten nach Infektion nur dann mdglich war, wenn die Genomregion des infizierenden
Virus von US2 bis US11 deletiert war. Die alleinige Deletion des pp65-Gens dahingegen
hatte keinerlei stimulierende Wirkung auf die IE1-Prasentation. Um zu testen, ob eine
Erhéhung des IE1-Gehalts in den App65-infizierten Zellen eventuell doch zu einer Erkennung
durch IE1-spezifische CTL fiihren konnte, wurden HFF mit ansteigenden Mengen an Virus
infiziert und 24 Stunden nach Infektion im Elispot auf ihre IE1-Prasentation hin untersucht.
Die Ergebnisse dieser Versuche zeigten jedoch, dass selbst nach Infektion mit einer moi von
25 App65-infizierte HFF keine IE1-Prasentation aufweisen konnten (Daten nicht gezeigt).

Wiederholt konnte inzwischen gezeigt werden, dass selbst nach Deletion von US2-US11
infizierte Zellen frihestens 12 Stunden nach Infektion durch IE1-spezifische CTL erkannt
werden konnen ((Manley et al., 2004), Abbildung 25). Dahingegen konnte gezeigt werden,
dass andere |IE-Proteine durch US2-US11-negative Zellen bereits 2 Stunden nach Infektion
effizient préasentiert werden konnen (Manley et al., 2004). Das Fehlen einer entsprechenden
Prasentation des sehr abundanten IE1-Proteins zu diesen sehr frilhen Zeitpunkten nach
Infektion sollte demnach nicht durch eine noch limitierende Proteinmenge verursacht worden

sein.
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Abbildung 26: IFN-y-Elispot-Analyse des Einflusses von pp65 auf die IE1-
Prasentation im Verlauf der Infektion

A: HFF wurden mit einer moi von 5 mit pHB15, AUS2-11 oder App65 infiziert und zu den
angegebenen Zeitpunkten p.i. als Zielzellen in einen IFN-y-Elispot eingesetzt. Als
Effektorzellen dienten IE1-Klon 12 mit einer Zellzahl von 200 CTL/Well.

B: HFF wurden mit einer moi von 5 mit AUS2-11 bzw. App65 infiziert, zu den
angegebenen Zeitpunkten p.i. mit 0,5% PFA fixiert und als Zielzellen in einen IFN-y-
Elispot eingesetzt. Als Effektorzellen dienten pp65-Klon 53 mit einer Zellzahl von
200 CTL/Well und IE1-Klon 12 mit einer Zellzahl von 500 CTL/Well.

Die in (A) und (B) dargestellten Mittelwerte und Standardabweichungen wurden jeweils
aus Triplikaten errechnet.

Das Tegumentprotein pp65 wird im Zuge der Infektion in groRen Mengen in die Zelle
eingebracht. Es ware daher denkbar, dass es die Unterdrickung der IE1-Prasentation zu
diesen sehr friihen Zeitpunkten nach Infektion hervorruft. Um dies zu testen, sollten App65-
infizierte Zellen unmittelbar nach Infektion auf ihre IE1-Prasentation hin untersucht werden.
Dazu wurden HFF mit einer moi von 5 mit App65 und zur Kontrolle mit AUS2-11 infiziert und
1, 3, 6 sowie 12 Stunden nach Infektion mit 0,5% PFA fixiert. AnschlieRend wurden die
fixierten Zellen als Zielzellen in einen IFN-y-Elispot mit IE1-Klon 12 als Effektorzellen
eingesetzt. Zur Kontrolle wurde zusatzlich die pp65-Prasentation der Zielzellen zu den
angegebenen Zeitpunkten durch pp65-Klon 53 Uberprift (Abbildung 26 B). Wahrend
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AUS2-11-infizierte HFF nach Fixierung sowohl die erwartete pp65- als auch die erwartete
IE1-Prasentation zeigten, konnten App65-infizierte Zellen zu keinem der untersuchten
Zeitpunkte nach Infektion durch pp65-Klon 53 oder IE1-Klon 12 erkannt werden. Diese
Ergebnisse zeigten, dass das Fehlen einer messbaren IE1-Prasentation auch zu diesen sehr

frihen Zeitpunkten nach Infektion nicht durch pp65 vermittelt wird.

3.43 Kooperativer Einfluss von gpUS2-gpUS11 und pp65 auf die MHC-Klasse-I-
restringierte IE1-Prasentation infizierter Fibroblasten

Da offensichtlich weder die Immunevasine gpUS2-gpUS11 noch das pp65-Protein alleine flr
die fehlende IE1-Prasentation zu sehr frilhen Zeitpunkten nach Infektion verantwortlich
gemacht werden konnten, sollte in einem letzten Versuch nach eventuellen kooperativen
Effekten zwischen gpUS2-gpUS11 und pp65 bei der Beeinflussung der IE1-Prasentation
gesucht werden. Dazu musste eine Virusmutante hergestellt werden, welche neben gpUS2-

gpUS11 auch kein pp65 mehr exprimieren konnte.

3.4.31 Herstellung einer AUS2-11_App65-Doppelmutante

Die Herstellung der AUS2-11_App65-Doppelmutante erfolgte analog zu der unter 3.3.1
beschriebenen Konstruktion der pp65-Deletionsmutante App65. Uber BAC-Mutagenese
wurde die pp65-Region im HCMV-BAC pAUS2-11-(EGFP-loxP) (Falk et al., 2002) deletiert
(vgl. Abbildung 13). Anschlieliend wurde die entsprechende Virusmutante durch Transfektion
des resultierenden BACs pAUS2-11_App65-(EGFP-loxP) in HFF rekonstituiert. Da dabei
eine vollstdndige Entfernung des BAC-Vektors aus der HCMV-Sequenz nicht erreicht
werden konnte, wurde die Rekonstitution ohne das die Cre-Rekombinase exprimierende
Plasmid pBRep-cre durchgefiihrt. Der nach Rekonstitution etablierte Stamm AUS2-
11_App65 enthielt somit zwischen den Genen US1 und US12 als Integrat den BAC-Vektor
und zusatzlich dazu eine zusammen mit dem BAC-Vektor durch loxP-sites flankierte GFP-
Expressionskassette. Die AUS2-11_App65-Doppelmutante wurde daher im Folgenden als
AUS2-11_App65_GFP bezeichnet. Mit AUS2-11_App65_GFP infizierte Zellen zeigten eine
auf GFP basierende griine Fluoreszenz (Daten nicht gezeigt). Eine entsprechende AUS2-11-
Einzelmutante konnte durch ebenfalls Cre-Rekombinase-freie Rekonstitution des parentalen
BACs pAUS2-11-(EGFP-loxP) (Falk et al., 2002) erhalten werden. Wie AUS2-
11_App65_GFP enthielt der resultierende Stamm in seiner genomischen Sequenz zwischen
US1 und US12 das BAC-Vektor-Integrat mit GFP-Expressionskassette. Die Infektion einer
Zelle mit diesem Virus konnte somit ebenfalls durch griine Fluoreszenz nachgewiesen
werden (Daten nicht gezeigt). Um diese GFP-positive AUS2-11-Mutante von AUS2-11 zu
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unterscheiden, wurde sie im Folgenden als AUS2-11_GFP bezeichnet. In Abbildung 27 A
sind US2-US11- und pp65-Region von AUS2-11_GFP und AUS2-11_App65 GFP

schematisch dargestellt.

3.4.3.2 Charakterisierung der rekonstituierten AUS2-11_App65-Doppelmutante

Wie zuvor flr die pp65-Deletionsmutante App65 (siehe 3.3.2) musste auch fir AUS2-
11_App65_GFP die fehlende pp65-Expression verifiziert werden. Als Kontrolle diente dabei
das aus dem Ausgangs-BAC pAUS2-11-(EGFP-loxP) rekonstituierte rekombinante Virus
AUS2-11_GFP.

3.4.3.21 Genomanalyse von AUS2-11_App65_GFP

Zur Verifikation der pp65-Deletion im Genom von AUS2-11_App65 GFP wurden zunachst
PCR-Analysen durchgefiihrt. Als Kontrolle diente dabei der Stamm AUS2-11_GFP. Die PCR-
Reaktionen wurden wie unter 3.3.2.1 flr pHB15 und App65 beschrieben durchgefiihrt. Die
Bindungsstellen der Primer in der Sequenz von AUS2-11_GFP bzw. AUS2-11_App65_GFP
sind in Abbildung 27 B angegeben. Wahrend die Amplifikation der DNA von AUS2-11_GFP
mit den Primern SR8 und pp65_rev eine deutliche Bande in erwarteter Grofe zeigte, konnte
mit dieser Primer-Kombination aus der AUS2-11_App65 GFP-DNA kein PCR-Produkt
erhalten und somit gezeigt werden, dass die pp65-Region im Genom der AUS2-
11_App65_ GFP-Mutante deletiert war (Abbildung 27 C, links). Um die genaue DNA-Sequenz
der AUS2-11_App65_ GFP-Mutante in diesem Bereich untersuchen zu kdnnen, sollte
anschlielend mit Hilfe der stromaufwarts bzw. stromabwarts des pp65-Gens bindenden
Primer SR8 bzw. BamHIRreverseZ2 die Deletionsstelle innerhalb der pp65-Region amplifiziert
und das entstandene PCR-Produkt sequenziert werden. Wahrend unter Verwendung der
AUS2-11_GFP-DNA als Template der gesamte pp65-Bereich amplifiziert werden konnte,
lieferte die AUS2-11_App65_GFP-DNA ein deutlich kiirzeres Produkt in erwarteter Grofie
(Abbildung 27 C, rechts). Durch Sequenzierung dieses PCR-Produkts mit dem Primer SR8
konnte die korrekte Deletion des pp65-Gens bestatigt werden.

Zusatzlich konnte mit Hilfe von Primern, welche innerhalb der BAC-Vektor-Sequenz bzw.
stromaufwarts davon binden konnten, gezeigt werden, dass beide Viren den BAC-Vektor

zwischen US1 und US12 in ihrer Sequenz enthielten (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 27: Genomanalyse der Viren AUS2-11_GFP und AUS2-11_App65_GFP

A: Schematische Darstellung der US2-US11- und der pp65-Region der Viren AUS2-11_GFP
und AUS2-11_App65_GFP. Der US2-US11-Bereich wurde bei beiden Viren durch den von
loxP-sites flankierten BAC-Vektor ersetzt. Zusatzlich tragen die Genome beider Viren eine
ebenfalls zwischen den beiden loxP-sites lokalisierte GFP-Expressionskassette.

B: Schematische Darstellung der pp65-Region im Genom der Viren AUS2-11_GFP und
AUS2-11_App65 GFP. Die Bindungsstellen der verschiedenen Primer sind mit Pfeilen
markiert. Die GroRRe des jeweils entstehenden PCR-Produkts ist fir jedes Virus und jede
Primer-Kombination rechts im Schema angegeben.

C: PCR-Analyse der genomischen Struktur der pp65-Region der rekombinanten Viren. Aus
Kulturiberstdnden AUS2-11_GFP- bzw. AUS2-11_App65_GFP-infizierter HFF wurde Virus-
DNA isoliert und als Template zur Amplifikation mit den angegebenen Primer-Kombinationen
eingesetzt. Dargestellt ist die Agarosegelelektrophorese der PCR-Produkte. Als
Molekulargewichtsmarker wurde ein ,1-kb-DNA-Ladder“-Mix verwendet. Die Pfeile markieren
die jeweiligen Produkte im Gel. Die zugehdrigen GréRen sind angegeben.
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3.4.3.2.2 Untersuchung der Viruspartikel von AUS2-11_App65_GFP

Analog zu der unter 3.3.2.2 beschriebenen Analyse der Viruspartikel von App65, sollten auch
die Viruspartikel von AUS2-11_App65_GFP mittels Western Blot auf das Fehlen des pp65-
Proteins hin untersucht werden. Als Kontrolle dienten in diesem Fall die Viruspartikel des
AUS2-11_GFP-Virus, welche einen den Partikeln von pHB15 entsprechenden pp65-Gehalt
aufwiesen (Daten nicht gezeigt). Analog zur der unter 3.3.2.2 fur pHB15 und App65
beschriebenen Vorgehensweise wurden die Viruspartikel von AUS2-11_GFP und AUS2-
11_App65_GFP isoliert, Uber SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot mit Hilfe des
pp65-spezifischen Antikdrpers 65-33 bzw. eines pp71-spezifischen polyklonalen Kaninchen-
Antiserums auf ihren pp65- bzw. pp71-Gehalt hin untersucht. Zur Normierung der
aufgetragenen Menge an Viruspartikeln wurde zusatzlich mit einem gB-spezifischen
Antikorper (27-287) gefarbt.
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Abbildung 28: Analyse der Viruspartikel von AUS2-11_GFP und AUS2-
11_App65_GFP mittels Western Blot

Viruspartikel von AUS2-11_GFP bzw. AUS2-11_App65_GFP wurden Uber SDS-
PAGE aufgetrennt und anschlieRend im Western Blot auf ihren pp65- und pp71-
Gehalt hin untersucht. Die Menge an jeweils aufgetragenen Viruspartikeln wurde
durch eine Farbung mit dem gB-spezifischen Antikdrper 27-287 kontrolliert.

A: Der pp65-Gehalt der Viruspartikel wurde durch Farbung mit dem pp65-
spezifischen Antikdrper 65-33 bestimmt (rechts). Dargestellt ist aulerdem die
Kontrollfarbung auf gB (links). Die Belichtungszeit der dargestellten Filme betrug
10 Sekunden.

B: Die Bestimmung des pp71-Gehalts der Viruspartikel erfolgte durch Farbung mit
polyklonalem Kaninchen-Antiserum (unten). Dargestellt ist auflerdem die
Kontrollfarbung auf gB (oben). Die Belichtungszeit der dargestellten Filme betrug
30 Sekunden.

Die GroRen der detektierten Proteine sind an den Markierungspfeilen angegeben.
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In Abbildung 28 A ist der Nachweis von pp65 dargestellt. Wie man an der gB-Kontrolle
deutlich sehen kann, waren fir die pp65-Farbung mehr Viruspartikel von AUS2-
11_App65_GFP als von AUS2-11_GFP in den Western Blot eingesetzt worden. Dennoch
konnten bei einer Belichtungszeit von zehn Sekunden in den Viruspartikeln von AUS2-
11_GFP grolte Mengen an pp65-Protein nachgewiesen werden, wahrend die Viruspartikel
von AUS2-11_App65_GFP keinerlei pp65-Signal zeigten. Auch nach einer Verlangerung der
Belichtungszeit auf zehn Minuten konnte in den AUS2-11_App65_GFP-Partikeln kein pp65
detektiert werden. In Abbildung 28 B ist die Farbung auf pp71 dargestellt. Wie bereits unter
3.3.2.2 erklart, zeigt das verwendete polyklonale Antiserum eine Kreuzreaktivitat mit anderen
viralen Antigenen, so dass die Membranen nach der Farbung zahlreiche Hintergrund-
Banden aufwiesen. Aus diesem Grund wurden die entsprechenden Banden hier gesondert
vom Rest der Membran dargestellt. Mit der gB-spezifischen Farbung konnte gezeigt werden,
dass von AUS2-11_GFP und AUS2-11_App65_ GFP vergleichbare Mengen Viruspartikel in
den Western Blot eingesetzt worden waren. Der Gehalt an pp71 hingegen schien in den
Partikeln von AUS2-11_App65_GFP sogar deutlich héher zu sein als in den Partikeln von
AUS2-11_GFP. Warum hier mehr pp71 nachgewiesen werden konnte ist unklar. Da aber auf
keinen Fall eine Reduktion des pp71-Gehalts in den Partikeln der AUS2-11_App65_ GFP-
Doppelmutante beobachtet werden konnte, konnte davon ausgegangen werden, dass das

rekombinante Virus keine Beeintrachtigung der pp71-vermittelten Transaktivierung aufwies.

3.4.3.2.3 Untersuchung der MHC-Klasse-l-restringierten Antigenprasentation
AUS2-11_App65_GFP-infizierter Zellen

Es sollte zunachst verifiziert werden, dass AUS2-11_App65_GFP-infizierte Zellen nicht mehr
durch pp65-spezifische CTL erkannt werden konnten. Zu diesem Zweck wurden HFF mit
einer moi von 5 mit AUS2-11_GFP bzw. AUS2-11_App65_GFP infiziert und 24 Stunden nach
Infektion als Stimulatorzellen in einen IFN-y-Elispot eingesetzt. App65-infizierte Zellen
dienten dabei als Negativkontrolle. Als Effektorzellen wurden pp65-Klon 53 mit einer Zellzahl
von 200 CTL/Well eingesetzt. Wahrend AUS2-11_GFP-infizierte Zellen 24 Stunden nach
Infektion eine deutliche IFN-y-Antwort induzieren konnten, wurden AUS2-11_App65_GFP-
infizierte HFF nur mit dem auch bei App65-infizierten Zellen beobachteten Hintergrund
erkannt (Abbildung 29 A).

In der Folge sollte geprift werden, ob AUS2-11_App65_GFP-infizierte Zellen effizient durch
IE1-spezifische CTL erkannt werden konnten. Dazu wurden HFF mit einer moi von 5 mit
AUS2-11_GFP bzw. AUS2-11_App65_GFP infiziert und 24 Stunden nach Infektion als
Zielzellen in einen IFN-y-Elispot mit IE1-Klon 12 als Effektorzellen eingesetzt. App65-

infizierte Zellen dienten dabei erneut als Negativkontrolle. Wahrend App65-infizierte Zellen
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erwartungsgemaf nicht durch IE1-Klon 12 erkannt werden konnten, wurden AUS2-
11_App65_GFP-infizierte Zellen 24 Stunden nach Infektion durch IE1-Klon 12 deutlich
erkannt. Auffallig war dabei allerdings, dass die AUS2-11_App65_ GFP-infizierten Zellen nur

etwa halb so viele Effektorzellen zur IFN-y-Sekretion induzieren konnten wie die AUS2-11-
GFP-infizierten HFF (Abbildung 29 B).
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Abbildung 29: IFN-y-Elispot-Analyse der MHC-Klasse-l-restringierten Prasentation
durch AUS2-11_App65_GFP-infizierte HFF

HFF wurden mit einer moi von 5 mit App65, AUS2-11_GFP bzw. AUS2-11_App65_ GFP
infiziert und 24h p.i. als Stimulatorzellen in einen IFN-y-Elispot eingesetzt. Als Effektorzellen
dienten pp65-Klon 53 (A) bzw. IE1-Klon 12 (B) mit einer Zellzahl von jeweils 200 CTL/Well.
Die dargestellten Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus Triplikaten errechnet.

Durch diese Experimente konnte gezeigt werden, dass der Stamm AUS2-11_App65_GFP
ein geeignetes Werkzeug war, kooperative Effekte von gpUS2-gpUS11 und pp65 bei der
Unterdriickung der IE1-Prasentation zu sehr frihen Zeitpunkten nach Infektion zu

detektieren.

3.43.3 Kooperativer Einfluss von ¢gpUS2-gpUS11 und pp65 auf die IE1-
Prasentation zu sehr friihen Zeitpunkten nach Infektion

Um zu klaren, ob die Unterdriickung der IE1-Prasentation innerhalb des Zeitraums von 1 bis

12 Stunden nach Infektion eventuell durch eine kooperative Wirkung zwischen der US2-

US11-Region und dem Tegumentprotein pp65 herbei geflihrt wurde, sollte die IE1-

Prasentatation von AUS2-11_App65_GFP-infizierten Zellen nach Fixierung im IFN-y-Elispot

Uberprift werden. HFF wurden mit einer moi von 5 mit App65, AUS2-11_GFP oder
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AUS2-11_App65_ GFP infiziert und 1, 3, 6, 12 und 24 Stunden nach Infektion mit 0,5% PFA
fixiert. Die anschlieBende Detektion der jeweils vorliegenden |IE1-Prasentation erfolgte im
IFN-y-Elispot mit IE1-Klon 12 als Effektorzellen (Abbildung 30 A, links). Als Kontrolle wurde
parallel dazu die pp65-Prasentation mit pp65-Klon 53 Uberpriift. Die beobachtete pp65-
Prasentation entsprach zu allen Untersuchungszeitpunkten den Erwartungen. Wahrend
App65- und AUS2-11_App65_GFP-infizierte HFF nicht durch pp65-Klon 53 erkannt werden
konnten, zeigten AUS2-11_GFP-infizierte Zellen ab 3 Stunden nach Infektion eine
detektierbare pp65-Prasentation, welche sich, wie bereits nach AUS2-11-Infektion
beobachtet (vgl. Abbildung 25, links), bis zu 24 Stunden nach Infektion schrittweise steigerte
(Daten nicht gezeigt). Wahrend die durch App65 und AUS2-11-GFP verursachte IE1-
Prasentation den bereits in vorherigen Experimenten erhaltenen Ergebnissen entsprach,
zeigten AUS2-11_App65_GFP-infizierte Zellen entgegen der Erwartungen zu keinem der
untersuchten Zeitpunkte nach Infektion eine starkere IE1-Prasentation als AUS2-11-GFP-
infizierte Zellen. Vielmehr wurden AUS2-11_App65_GFP-infizierte Zellen deutlich schlechter
erkannt als AUS2-11-GFP-infizierte Zellen. Wahrend AUS2-11-GFP-infizierte Zellen 12 und
24 Stunden nach Infektion eine deutliche IE1-Prasentation zeigten, konnte zur gleichen Zeit
fast keine IE1-Prasentation AUS2-11_App65_GFP-infizierter Zellen beobachtet werden.

Um einen Eindruck von der IE1-Prasentation AUS2-11_App65_GFP-infizierter Zellen zu
spateren Zeitpunkten nach Infektion zu gewinnen, wurden daraufhin Fibroblasten erneut mit
App65, AUS2-11_GFP oder AUS2-11_App65_GFP infiziert und 24, 48, 72 und 96 Stunden
nach Infektion als Zielzellen in einen IFN-y-Elispot eingesetzt (Abbildung 30 A, rechts). Als
Effektorzellen dienten IE1-Klon 12 und zur Kontrolle pp65-Klon 53. Erwartungsgemaf
zeigten  App65- und AUS2-11_App65 GFP-infizierte Zellen zu keinem der
Untersuchungszeitpunkte pp65-Prasentation, wohingegen AUS2-11_GFP-infizierte Zellen zu
jedem der untersuchten Zeitpunkte nach Infektion eine vergleichbar hohe pp65-Prasentation
aufwiesen (Daten nicht gezeigt). Ebenfalls den Erwartungen entsprach die beobachtete 1E1-
Prasentation App65- und AUS2-11_GFP-infizierter HFF. Zu keinem der untersuchten
Zeitpunkte wurden App65-infizierte Zellen durch IE1-Klon 12 erkannt, wohingegen AUS2-
11_GFP-infizierte Zellen bis zu 96 Stunden nach Infektion mit ahnlicher Effizienz detektiert
werden konnten. Auch AUS2-11_App65_GFP-infizierte Zellen wurden zu jedem der
untersuchten Infektionszeitpunkte durch IE1-Klon 12 erkannt, allerdings immer deutlich
schlechter als die AUS2-11_GFP-infizierten Zellen.
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Abbildung 30: Kooperativer Einfluss von gpUS2-gpUS11 und pp65 auf die IE1-
Prasentation

A: HFF wurden mit einer moi von 5 mit App65, AUS2-11_GFP bzw. AUS2-11_App65_ GFP
infiziert, zu den angegebenen Zeitpunkten p.i. mit 0,5% PFA fixiert (links) bzw. unbehandelt
belassen (rechts) und als Zielzellen in einen IFN-y-Elispot eingesetzt. Als Zielzellen dienten
IE1-Klon 12 mit einer Zellzahl von 500 CTL/Well (links) bzw. 200 CTL/Well.

B: HFF wurden mit den angegebenen mois mit AUS2-11_GFP bzw. AUS2-11_App65 GFP
infiziert und 24h p.i. als Zielzellen in einen IFN-y-Elispot eingesetzt. Als Effektorzellen dienten
IE1-Klon 12 mit einer Zellzahl von 200 CTL/Well.

C: HFF wurden mit einer moi von 5 mit AUS2-11_App65_GFP infiziert und gleichzeitig mit den
angegebenen Mengen an DBs versetzt. Nach 24h wurden die unterschiedlich behandelten
Zellen als Zielzellen in einen IFN-y-Elispot mit IE1-Klon 12 als Effektorzellen eingesetzt. Mock-
infizierte Zellen dienten als Negativkontrolle. Die Effektorzellen wurden in einer Zellzahl von
200 CTL/Well eingesetzt.

Die in (A), (B) und (C) dargestellten Mittelwerte und Standardabweichungen wurden jeweils
aus Triplikaten errechnet.
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Um zu klaren, ob diese zu allen untersuchten Zeitpunkten nach Infektion beobachtete
Differenz in der |E1-Prasentation AUS2-11_GFP- und AUS2-11_App65_ GFP-infizierter
Zellen durch eine Erhéhung der Infektionsdosis aufgehoben werden konnte, wurden HFF mit
einer moi von 5 mit AUS2-11_GFP und mit verschiedenen Infektionsdosen von AUS2-
11_App65_GFP infiziert und 24 Stunden nach Infektion als Zielzellen in einen IFN-y-Elispot
eingesetzt. Mock-infizierte HFF dienten als Negativkontrolle. Als Effektorzellen wurden IE1-
Klon 12 verwendet (Abbildung 30 B). Eine Erhohung der moi konnte die IE1-Prasentation
AUS2-11_App65_GFP-infizierter Zellen 24 Stunden nach Infektion jedoch nicht signifikant
erhdhen. Um abschlieRend zu Uberprifen, ob das pp65-Protein eventuell entgegen den
Erwartungen einen positiven Effekt auf die |IE1-Prasentation ausiben kdnnte und daher
AUS2-11_App65_GFP-infizierte Zellen im gesamten Verlauf der Infektion deutlich schlechter
als AUS2-11_GFP-infizierte Zellen erkannt werden konnten, wurden Fibroblasten mit einer
moi von 5 mit AUS2-11_App65_GFP infiziert und nach Zugabe unterschiedlicher
Konzentrationen an pp65 in Form subviraler DBs 24 Stunden nach Infektion bzw. DB-
Beladung im IFN-y-Elispot untersucht. Als Effektorzellen dienten IE1-Klon 12 (Abbildung
30 C). Es konnte gezeigt werden, dass die Zugabe subviraler DBs zu AUS2-11_App65_GFP-
infizierten Zellen die IE1-Prasentation nicht erhéhen und somit das Fehlen von pp65 in den
AUS2-11_App65_ GFP-infizierten Zellen nicht die Erklarung fir die reduzierte IE1-

Prasentation sein konnte.

AUS2-11_App65_GFP-infizierte Zellen wurden also im gesamten Verlauf der Infektion
deutlich schlechter erkannt als AUS2-11_GFP-infizierte Zellen. Eine Erklarung hierfir konnte
mit Hilfe der hier durchgefiihrten Experimente nicht gefunden werden. Die urspriingliche Idee
allerdings, dass die zusatzliche Entfernung von pp65 in dem bereits US2-US11-negativen
Kontext die fehlende IE1-Prasentation zwischen 1 und 12 Stunden nach Infektion
regenerieren konnte, konnte anhand der links in Abbildung 30 A dargestellten Ergebnisse

falsifiziert werden.

3.5 Einfluss des Immunevasins gpUS11 auf die MHC-Klasse-I-
restringierte Prasentation von pp65 und IE1

Obwohl Uber die molekularen Wirkmechanismen der einzelnen Immunevasine in transienten

Transfektionssystemen relativ viel bekannt ist (siehe 1.3.1), gibt es kaum Informationen Uber

ihre Bedeutung flr die Antigenprasentation im Rahmen einer HCMV-Infektion. In der

vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass sowohl die pp65- als auch die IE1-

Prasentation infizierter Zellen durch US2-US11 beeintrachtigt wird, wobei sich allerdings das

Ausmald der Beeinflussung deutlich unterscheidet. Da dabei nur die gesamte US2-US11-
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Region untersucht werden konnte, war eine Beurteilung der Bedeutung einzelner
Immunevasine in diesem Zusammenhang nicht moglich. Um dies an einem ersten Beispiel
zu versuchen, sollte eine Virusmutante verwendet werden, welche von den vier
Immunevasinen gpUS2, gpUS3, gpUS6 und gpUS11 nur noch das gpUS11 exprimieren
konnte. Zur Herstellung einer solchen Virusmutante wurde das HCMV-BAC pHB5
verwendet, dessen US2-US6-Region durch den BAC-Vektor ersetzt worden war (Borst et al.,
1999). Das aus pHBS rekonstituierte Virus enthielt also nur noch den US7-US11-Bereich der
entsprechenden Immunevasionsregion und konnte daher zur Untersuchung der Funktion des
Immunevasins gpUS11 herangezogen werden. Dazu sollte zunachst der Einfluss von
gpUS11 auf die HLA-A2-Oberflachenexpression HCMV-infizierter Zellen im Verlauf der
Infektion untersucht und mit dem der gesamten US2-US11-Region verglichen werden. Wie
unter 3.2 bereits fir Ad169 und AUS2-11 beschrieben, wurden hierzu HLA-A2-positive HFF
mit einer moi von 2 mit pHB5 infiziert und ihre HLA-A2-Oberflachenexpression 24 und 96
Stunden nach Infektion im FACS bestimmt. Als Kontrolle dienten mock-infizierte HFF. Die im
Verlauf der Infektion mit pHBS beobachtete Reduktion der HLA-A2-Oberflachenexpression
war mit der in Abbildung 12 B dargestellten Reduktion der HLA-A2-Oberflachenexpression
nach Ad169-Infektion vergleichbar (Abbildung 31 A). Diese Ergebnisse deuteten darauf hin,
dass gpUS11 alleine ausreichend war, eine Reduktion der HLA-A2-Oberflachenexpression
zu bewirken, die mit der gpUS2-gpUS11-vermittelten Reduktion vergleichbar war.

Hierauf aufbauend wurde der Stamm pHB5 verwendet, um den Einfluss von gpUS11 auf die
pp65- bzw. |IE1-spezifische MHC-Klasse-I-Prasentation zu untersuchen. In einem ersten
Versuch wurden HFF mit einer moi von 5 mit pHB15, AUS2-11 und pHBS5 infiziert und 24, 48,
72 und 96 Stunden nach Infektion die MHC-Klasse-I-restringierte pp65- bzw. IE1-
Prasentation in einem IFN-y-Elispot untersucht. Pp65-Klon 53 und IE1-Klon 12 dienten dabei
als Effektorzellen. Als Negativkontrolle wurden App65-infizierte HFF herangezogen, da diese
weder durch pp65- noch durch IE1-spezifische CTL erkannt werden kdnnen (Daten nicht
gezeigt). In Abbildung 31 B ist die US2-US11-Region von pHB15, pHB5 und AUS2-11
schematisch dargestellt. Wahrend pHB15 die gesamte Immunevasionsregion enthalt, ist
diese bei AUS2-11 vollstandig und bei pHB5 bis auf die Region von US7 bis US11 deletiert.
Somit werden durch pHB15-infizierte Zellen gpUS2, gpUS3, gpUS6 und gpUS11 exprimiert,
wohingegen pHB5-infizierte Zellen nur das gpUS11 und AUS2-11-infizierte Zellen keines

dieser vier Immunevasine exprimieren kénnen.
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Abbildung 31: Einfluss des Immunevasins gpUS11 auf die MHC-Klasse-l-restringierte
pp65- und IE1-Prasentation im Verlauf der Infektion

A: HLA-A2-positive HFF wurden mit einer moi von 2 mit pHBS5 infiziert und ihre HLA-A2-
Oberflachenexpression zu den angegebenen Zeitpunkten p.i. im Vergleich zu mock-infizierten
HFF im FACS bestimmt. Dazu wurde ein HLA-A2-spezifischer, FITC-gekoppelter Antikdrper
(BB7.2) verwendet. Als Isotypkontrolle diente ein ebenfalls FITC-gekoppelter Antikorper des
gleichen Isotyps.

B: Schematische Darstellung der Immunevasionsregion von pHB15, pHB5 und AUS2-11.
Intakte Immunevasionsgene sind rot markiert.

C: HFF wurden mit einer moi von 5 mit pHB15, AUS2-11 oder pHB5 infiziert und zu den
angegebenen Zeitpunkten p.i. als Zielzellen in einen IFN-y-Elispot eingesetzt. Als Effektorzellen
wurden pp65-Klon 53 bzw. IE1-Klon 12 mit einer Zellzahl von 200 CTL/Well verwendet. Die
dargestellten Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus Triplikaten errechnet.

pHB15- und AUS2-11-infizierte Zellen wurden sowohl von pp65-Klon 53 als auch von IE1-
Klon 12 erwartungsgemaf erkannt. Uberraschenderweise konnten die Zellen nach Infektion
mit pHB5 zu allen untersuchten Zeitpunkten mit gleich bleibend hoher Effizienz durch pp65-
Klon 53 erkannt werden, wohingegen keinerlei Erkennung pHBS-infizierter HFF durch IE1-

Klon 12 beobachtet werden konnte (Abbildung 31 C).
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Wahrend das von pHB5-infizierten Zellen exprimierte gpUS11 also keinerlei Einfluss auf die
pp65-Prasentation zu haben schien, war es offensichtlich ausreichend, die IE1-Prasentation
vollstdndig zu unterdricken. Erwartungsgemal lies sich auch nach Fixierung der pHB5-
infizierten Zellen zu Zeitpunkten zwischen 1 Stunde und 24 Stunden nach Infektion keinerlei
IE1-Prasentation nachweisen (Daten nicht gezeigt). Das Immunevasin gpUS11 war also in
der Lage, die IE1-Prasentation infizierter Zellen im gesamten Verlauf der Infektion vollsténdig
zu unterdricken, konnte die pp65-Prasentation dahingegen aber zu keinem der untersuchten

Zeitpunkte beeinflussen.

3.6 Einfluss von cmvilL-10 auf die MHC-Klasse-l-restringierte
Antigenprasentation nicht infizierter APCs
Die bisher in der vorliegenden Arbeit untersuchten Immunevasionsmechanismen waren in
ihrer Wirkungsweise auf HCMV-infizierte Zellen beschrankt und konnten daher die fur die
Stimulation einer HCMV-spezifischen CTL-Antwort wichtige Kreuzprasentation viraler
Antigene durch nicht infizierte pAPCs (Arrode et al., 2000; Arrode et al., 2002; Pepperl et al.,
2000; Tabi et al., 2001) nicht beeinflussen. Zur effizienten Verhinderung einer CD8*-T-Zell-
Antwort waren daher immunevasive Mechanismen des Virus erforderlich, die die MHC-
Klasse-l-restringierte Erkennung nicht infizierter Nachbarzellen verhindern kénnten. Das
durch HCMV kodierte Homolog des humanen Zytokins IL-10 (cmv-IL10) stellt einen hierflir
geeigneten Kandidaten dar. Es wird von infizierten Zellen freigesetzt (Kotenko et al., 2000)
und akkumuliert im Verlauf der Infektion im Kulturiberstand (Chang et al., 2004). Obwonhl
das virale IL-10 nur eine 27%ige Ubereinstimmung mit dem humanen IL-10 aufweist, erfolgt
die SignalUbertragung Uber den humanen IL-10-Rezeptorkomplex (Jones et al., 2002;
Kotenko et al., 2000). Ahnlich wie dem humanen IL-10 konnten auch dem cmvIL-10 bereits
verschiedene immunsuppressive Funktionen zugeschrieben werden (Spencer et al., 2002;
Chang et al., 2004; Raftery et al., 2004). Von besonderer Bedeutung fur eine eventuelle
Suppression der CD8"-T-Zell-Erkennung war hierbei die Beobachtung, dass in einigen Fallen
durch rekombinantes cmvIL-10 eine Reduktion der MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression
LPS-stimulierter Monozyten hervorgerufen werden konnte (Spencer et al., 2002). Eventuelle
Auswirkungen dieser Reduktion auf die MHC-Klasse-I-restringierte Antigenerkennung und
damit auf die T-Zell-Stimulation wurden in diesem Zusammenhang allerdings nicht
untersucht. Daruber hinaus lie® die rekombinante Expression des viralen IL-10-Homologs
keine Schlisse Uber die Funktion des Zytokins im Kontext einer Virusinfektion zu. Infizierte
Zellen setzen neben dem cmvIL-10 eine Reihe von léslichen Mediatoren wie beispielsweise
Interferone frei, welche geeignet sind, den durch cmvlL-10 induzierten Effekt zu

beeinflussen.
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte daher der Einfluss von cmvIL-10 auf die MHC-
Klasse-I-restringierte Antigenprasentation nicht infizierter Zellen im Kontext der Virusinfektion
untersucht werden. In Vorarbeiten von Frau Dr. Pepperl-Klindworth konnte auf dem
Hintergrund des HCMV-Laborstamms Ad169 eine cmvliL-10-Deletionsmutante hergestellt
werden, in der die flir Rezeptorbindung und Signallbertragung essentielle Region des
cmvIL-10 zerstort worden war. Die entsprechende Region der resultierenden cmviL-10-
Deletionsmutante RVAdIL10C ist in Abbildung 32 schematisch dargestellt.
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Abbildung 32: Schematische Darstellung der cmviL-10-Region (UL111a) im Genom
der Staimme Ad169 bzw. RVAdIL10C.

A: Schematische Darstellung der cmvIL-10-Region (UL111a). Die drei Exons des cmvIL-
10-Gens sind als gelbe Balken dargestellt, die gestrichelten Linien stellen die Introns dar.
Die blauen Punkte markieren die AS, welche den Bereich des cmviL-10 flankieren, der
zur Herstellung von RVAdIL10C deletiert wurde. Die genauen Positionen sind angegeben.
Die Exon-Intron Struktur der mRNA des cmvIL-10-Gens ist oberhalb des UL111a-
Bereichs als Pfeil dargestellt. Die gestrichelten Linien stellen erneut die Introns dar.

B: Schematische Darstellung der cmviL-10-Region im Genom von Ad169 bzw.
RVAdIL10C. Der Bereich zwischen den mit blauen Punkten markierten AS 49 und AS 174
wurde zur Herstellung der IL-10-Deletionsmutante RVAdIL10C deletiert.

Die erfolgreiche Entfernung des cmvIL-10 konnte in Northern Blot - Analysen bestatigt
werden. Wahrend 96 Stunden nach Infektion aus Ad169-infizierten Fibroblasten grof3e
Mengen an cmvIL-10-RNA isoliert werden konnten, zeigten RVAdIL10C-infizierte Zellen zum
untersuchten Zeitpunkt keine entsprechende RNA-Bande. AnschlieRend durchgefihrte
Wachstumskinetiken zeigten keinerlei Unterschied zwischen der cmvIL-10-Deletionsmutante
und dem entsprechenden parentalen Virusstamm (Pepperl-Klindworth et al., 2006). Mit Hilfe
dieser cmvlL-10-Deletionsmutante sollte nun der Einfluss von cmviIL-10 auf die
Antigenprasentation durch nicht infizierte Zellen untersucht werden. Da die Analyse des
durch cmvlL-10 induzierten Effekts auf die MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression primarer
hamatopoetischer Zellen aufgrund der Variabilitdt der unterschiedlichen Spender kein
eindeutiges Ergebnis liefern konnte (Spencer et al., 2002), sollte in der vorliegenden Arbeit
die humane Monozyten-Zelllinie THP-1 verwendet werden. In der Vergangenheit konnte
bereits gezeigt werden, dass THP-1-Zellen eine IL-10-Rezeptor-vermittelte
Signaltransduktion aufweisen (Murthy et al., 2000). Aufgrund der groflen Heterogenitat

verschiedener THP-1-Zell-Klone sollte allerdings im Rahmen der vorliegenden Arbeit
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dennoch Uberprift werden, ob die verwendeten Zellen den humanen IL-10-Rezeptor auf
ihrer Oberflache exprimierten. In einer FACS-Analyse mit dem fur den humanen IL-10-
Rezeptor spezifischen Antikérper Klon 37607.11 konnte die IL-10-Rezeptor-Expression auf
der Oberflache der verwendeten THP-1-Zellen verifiziert werden (Abbildung 33). Die
ausgesuchte Zelllinie sollte also in der Lage sein, durch IL-10-Rezeptor-vermittelte

Signallbertragung auf cmvIL-10 zu reagieren.

120 Abbildung 33: FACS-Analyse der Oberflachen-
100 expression des humanen IL-10-Rezeptors auf
THP-1-Zellen
o 80 THP-1-Zellen wurden mit dem IL-10-Rezeptor-
% 60 spezifischen Antikérper Klon 37607.11 gefarbt und
o anschlieBend im FACS untersucht. Die Detektion des
0 Primarantikérpers erfolgte mit einem FITC-markierten
20 Sekundérantikérper. Die Isotypkontrolle ist darge-
0 ovass et stellt.
10° 10’ 10? 10° 10* IL-10R: IL-10-Rezeptor
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Um definierte experimentelle Bedingungen zu schaffen, wurden Kulturiiberstdnde von
Fibroblasten, die mit der cmviL-10-Deletionsmutante RVAdIL10C infiziert worden waren, mit
definierten Mengen an rekombinantem cmvIL-10 versetzt. Die so konditionierten
Kulturiiberstande wurden hinsichtlich ihrer Wirkung auf die MHC-Klasse-I-restringierte
Antigenprasentation durch THP-1-Zellen untersucht. Die biologische Aktivitat des
verwendeten rekombinanten cmvlL-10 wurde zuvor mit Hilfe der Zelllinie 16-9(IL-
10R1/yR1/IL-10R2) Uberpruft. Diese Zellen wurden uns freundlicherweise von Dr. Kotenko,
Newark, New Jersey, USA, zur Verfigung gestellt. Um die Detektion einer durch IL-10
induzierten biologischen Aktivitat zu erleichtern, war diese auf 16-9-Hamsterzellen
basierende Zelllinie stabil mit einem Fusionsprotein aus der IL-10-Bindedomane des IL-10-
Rezeptors und der transmembranen und intrazellularen Domane der R1-Kette des IFN-y-
Rezeptors transfiziert worden (Kotenko et al, 1997). Durch die Aktivierung dieses
modifizierten Rezeptors wurde in den Zellen eine IFN-y-Antwort ausgeldst, welche unter
anderem eine Erhéhung der MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression beinhaltete (Kotenko et
al., 1997; Kotenko et al., 2000). 16-9(IL-10R1/yR1/IL-10R2)-Zellen wurden fir 24 Stunden
mit 100 pg/ml bzw. 10 ng/ml rekombinantem cmvIL-10 behandelt und anschlieend ihre
MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression mit dem MHC-Klasse-I-spezifischen Antikérper W6/32
untersucht. Als Kontrolle dienten mock-behandelte Zellen. Die in Abhangigkeit von der
jeweiligen cmvlL-10-Konzentration ansteigende MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression der
16-9(IL-10R1/yR1/IL-10R2)-Zellen entsprach der erwarteten IFN-y-Antwort und konnte somit
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als Beweis der IL-10-Rezeptor-vermittelten Wirkungsweise des rekombinanten cmvIL-10

herangezogen werden (Abbildung 34).
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Abbildung 34: FACS-Analyse zur Untersuchung der biologischen Aktivitat
des rekombinanten cmviL-10

16-9 Hamsterzellen, welche einen chimaren Rezeptor aus extrazelluldarer Doméane
des IL-10-Rezeptors und transmembraner und intrazellularer Domane des IFN-y-
Rezeptors exprimieren (16-9(IL-10R1/yR1/IL-10R2)-Zellen) wurden fur 24 Stunden
mit den angegebenen Konzentrationen an rekombinantem cmvIL-10 behandelt und
anschlielend per FACS auf ihre MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression untersucht.
Dazu wurde der MHC-Klasse-I-spezifische Antikdrper W6/32 verwendet. Mock-
behandelte Zellen dienten als Kontrolle. Die Detektion des Primarantikdrpers
erfolgte mit einem FITC-markierten Sekund&rantikdrper. Der Anstieg der MHC-
Klasse-lI-Expression nach cmvlL-10-Behandlung wird durch eine durch den
chimaren Rezeptor ausgeldste IFN-y-Antwort hervorgerufen.

Um den von cmvIL-10 hervorgerufenen Effekt vor dem Hintergrund der anderen, ebenfalls
durch HCMV-infizierte Zellen freigesetzten Substanzen untersuchen zu kénnen, wurden
Uberstdnde RVAdIL10C-infizierter HFF sieben Tage nach Infektion mit unterschiedlichen
Mengen an rekombinantem cmvlIL-10 versetzt und anschlief’end zur Behandlung von THP-1-
Zellen eingesetzt. Da die MHC-Klasse-I-restringierte Antigenprasentation nicht infizierter
Zellen untersucht werden sollte, musste gewahrleistet werden, dass die verwendeten THP-1-
Zellen durch die Zugabe der Viruslberstéande nicht infiziert worden waren. Obwohl diese
Zellen fir die Replikation von HCMV nicht permissiv sind (Daten nicht gezeigt und
(Weinshenker et al., 1988)), wurden die verwendeten RVAdIL10C-Virusiberstande dennoch
vor der Zugabe des cmvlL-10 durch Filtration von infektidsen Viruspartikeln befreit. Die
erfolgreiche Entfernung infektidser Viruspartikel konnte anschlielend Uber eine
Immunfluoreszenz-Analyse von mit diesem Uberstand infizierten HFF bestétigt werden. 48
Stunden nach ,Infektion“ konnten keine IE1-positiven Zellen nachgewiesen werden, wahrend
Zellen, die mit dem Original-Uberstand infiziert worden waren, zu fast 100% ein deutliches
IE1-Signal zeigten (Daten nicht gezeigt). Die THP-1-Zellen wurden fur 48 Stunden mit dem
mit cmvIL-10 versetzten virusfreien RVAdIL10C-Uberstand behandelt, anschlieRend mit

pp65- bzw. IE1-Peptid in einer Konzentration von 10®M beladen und direkt als Zielzellen in
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einen vier Stunden CFT eingesetzt. Als Effektorzellen wurden pp65-Klon 53 bzw. IE1-Klon
12 in einem E/Z von 30:1 verwendet. Unbeladene THP-1-Zellen dienten jeweils als
Negativkontrolle. Als Positivkontrolle wurden mit RVAdIL10C-Uberstand behandelte THP-1-
Zellen eingesetzt, welche zuvor mit dem jeweiligen Peptid beladen worden waren
(Abbildung 35).
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Abbildung 35: CFT zur Analyse des Einflusses von cmviIL-10 auf die MHC-Klasse-I-
restringierte Antigenpréasentation nicht infizierter THP-1-Zellen

THP-1-Zellen wurden fiir 48 Stunden mit virusfreiem Uberstand RVAdIL10C-infizierter
HFF (AIL10-US) behandelt. Dieser Uberstand war 7 Tage nach Infektion der HFF
gewonnen worden. Wahrend der 48-stiindigen Inkubation wurde der AIL10-US mit den
angegebenen Konzentrationen an rekombinantem cmvIL-10 versetzt. Anschliefend
wurden die behandelten Zellen mit pp65- bzw. IE1-Peptid in einer Konzentration von
10"°M beladen und als Zielzellen in einen 4 Stunden CFT eingesetzt. Pp65-Klon 53 (links)
bzw. IE1-Klon 12 (rechts) dienten in einem E/Z von 30:1 als Effektorzellen. Die nach
Behandlung mit AIL10-US ohne Zugabe von cmviL-10 beobachtete Lyse peptidbeladener
THP-1-Zellen wurde als 100% definiert. Die nach Zugabe von verschiedenen Mengen des
cmvIL-10 auftretende Lyse wurde als dazu relative Lyse angegeben. Als Hintergrund ist
jeweils die Lyse unbehandelter THP-1-Zellen ohne Peptid dargestellt. Mittelwerte und
Standardabweichungen wurden aus 3 unabhangigen Experimenten ermittelt.

Durch die Zugabe von cmvlL-10 konnte keine signifikante Veranderung der Erkennung der
Zellen durch pp65- bzw. IE1-spezifische CTL beobachtet werden. Weder die pp65- noch die
IE1-Prasentation der THP-1-Zellen wurde demnach durch die Behandlung mit cmvIL-10
dergestalt beeinflusst, dass es sich in einer veranderten CTL-Erkennung bemerkbar gemacht
hatte. Diese Ergebnisse deuten zusammen mit anderen in der Arbeitsgruppe zuvor
erhaltenen Ergebnissen (Pepperl-Klindworth et al., 2006) darauf hin, dass cmvIL-10 im
Rahmen der Virusinfektion keinen direkten Einfluss auf die MHC-Klasse-I-restringierte

Erkennung von nicht infizierten pAPCs hat.
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4 Diskussion

Das Humane Cytomegalovirus (HCMV) ist ein Erreger von grofer klinischer Bedeutung.
Wahrend eine Infektion bei immunkompetenten Personen in der Regel sehr effizient durch
das Immunsystem kontrolliert und damit die Entwicklung von Krankheitssymptomen
verhindert werden kann, kommt es bei Patienten mit geschwachtem oder unausgereiftem
Immunsystem trotz antiviraler Therapie oft zu schwerwiegenden Erkrankungen. Bei der
immunologischen Kontrolle einer Infektion mit HCMV spielen besonders CD8*-T-Zellen eine
entscheidende Rolle (Riddell et al., 1991b; Reusser et al., 1991; Riddell et al., 1992; Walter
et al., 1995; Einsele et al., 2002; Peggs et al., 2003). Obwohl diese gegen ein breites
Spektrum an viralen Zielstrukturen gerichtet zu sein scheinen (Elkington et al., 2003;
Sylwester et al., 2005), wurde in diesem Zusammenhang den HCMV-Proteinen pp65 und
IE1 bisher besondere Aufmerksamkeit geschenkt. CTL dieser beiden Spezifitaten werden im
Blut gesunder, HCMV-seropositiver Spender mit hohen Pravalenzen und Frequenzen
gefunden (Laughlin-Taylor et al., 1994; Wills et al., 1996; Boppana & Britt, 1996; Borysiewicz
et al., 1988a; Borysiewicz et al., 1988b; Kern et al., 1999; Gyulai et al., 2000; Khan et al.,
2002). AuRerdem scheinen sie maligeblich an der Vermittiung von Schutz vor HCMV-
bedingten Erkrankungen beteiligt zu sein (Riddell et al., 1992; Walter et al., 1995; Bunde et
al., 2005; Cobbold et al., 2005). Diese offensichtlich protektive HCMV-spezifische CD8"-T-
Zell-Antwort steht dabei im Widerspruch zu der in in vitro - Systemen beobachteten Fahigkeit
des Virus, durch verschiedene immunevasive Strategien die MHC-Klasse-I|-Prasentation zu
verhindern und somit einer Erkennung durch zytotoxische T-Zellen zu entgehen. Die
Moglichkeit, dass diese in vitro beobachtete Unterdriickung der MHC-Klasse-I-Prasentation
auf die Prasentation viraler Antigene in vivo gar keinen Einfluss haben kdnnte, erscheint
aufgrund einer kirzlich veroéffentlichten Arbeit aus dem MCMV-System eher
unwahrscheinlich. Hier hatte gezeigt werden kdnnen, dass die MHC-Klasse-I-Prasentation
viraler Antigene auch in vivo durch die CMV-vermittelte Immunevasion verhindert werden
kann (Holtappels et al., 2004). Trotz des grof3en Interesses, welches einerseits der US2-
US11-vermittelten Immunevasion und andererseits der pp65- bzw. I|E1-spezifischen
antiviralen CD8"-T-Zell-Antwort entgegen gebracht wurde, war Uber die Auswirkungen der
Immunevasion auf die Prasentation dieser beiden am besten untersuchten Zielantigene von
HCMYV zu Beginn der vorliegenden Arbeit nichts bekannt. Stattdessen wurde das mehrfach
beobachtete Fehlen einer IE1-spezifischen Erkennung HCMV-infizierter Fibroblasten in vitro
(Gilbert et al., 1993; Khan et al.,, 2002) durch eine selektive Unterdrickung der IE1-
Prasentation durch das Tegumentprotein pp65 erklart (Gilbert et al., 1996).

Gegenstand der vorliegenden Arbeit sollte es daher sein, die Auswirkungen der US2-US11-
vermittelten Immunevasion auf die pp65- bzw. IE1-spezifische MHC-Klasse-I-Prasentation

zu untersuchen und daruber hinaus die von Gilbert und Kollegen beobachtete Unterdriickung
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der IE1-Prasentation durch pp65 zu Uberprifen und in den Kontext einer méglichen US2-
US11-vermittelten Unterdriickung der IE1-Prasentation einzuordnen.

Die US2-US11-vermittelte Immunevasion ist in ihrer Wirkungsweise auf infizierte Zellen
beschrankt und kann daher die MHC-Klasse-I-Prasentation nicht infizierter Nachbarzellen
nicht beeinflussen. In Zellkultur-Systemen konnte jedoch gezeigt werden, dass virales
Antigen von HCMV-infizierten Zellen durch nicht permissive pAPCs wie DCs oder
Makrophagen aufgenommen und effizient Gber MHC-Klasse-l prasentiert werden kann
(Arrode et al., 2000; Arrode et al., 2002; Tabi et al., 2001). Dieses als Kreuzprasentation
bezeichnete Phanomen stellt nach bisherigem Kenntnisstand einen wesentlichen
Mechanismus fiir die effiziente Stimulation einer CD8"-T-Zell-Antwort in vivo dar. Um nun
diesen alternativen Weg der T-Zell-Aktivierung ebenfalls zu unterwandern, ware eine
immunevasive Funktion des Virus erforderlich, welche die MHC-Klasse-I-Prasentation nicht
infizierter Nachbarzellen und damit die Kreuzprasentation mit daraus folgender Stimulation
einer CTL-Antwort durch pAPCs verhindern kann. Ein Kandidat hierfir ist das von HCMV
kodierte IL-10-Homolog cmvlL-10 (Kotenko et al., 2000; Lockridge et al., 2000). In der
vorliegenden Arbeit sollte daher nach einem mdéglichen Einfluss dieses viralen Zytokins auf
die MHC-Klasse-I-Kreuzprasentation viraler Antigene im Kontext einer HCMV-Infektion
gesucht werden.

Die Messung der antigenspezifischen MHC-Klasse-I-Prasentation sollte mit Hilfe pp65- bzw.
IE1-spezifischer CTL-Klone erfolgen, welche im Rahmen der vorliegenden Arbeit durch
Peptidimmunisierung von HLA-A2-transgenen Mausen mit immundominanten, HLA-A2-

restringierten Peptiden aus pp65 bzw. IE1 generiert werden sollten.

41 Messung der antigenspezifischen MHC-Klasse-l-Prasentation

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Messungen der pp65- bzw. |IE1-spezifischen
MHC-Klasse-I-Prasentation wurden mit Hilfe antigenspezifischer CTL-Klone durchgefiihrt.
Aufgrund ihrer Langlebigkeit unter Zellkulturbedingungen wurden hierzu murine CTL-Klone
verwendet, welche durch Peptidimmunisierung HLA-A2-transgener Mause etabliert werden
konnten. Zur Immunisierung wurden das pp65-Peptid von AS 495 bis 503 (Wills et al., 1996;
Diamond et al., 1997) und das IE1-Peptid von AS 297 bis 305 (Gallez-Hawkins et al., 2003)
ausgewahlt. Spezifische CTL gegen das verwendete pp65-Peptid kbnnen im peripheren Blut
HLA-A2-positiver Spender mit einer Pravalenz von ber 70% (Kern et al., 2000; Khan et al.,
2002) und Frequenzen von bis zu 5% (Gillespie et al., 2000; Khan et al., 2002)
nachgewiesen werden. Fir das verwendete IE1-Peptid ist dies hingegen weniger genau
untersucht. In der Vergangenheit konnten verschiedene HLA-A2-restringierte Epitope aus
IE1 identifiziert und entsprechende CTL-Spezifitaiten im Blut seropositiver Spender

nachgewiesen werden (Retiere et al., 2000; Frankenberg et al., 2002; Khan et al., 2002;
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Gallez-Hawkins et al., 2003). CTL gegen das in der vorliegenden Arbeit ausgewahlte 1E1-
Peptid konnten dabei in einer Studie in 2 von 4 untersuchten seropositiven Spendern
detektiert werden (Gallez-Hawkins et al., 2003). Wahrend der entsprechende pp65-
spezifische CTL-Klon bereits verfugbar war (Frankenberg, 2002), musste ein IE1-
spezifischer CTL-Klon im Rahmen der vorliegenden Arbeit noch etabliert werden.

Neben dem genannten IE1-Peptid von AS 297 bis 305 (Gallez-Hawkins et al., 2003) ist ein
weiteres, ebenfalls HLA-A2-restringiertes Peptid aus IE1 bekannt, welches in verschiedenen
Studien als immundominantes CTL-Epitop dieses Proteins beschrieben worden ist (Khan et
al., 2002; Hebart et al., 2003). Auch gegen dieses, die AS 316 bis 324 umfassende Epitop,
wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit ein spezifischer CTL-Klon etabliert, der hohe
Antigenspezifitat und -sensitivitat aufwies. Aufgrund einer besseren Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse mit den IE1.97.305-spezifischen CTL allerdings wurden alle in der vorliegenden
Arbeit gezeigten Experimente mit dem CTL-Klon dieser Spezifitat durchgefiihrt.

Die beiden Uber Peptidimmunisierung HLA-A2-transgener Mause und anschliellende
Klonierung Uber limiting dilution hergestellten CTL-Klone pp65-Klon 53 und IE1-Klon 12
zeigten eine hohe Spezifitat fir ihr entsprechendes Antigen im Kontext von HLA-A2. Dabei
zeigte nur pp65-Klon 53 auch eine geringgradige Erkennung von pp65-negativen, HLA-A2-
positiven Zellen (Abbildungen 8 und 10). Durch die zur Kultivierung notwendigen
wochentlichen Restimulierungen mit HLA-A2-positiven Zellen schien dabei also eine von
dem pp65-Peptid unabhangige Spezifitdt flir ein zelluldres, im Kontext von HLA-A2
prasentiertes Peptid selektioniert worden zu sein. Die Eliminierung dieser ungewollten
Spezifitdt Uber einen zusatzlichen Klonierungsschritt erschien dabei nicht Erfolg
versprechend, da davon auszugehen war, dass sich in der Folge der unumganglichen
Restimulierungen im Kontext von HLA-A2 eine derartige Spezifitat erneut ausbilden wurde.
Durch eine in allen durchgefiihrten Experimenten mitgefliihrte Negativkontrolle aber konnte
diese pp65-unabhangige Erkennung von der pp65-spezifischen Erkennung klar
unterschieden werden. Ein entsprechendes Peptid, welches im Kontext von HLA-A2 durch
den T-Zell-Rezeptor von IE1-Klon 12 erkannt werden konnte, schien nicht zu existieren, da
durch IE1-Klon 12 eine solche Kreuzreaktivitat nicht entwickelt wurde (Abbildung 10).
Daruber hinaus wurde zwischen den beiden CTL-Klonen ein Sensitivitatsunterschied
festgestellt, der sich besonders deutlich im IFN-y-Elispot zeigte (Abbildung 9). Wahrend
pp65-Klon 53 peptidbeladene Zielzellen hier bis zu einer Konzentration von 10°M erkennen
konnte, war eine Erkennung durch IE1-Klon 12 nur bei einer Peptidkonzentration von
mindestens 10°M gewahrleistet. Die beiden CTL-Klone unterschieden sich also in der
Sensitivitat fur ihr entsprechendes Antigen um etwa einen Faktor 10. Dies konnte sich
daraus erklaren, dass fur die Etablierung der beiden CTL-Klone unterschiedliche transgene

Mausstdmme verwendet worden waren. Wahrend pp65-Klon 53 in CD8xA2 doppelt
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transgenen Mausen hergestellt worden war, waren zur Etablierung von IE1-Klon 12
CD8xCyA2K® doppelt transgene Mause verwendet worden. In beiden Mausstdmmen kann
das jeweilige Peptid durch die Expression der a4- und a,-Doméane des humanen HLA-A2-
Moleklls effizient prasentiert werden. Somit war die wichtigste Voraussetzung fir die
Stimulation einer CTL-Antwort gegeben. Wahrend die CD8-vermittelte Kostimulation dabei
im Falle von pp65 durch die Interaktion des humanen CD8-Rezeptors mit der az-Doméane
des humanen HLA-A2 gewahrleistet wurde, musste diese im Falle von IE1 durch Interaktion
des murinen CD8-Molekils mit der murinen os-Doméane des chimaren MHC-Klasse-I-
Molekiils A2K® erfolgen (Abbildung 7 A). Im Falle von IE1-Klon 12 unterschied sich also der
fur die Erkennung der humanen APCs in den anschlieBenden Zellkulturexperimenten
bendtigte humane CD8-Korezeptor von dem zum Priming verwendeten entsprechenden
murinen Molekil. Im Falle von pp65-Klon 53 dahingegen wurde sowohl zum Priming als
auch zur anschlieBenden Erkennung der humanen Kulturzellen der humane CD8-Korezeptor
verwendet (Abbildung 7). Eventuell war also die unterstitzende Kostimulation durch den
humanen CD8-Rezeptor im Falle von IE1-Klon 12 schwacher und daher dieser CTL-Klon
weniger sensitiv als der entsprechende pp65-spezifische Klon.

Eine andere Erklarungsmoglichkeit fur die weniger sensitive Erkennung von mit IE1-Peptid
beladenen Zellen ware, dass nicht die CTL-Klone unterschiedliche Sensitivitaten flr ihr
Antigen, sondern die verschiedenen HLA-A2-Peptid-Komplexe an der Zelloberflache
unterschiedliche Stabilitaten aufwiesen. Zur Uberpriifung der Sensitivitat der CTL wurden im
Rahmen der vorliegenden Arbeit humane T2-Zellen mit verschiedenen Konzentrationen an
Peptid beladen und anschlieRend ihre Erkennung durch pp65-Klon 53 und IE1-Klon 12
Uberprift. Die verwendeten Peptidkonzentrationen bezogen sich dabei nicht auf das nach
der Beladung tatsachlich mit HLA-A2 assoziierte Peptid, sondern lediglich auf die Menge an
zugegebenem Peptid. Dieses synthetische Peptid kann entweder direkt an der
Zelloberflache an HLA-A2-Molekule binden, oder aber von den Zellen internalisiert und in
den MHC-Klasse-I-Prasentationsweg eingeschleust werden (Townsend et al., 1985;
Townsend et al., 1986; Townsend et al., 1989). Dabei ist die Affinitat des jeweiligen Peptids
zu HLA-A2 fur die Stabilitat des entstehenden MHC-Klasse-I-Peptid-Komplexes ((Eberl et al.,
1996) und darin angegebene Referenzen) und somit fur die tatsachlich auf der Oberflache
der beladenen Zellen vorliegende HLA-A2-assoziierte Peptidkonzentration entscheidend.
Tatsachlich zeigte das verwendete |IE1-Peptid in HLA-A2-Stabilisierungs-Assays eine nur
etwa halb so starke Affinitat zu HLA-A2 wie das verwendete pp65-Peptid (Gallez-Hawkins et
al., 2003; Hebart et al., 2003).

Obwohl also durchaus die Méglichkeit bestand, dass pp65-Klon 53 und IE1-Klon 12 ihr mit
HLA-A2-assoziiertes Antigen mit vergleichbarer Sensitivitat erkennen konnten und lediglich

die Peptidkonzentration auf der Oberflache nach exogener Peptidbeladung aufgrund der
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unterschiedlichen Affinitdten der beiden Peptide zu HLA-A2 variierte, musste fur alle im
Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefuhrten Experimente die eventuell geringere

Sensitivitat von IE1-Klon 12 in die Interpretation der Ergebnisse mit einbezogen werden.

4.2 Einfluss der US2-US11-Region auf die pp65-Prasentation

Obwohl die HCMV-spezifische CTL-Antwort offensichtlich gegen eine Vielzahl von viralen
Zielantigenen gerichtet ist (Elkington et al., 2003; Sylwester et al., 2005), nimmt das
Tegumentprotein pp65 in diesem Zusammenhang eine Sonderstellung ein. In gesunden,
HCMV-seropositiven Spendern kénnen pp65-spezifische CTL-Antworten in hohen
Frequenzen gemessen werden (Laughlin-Taylor et al., 1994; Wills et al., 1996; Boppana &
Britt, 1996; Khan et al., 2002) und der adoptive Transfer entsprechender T-Zell-Linien
schutzt KMT- oder Stammzelltransplantations-Patienten vor HCMV-bedingten Erkrankungen
(Riddell et al., 1992; Walter et al., 1995; Cobbold et al., 2005). Trotz des grolien Interesses,
welches dem pp65-Protein in seiner Funktion als Zielantigen der HCMV-vermittelten CTL-
Antwort seit mehr als 20 Jahren entgegen gebracht wird, war zu Beginn der vorliegenden
Arbeit Gber eine eventuelle Beeinflussung der pp65-spezifischen MHC-Klasse-I-Prasentation
durch die US2-US11-vermittelte Immunevasion von HCMV nichts bekannt. Frihere Studien
hatten gezeigt, dass in vitro - infizierte Fibroblasten Uber einen Zeitraum von 2 bis 66
Stunden nach Infektion durch pp65-spezifische CTL erkannt werden kénnen (Laughlin-Taylor
et al., 1994). Demgegenuber wurde kirzlich beobachtet, dass die pp65-Prasentation
infizierter Zellen durch die Expression von gpUS2-gpUS11 beeintrachtigt wird; in zwei
unabhangigen Studien konnte gezeigt werden, dass Ad169-infizierte Fibroblasten
24 Stunden nach Infektion deutlich schlechter erkannt werden als Zellen, die mit einer US2-
US11-Deletionsmutante infiziert worden waren (Manley et al., 2004; Khan et al., 2005).

Durch die in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Ergebnisse konnten diese Beobachtungen
zum einen bestatigt und zum anderen auf den gesamten Verlauf der Infektion erweitert
werden. In Ubereinstimmung mit den von McLaughlin-Taylor und Kollegen veréffentlichten
Daten (Laughlin-Taylor et al., 1994) konnte gezeigt werden, dass HCMV-infizierte
Fibroblasten das pp65-Peptid bis 72 Stunden nach Infektion prasentieren kdénnen. Das
Ausmall der Prasentation nahm dabei allerdings im Verlauf der Infektion deutlich ab.
96 Stunden nach Infektion war kein MHC-Klasse-I-prasentiertes pp65-Peptid mehr auf der
Oberflache der infizierten Zellen nachweisbar (Abbildung 18). Da dieser Effekt durch die
Verwendung der US2-US11-Deletionsmutante AUS2-11 (Falk et al., 2002) vollstandig
kompensiert werden konnte, musste die beobachtete Abnahme der pp65-Prasentation im
Verlauf der Infektion durch die US2-US11-kodierte Immunevasion vermittelt worden sein
(Abbildung 18). Die Prasentation von pp65 fand demnach weder vollig unabhangig von US2-

US11 statt, noch wurde sie zu einem Zeitpunkt vor 96 Stunden nach Infektion durch die
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Immunevasion vollstandig unterdrickt. Vielmehr schien sie durch die Expression von gpUS2-
gpUS11 im Verlauf der Infektion schrittweise reduziert zu werden. Eine mogliche Erklarung
fur diese bis 72 Stunden nach Infektion zu beobachtende ,US2-US11-unabhéngige pp65-
Prasentation* wurde durch den Befund geliefert, dass das im Zuge der Viruspenetration in
grollen Mengen ins Zytosol eingebrachte Tegumentprotein direkt ohne de novo
Proteinsynthese in den MHC-Klasse-I-Prasentationsweg der infizierten Zellen eingeschleust
und an der Zelloberflache prasentiert werden kann (Laughlin-Taylor et al., 1994; Riddell et
al., 1991a; Pepperl et al., 2000; Pepperl-Klindworth et al., 2003). Es war demnach
vorstellbar, dass dieses Partikel-assoziierte pp65 unmittelbar nach Infektion prozessiert und,
bevor die Immunevasine ihre Wirkung in der infizierten Zelle entfalten konnten, bereits in
Assoziation mit MHC-Klasse-l an der Oberflache prasentiert werden konnte. Um solche
MHC-Klasse-I-Peptid-Komplexe allerdings bis zu 72 Stunden nach Infektion noch auf der
Oberflache der Zellen nachweisen zu kénnen, muissten die Komplexe dort aul3ergewohnlich
langlebig sein. Die Stabilitat von MHC-Klasse-I-Peptid-Komplexen an der Zelloberflache wird
hauptsachlich durch ihre Dissoziationsgeschwindigkeit und damit durch die Affinitat des
beteiligten Peptids zum prasentierenden MHC-Allomorph determiniert. Darlber hinaus wird
auch die Immunogenitat eines bestimmten Peptids malfigeblich durch die Stabilitat seines
Komplexes mit MHC-Klasse-I bestimmt (Chen et al., 2000; Yu et al., 2004; Kambayashi et
al., 2004). Da das verwendete pp65-Peptid eine hohe Bindekapazitat fur das HLA-A2-
Allomorph aufweist (Wills et al., 1996; Diamond et al., 1997) und gleichzeitig eines der
immundominanten CTL-Epitope von HCMV darstellt, war eine stabile Komplexierung mit
HLA-A2 durchaus nahe liegend. Eine direkte Untersuchung der Stabilitat der resultierenden
Oberflachenkomplexe wurde allerdings bisher nicht durchgefiihrt. Um den in der
vorliegenden Arbeit beobachteten Effekt zu erhalten (Abbildung 18), ware eine Halbwertszeit
der entsprechenden MHC-Komplexe von etwa 24 Stunden zu fordern. Tatsachlich ist eine
derartige Stabilitdt von MHC-Klasse-I-Peptid-Komplexen nicht unrealistisch ((Eberl et al.,
1996) und darin angegebene Referenzen).

Alternativ kdnnte die verlangerte Prasentation von pp65 damit erklart werden, dass trotz der
Expression von gpUS2-gpUS11 MHC-Klasse-l-pp65-Peptid-Komplexe in einem Ausmal} auf
die Zelloberflache transportiert werden, welches die Erkennung der infizierten Zellen bis zu
72 Stunden nach Infektion zulasst. Mit Hilfe einer Saurebehandlung war es moglich, die
MHC-Klasse-I-gebundenen Peptide von der Oberflache infizierter Zellen zu entfernen. Mittels
dieser Methode konnte nachgewiesen werden, dass trotz der Expression der US2-US11-
Region bis zu 72 Stunden nach Infektion noch Prozessierung und Prasentation von pp65
stattfand. Nur ein geringer Teil der jeweils nachweisbaren pp65-Prasentation schien dabei
auf stabilen Komplexen zu beruhen, die bereits 24 Stunden zuvor auf der Oberflache der

Zellen detektierbar waren (Abbildung 20). Ob das zu spateren Zeitpunkten nach Infektion
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prozessierte pp65 dabei aus Partikel-assoziiertem oder de novo synthetisiertem Protein
stammte, konnte mit den hier gewahlten experimentellen Ansatzen nicht geklart werden. Das
Uber Viruspartikel in die Zelle eingebrachte pp65 ist bei fehlender viraler Genexpression
noch bis zu 96 Stunden nach Infektion in den entsprechenden Zellen nachweisbar (Daten
nicht gezeigt). Wahrend der Infektion werden in der gleichen Zeitspanne grol3e Mengen des
Proteins neu synthetisiert. Somit stellen sowohl das Partikel-assoziierte als auch das de
novo synthetisierte Protein mdgliche Quellen fir die pp65-Prozessierung und -Prasentation
in Gegenwart der Immunevasion dar.

In Ubereinstimmung mit der aktuellen Literatur (Manley et al., 2004; Khan et al., 2005)
konnte in der vorliegenden Arbeit bereits 24 Stunden nach Infektion eine Beeintrachtigung
der pp65-Prasentation durch US2-US11 nachgewiesen werden (Abbildung 18). Somit
musste die Beeinflussung durch die US2-US11-Region bereits zu einem Zeitpunkt vor
24 Stunden nach Infektion begonnen haben. Um den Beginn des Einflusses von US2-US11
auf die Prasentation von pp65 zeitlich festlegen zu kénnen, wurden zu verschiedenen
Zeitpunkten zwischen 1 und 24 Stunden nach Infektion die MHC-Klasse-I-Komplexe von der
Oberflache der infizierten Zellen entfernt und dann die Regenerationsfahigkeit der pp65-
Prasentation in Abhangigkeit von US2-US11 untersucht. Als Kontrolle dienten dabei Zellen,
welche 24 Stunden zuvor infiziert, jedoch unbehandelt belassen worden waren. Wahrend die
infizierten Zellen unter US2-US11-negativen Bedingungen ihre pp65-Prasentation
unabhangig vom Zeitpunkt der Entfernung jeweils wieder auf das Niveau der Kontrollzellen
regenerieren konnten, zeigten die Zellen in Gegenwart von US2-US11 eine zwischen 14 und
16 Stunden nach Infektion einsetzende Verminderung dieser Regenerationsfahigkeit
(Abbildung 21). Da bis zu diesem Zeitpunkt eine vollstindige Regeneration der pp65-
Prasentation moglich zu sein schien, konnte davon ausgegangen werden, dass die US2-
US11-vermittelte Beeintrachtigung der MHC-Klasse-I-Beladung erst zu einem Zeitpunkt
zwischen 14 und 16 Stunden nach Infektion eingesetzt hatte. Die Tatsache, dass Partikel-
assoziiertes Protein bei der Infektion in die Zellen gelangt und daher noch vor der Expression
der US2-US11-Region in den MHC-Klasse-I-Weg eingeschleust werden kann, liefert eine
nahe liegende Erklarung fir die US2-US11-unabhangige pp65-Prasentation sehr friih nach
Infektion. Warum allerdings zu friihen und sogar spaten Zeitpunkten nach Infektion immer
noch neu prozessiertes pp65-Peptid in Assoziation mit MHC-Klasse-l an die Oberflache
transportiert und dort prasentiert werden kann, lasst sich damit nicht erklaren.

Die Prasentation des pp65-Peptids erinnert an die Prasentation eines D%restringierten
Peptids aus dem m164-Protein des MCMV. Dieses Peptid wird trotz der Expression der
immunmodulatorischen Proteine m152/gp40, m06/gp48 und m04/gp34 des MCMV wahrend
der frihen Phase der Infektion effizient prasentiert. Im Falle des m164-Peptids lieferte die

Beobachtung, dass die intrazelluldare Konzentration dieses Peptids in der fruhen Phase der
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Infektion zehnfach hdher war als die von Peptiden, die zum gleichen Zeitpunkt nicht
prasentiert wurden, eine mogliche Erklarung flr seine Immunevasions-unabhangige
Prasentation (Holtappels et al., 2002). Obwohl Uber die Molaritdt des untersuchten pp65-
Peptids in infizierten Zellen nichts bekannt ist, kénnte eine besonders effiziente
Prozessierung dieses Peptids eine mdgliche Erklarung fir seine Prasentation trotz
Immunevasion liefern. Weiterfiihrende Untersuchungen sind notwendig, um diese Hypothese

zu prufen.

4.3 Einfluss der US2-US11-Region auf die IE1-Prasentation

Neben pp65 stellt das major immediate early Protein IE1 ein weiteres Zielantigen der HCMV-
spezifischen CD8"-T-Zell-Antwort dar, welches in der Vergangenheit sehr intensiv untersucht
worden ist. Bereits 1988 wurde es als wichtige Zielstruktur der antiviralen CTL-Antwort
beschrieben (Borysiewicz et al., 1988a; Borysiewicz et al., 1988b). Inzwischen konnte in
verschiedenen Studien gezeigt werden, dass I|E1-spezifische CTL bei seropositiven
Spendern in Frequenzen nachzuweisen sind, die mit den Frequenzen pp65-spezifischer CTL
vergleichbar sind (Kern et al., 1999; Gyulai et al., 2000; Khan et al., 2002; Sylwester et al.,
2005). Zudem gibt es Hinweise darauf, dass I|E1-spezifische CTL nach allogener
Transplantation am Schutz vor HCMV-bedingten Erkrankungen beteiligt sind (Cobbold et al.,
2005). Eine Studie an Herz- und Lungen-Transplantationspatienten besagt sogar, dass die
Rekonstitution von IE1- und nicht pp65-spezifischen CTL Schutz vor einer HCMV-
Erkrankung vermittelt (Bunde et al., 2005). Obwohl die Expression des Proteins in vitro
bereits unmittelbar nach Infektion beginnt und wahrend des gesamten Infektionsverlaufs
aktiv bleibt (Stamminger et al., 1991), kdnnen infizierte Zellen nicht oder nur sehr schlecht
von |E1-spezifischen CTL erkannt werden (Gilbert et al., 1993; Gilbert et al., 1996; Khan et
al., 2002). Trotz des groRen wissenschaftlichen Interesses, welches der US2-US11-
vermittelten Immunevasion von HCMV entgegen gebracht wurde, war bis zum Beginn der
vorliegenden Arbeit eine eventuelle Beteiligung von gpUS2-gpUS11 in diesem
Zusammenhang nie untersucht worden. Vielmehr wurde die fehlende IE1-Prasentation in
vitro - infizierter Zellen mit der selektiven Unterdrickung durch das Tegumentprotein pp65
erklart (Gilbert et al., 1996).

In der vorliegenden Arbeit konnte bestatigt werden, dass infizierte Zellen, welche sehr
effizient durch pp65-spezifische CTL erkannt werden, IE1-spezifische CTL nicht aktivieren
kénnen (Abbildung 22). Sowohl im Rahmen der vorliegenden Arbeit, als auch in kurzlich
veroffentlichten Arbeiten anderer konnte beobachtet werden, dass durch die Deletion der
US2-US11-Region dieser Effekt kompensiert und eine effiziente IE1-Prasentation der
infizierten Zellen erreicht werden kann (Manley et al., 2004; Khan et al., 2005). In der friihen

wie auch in der spaten Phase der Infektion wurde die Unterdriickung der IE1-Prasentation
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durch die Deletion der US2-US11-Region vollstdndig kompensiert. Unter diesen
Bedingungen wurde das IE1-Peptid in einem Mall prasentiert, das mit dem der pp65-
Prasentation vergleichbar war (Abbildung 23).

Obwohl die IE1-Expression unmittelbar nach Infektion ohne vorherige de novo Synthese
anderer viraler Proteine beginnt (Stamminger et al., 1991) und das Protein somit bereits vor
der vollstandigen Expression der US2-US11-Region in den MHC-Klasse-I-Prasentationsweg
eingeschleust werden koénnte, konnte auch zu sehr frilhen Zeitpunkten nach Infektion
keinerlei |IE1-Prasentation in US2-US11-positiven Zellen beobachtet werden. Allerdings
konnte auch nach Deletion der US2-US11-Region erst ab einem Zeitpunkt von 12 Stunden
nach Infektion auf den infizierten Zellen IE1-Prasentation nachgewiesen werden. Die
gleichen Zellen konnten jedoch bereits 3 Stunden nach Infektion durch pp65-Klon 53 erkannt
werden (Abbildung 25). Auch Manley und Kollegen hatten beobachten kénnen, dass mit
einer US2-US11-Deletionsmutante infizierte Fibroblasten durch |E1-spezifische CTL
frihestens 12 Stunden nach Infektion lysiert werden kénnen. Andere immediate early
Proteine hingegen konnten bereits 2 Stunden nach Infektion als Zielantigene von CTL-
Klonen dienen, die von seropositiven Spendern etabliert worden waren (Manley et al., 2004).
Unklar blieb dabei, warum IE1 zu diesen sehr friihen Zeitpunkten nach Infektion selektiv von
der MHC-Klasse-I-Prasentation ausgeschlossen zu werden schien. Da IE1 in dieser sehr
frihen Infektionsphase ausgesprochen stark exprimiert wird, konnte eine limitierende
Antigenkonzentration nicht als Erklarung herangezogen werden. Eine mogliche Erklarung
hingegen bot die Annahme, dass eine von US2-US11 unabhangige Inhibition, die spezifisch
auf die IE1-Prasentation wirkte, zu sehr frilhen Zeitpunkten nach Infektion die Prasentation
dieses Antigens unterdrickte. In diesem Zusammenhang schien die aus der Literatur
bekannte Beobachtung, dass pp65 die Prasentation von IE1 selektiv unterdricken konnte,
eine attraktive Erklarungsmdglichkeit zu bieten (Gilbert et al., 1996). Diese pp65-vermittelte
Hemmung der IE1-Prasentation war im Kontext der HCMV-Infektion nur unter immediate
early Bedingungen untersucht worden. Uber eine derartige Hemmung der IE1-Préasentation
zu spateren Infektionszeitpunkten war daher bisher nichts bekannt. Die Beobachtung, dass
die US2-US11-vermittelte Hemmung der IE1-Prasentation erst ab 12 Stunden nach Infektion
zu wirken schien (Abbildung 25, (Manley et al., 2004)) eréffnete somit die Moglichkeit, einen
Zusammenhang zwischen der von Gilbert und Kollegen beobachteten Unterdriickung der
IE1-Prasentation durch pp65 (Gilbert et al., 1996) und der in letzter Zeit mehrfach
beobachteten Unterdriickung dieser Prasentation durch die Immunevasine gpUS2-gpUS11
((Manley et al., 2004; Khan et al., 2005), diese Arbeit) herzustellen. Um den Einfluss des
pp65-Proteins auf die IE1-Prasentation zu sehr frihen Zeitpunkten nach Infektion tberprifen
zu koénnen, wurde eine im Rahmen der vorliegenden Arbeit hergestellte pp65-

Deletionsmutante verwendet. Trotz des Fehlens von pp65 in den mit dieser Mutante
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infizierten Zellen war zu keinem Zeitpunkt nach Infektion eine IE1-spezifische Erkennung zu
beobachten (Abbildung 26). Das Tegumentprotein konnte also als méglicher Inhibitor der
IE1-Prasentation zu diesen sehr frihen Zeitpunkten nach Infektion neben gpUS2-gpUS11
ebenfalls ausgeschlossen werden.

Um in einem letzten Versuch nach eventuellen kooperativen Effekten zwischen gpUS2-
gpUS11 und pp65 bei der Unterdriickung der IE1-Prasentation zwischen 1 und 12 Stunden
nach Infektion zu suchen, wurde eine zweite Virusmutante hergestellt, der sowohl die US2-
US11-Region als auch das pp65-Gen fehlten. Sollte die IE1-Prasentation in der sehr friihen
Phase nach Infektion nur durch das Zusammenwirken dieser beiden Regionen unterdriickt
werden koénnen, sollten mit dieser Mutante infizierte Zellen durch IE1-spezifische CTL
erkannt werden. Eine solche Erkennung war jedoch nicht zu beobachten (Abbildung 30 A,
links). Vielmehr war die IE1-Erkennung von mit dieser Doppelmutante infizierten Zellen in
allen Experimenten, und dabei zu allen untersuchten Zeitpunkten nach Infektion, schlechter
als die Erkennung der entsprechenden AUS2-11-Einzelmutante (Abbildung 30 A). Die
Vermutung, dass das Tegumentprotein entgegen der bisherigen Ansicht die IE1-
Prasentation sogar unterstitzt und nicht inhibiert, musste verworfen werden, da sich die IE1-
Prasentation von Zellen, die mit der Doppelmutante infiziert worden waren, durch die Zugabe
von pp65 in Form von subviralen DBs nicht erhéhen lie3 (Abbildung 30 C). Auch eine
Erhdhung der Infektionsdosis konnte die verminderte I|E1-Erkennung in diesem
Zusammenhang nicht kompensieren (Abbildung 30 B). Eventuell war die Doppelmutante
aufgrund eines wahrend BAC-Mutagenese oder Rekonstitution entstandenen Defekts im
HCMV-Genom in ihrer Replikation und damit verbunden auch in ihrer Expression des IE1-
Gens eingeschrankt und konnte daher nicht die von der entsprechenden AUS2-11-
Einzelmutante erreichte IE1-Prasentation zeigen. Eine Einschrankung der immediate early
Genexpression durch eine beeintrachtigte Expression des Transaktivators pp71 konnte in
diesem Zusammenhang ausgeschlossen werden, da in den Viruspartikeln der
Doppelmutante sogar eine deutlich hdhere Konzentration an pp71 nachgewiesen werden
konnte als in der entsprechenden AUS2-11-Einzelmutante (Abbildung 28 B). Da dieser Effekt
bereits bei der App65-Einzelmutante in etwas abgeschwachter Form beobachtet werden
konnte (Abbildung 15 B), schien er eine Folge der Entfernung des pp65-Gens zu sein. Das
Fehlen von pp65 verhindert wahrend der Virusproduktion die Herstellung subviraler DBs. Da
DBs und Virionen sich in ihrem relativen pp65-Gehalt deutlich voneinander unterscheiden
(Varnum et al., 2004), kénnte das von einer erhéhten Produktion intakter Virionen begleitete
Wegfallen der DBs zu einem hoheren Gehalt an pp71 in der Gesamt-Viruspartikel-
Praparation der pp65-Deletionsmutanten fiihren. Alternativ ist denkbar, dass das Fehlen von
pp65 im Viruspartikel durch einen erhdhten Einbau des pp71 kompensiert wird. In diesem

Fall wirden die Partikel der App65-Mutanten in der Tat mehr pp71 enthalten als die Partikel
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der entsprechenden Ausgangsviren. Ein erhéhter pp71-Gehalt in den Partikeln von AUS2-
11_App65_GFP koénnte eventuell eine Erklarung fir die reduzierte IE1-Erkennung von mit
dieser Mutante infizierten Fibroblasten liefern. Jingste Daten weisen namlich darauf hin,
dass das im Verlauf der Virusreplikation exprimierte early-late Protein pp71 MHC-Klasse-I-
Molekile im ER bzw. Golgi-Apparat zurlick halt und somit neben gpUS2-gpUS11 an der
Reduktion der MHC-Klasse-I-Oberflachenprasentation der infizierten Zellen beteiligt ist.
Dieser Effekt wurde allerdings Uiberwiegend zu spaten Infektionszeitpunkten und somit durch
neu synthetisiertes pp71 ausgelost (Trgovcich et al., 2006). Eine durch Partikel-assoziiertes
pp71 verursachte Hemmung der Antigenprasentation infizierter Zellen kann aber dennoch
nicht vollig ausgeschlossen werden. Dies gilt insbesondere deshalb, da in der beschriebenen
Arbeit mogliche Auswirkungen der pp71-vermittelten Reduktion der MHC-Klasse-I-
Oberflachenexpression auf die virale Antigenprasentation nicht untersucht wurden. Die nach
Infektion mit AUS2-11_App65_GFP beobachtete Reduktion der IE1-Prasentation kénnte
somit eventuell auf einen erhéhten Gehalt von pp71 in den Partikeln dieser Virusmutante
zurtickgeflhrt werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass in HCMV-infizierten Zellen die IE1-
Prasentation im gesamten Verlauf der Infektion effizient unterdriickt wird. Als einziger
Ausléser dieser Unterdriickung wurde dabei die US2-US11-Region identifiziert. Wahrend der
sehr frihen Phase der Infektion allerdings konnte auch in Abwesenheit dieser
virusvermittelten Immunevasion bis zu 12 Stunden nach Infektion keine IE1-Prasentation
beobachtet werden. Diese Beobachtungen deckten sich mit Ergebnissen anderer (Manley et
al., 2004, Khan et al., 2005). Es konnte dartber hinaus gezeigt werden, dass pp65 nicht flr
die sehr frihe Unterdrickung der IE1-Prasentation verantwortlich zu machen ist. In
Anbetracht der Tatsache, dass andere IE-Proteine offensichtlich bereits zu sehr frihen
Zeitpunkten nach Infektion von US2-US11-negativen, infizierten Zellen prasentiert werden
konnen, sollte das Fehlen einer Prasentation des sehr abundanten |IE-Proteins IE1 in dieser
Phase der Infektion nicht auf eine noch zu geringe Proteinmenge zurickzuflhren sein
(Manley et al., 2004). Vielmehr scheint die Unterdrickung der IE1-Prasentation durch einen
von gpUS2-gpUS11 und pp65 unabhangigen Mechanismus zu erfolgen. Vorstellbar ware
dabei, dass die proteasomale Prozessierung dieses Proteins deutlich weniger effizient erfolgt
als die Prozessierung anderer IE-Proteine. Eine Prasentation von aus IE1 stammenden
Peptiden ware demnach erst nach einer verlangerten Prozessierungsphase maglich.
Alternativ dazu koénnte natidrlich auch die Sensitivitdt des in der vorliegenden Arbeit
verwendeten |IE1-spezifischen CTL-Klons nicht ausgereicht haben, um eine eventuell in der
sehr fruhen Phase der Infektion noch verhaltnismaRig schwache |E1-Prasentation zu

detektieren. Da allerdings auch die Daten anderer (Manley et al., 2004) mit den im Rahmen
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der vorliegenden Arbeit gemachten Beobachtungen Ubereinstimmen, erscheint dies eher
unwahrscheinlich.

In Anbetracht der Tatsache, dass HCMV-infizierte Zellen in vitro ihre IE1-Prasentation
wahrend des gesamten Verlaufs der Infektion effizient unterdricken, ist der Modus der
Entstehung einer entsprechenden CTL-Antwort in vivo weitgehend unklar. Die Induktion von
CTL-Antworten gegen Proteine, die durch infizierte Zellen nicht prasentiert werden kénnen,
kann Uber Kreuzprasentation dieser Antigene durch nicht infizierte pAPCs wie DCs oder
Makrophagen erfolgen. Da IE1 zumindest in vitro erfolgreich durch DCs kreuzprasentiert
werden kann (Tabi et al., 2001), stellt dies einen potentiellen Mechanismus zur Stimulation
einer |IE1-spezifischen CTL-Antwort in vivo dar. Dariber hinaus ist aus dem MCMV-Modell
ein DP-restringiertes CTL-Epitop aus dem m164-Protein bekannt, welches in Gegenwart des
murinen Immunevasins m152 von in vitro - infizierten Zellen nicht prasentiert wird, in vivo
aber sehr wohl eine deutliche CTL-Antwort induziert (Gold et al., 2002). Das Schutzpotential
solcher CTL ist dabei allerdings nach wie vor unklar. Hinweise, die in diesem
Zusammenhang gegen eine protektive Wirkung sprechen, stammen erneut aus dem MCMV-
Modell. Hier konnte kuirzlich gezeigt werden, dass die hdchstwahrscheinlich Uber
Kreuzprasentation induzierten CTL gegen das von Gold und Kollegen identifizierte D°-Epitop
in vivo - infizierte Gewebezellen nicht erkennen und somit die Infektion mit MCMV nicht
kontrollieren kénnen (Holtappels et al., 2004). Es bleibt also unklar, wie der durch IE1-
spezifische CTL beobachtete Schutz nach allogener Transplantation (Bunde et al., 2005;
Cobbold et al., 2005) vermittelt werden kann. Vorstellbar ware in diesem Zusammenhang,
dass |E1-spezifische CTL aus der Latenz reaktivierende Zellen effizient erkennen und somit
die Hauptquelle der nach Transplantation auftretenden HCMV-Infektionen eliminieren
kénnen. Durch die Aktivierung der wahrend der Latenz stumm geschalteten immediate early
Genexpression (Sinclair & Sissons, 2006) kénnte IE1 noch vor dem Einsetzen der
Immunevasion Uber MHC-Klasse-l prasentiert und die reaktivierende Zelle somit fir IE1-
spezifische CTL sichtbar gemacht werden. Einen ersten Hinweis hierauf liefert erneut das
MCMV-Modell. Hier konnte gezeigt werden, dass ein aus dem murinen |E1-Protein
stammendes Peptid zwar in Gegenwart der MCMV-vermittelten Immunevasion in vitro nicht
prasentiert werden kann (Holtappels et al., 2002), entsprechende CTL aber die erste Instanz
bei der Kontrolle der Reaktivierung in der Lunge darstellen (Simon et al., 2006).
Zusammenfassend kann man aus den dargestellten Experimenten ableiten, dass die IE1-
Prasentation infizierter Zellen im gesamten Verlauf der Infektion unterdriickt wird. Ab 12
Stunden nach Infektion wird diese Unterdriickung sehr effizient durch die
Immunevasionsregion US2-US11 vermittelt. Der Modus der Unterdriickung zu friheren

Infektionszeitpunkten bleibt allerdings weiterhin unklar. Das Tegumentprotein pp65 kann
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dabei sowohl alleine als auch in Kooperation mit gpUS2-gpUS11 als Inhibitor

ausgeschlossen werden.

4.4 Unterschiedliche Sensitivitat von pp65- und IE1-Prasentation
gegenuber US2-US11-vermittelter Immunevasion
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass sowohl die pp65- wie auch die IE1-
Prasentation infizierter Zellen durch US2-US11 beeintrachtigt wird. Das Ausmal} der
jeweiligen Beeinflussung unterschied sich dabei allerdings deutlich. Wahrend pp65 in seiner
Prasentation erst ab einem Zeitpunkt zwischen 14 und 16 Stunden nach Infektion durch
US2-US11 beeintrachtigt, dennoch aber bis zu 72 Stunden nach Infektion erfolgreich
prozessiert und prasentiert werden konnte, wurde |IE1 offenbar wahrend des gesamten
Verlaufs der Infektion in seiner Prasentation unterdriickt. Obwohl die Expression des
immediate early Proteins unmittelbar nach Infektion beginnt und anschliefiend wahrend des
gesamten Verlaufs der Infektion erhalten bleibt (Stamminger et al., 1991), ist das Protein
aufgrund der im Verlauf der Infektion wahrend IE-, E- und L-Phase sequenziell exprimierten
Immunevasine zu keinem Zeitpunkt ,unbeaufsichtigt® und kann daher nicht erfolgreich tGber
MHC-Klasse-l an der Oberflache der infizierten Zellen prasentiert werden (Abbildung 23).
Ahnliches ist auch mit dem IE1-Protein von MCMV zu beobachten, welches ein dem HCMV-
IE1 entsprechendes Expressionsmuster aufweist (Holtappels et al, 2002). Ein L%
restringiertes Peptid aus diesem murinen IE1-Protein wird trotz der wahrend des gesamten
Infektionsverlaufs effizienten Prozessierung durch das Proteasom nur in der IE-Phase der
Infektion prasentiert, wo noch keine Expression der MCMV-Immunevasine stattfindet. Eine
weitere Prasentation wird dabei durch die ab der E-Phase der Infektion exprimierten
Immunevasine unterdriickt. Das D%restringierte m164-Peptid dahingegen kann in diesem
Zusammenhang trotz Immunevasion wahrend E- und L-Phase der Infektion effizient
prasentiert werden. Fur diese unterschiedliche Sensitivitdt gegenuber der viralen
Immunevasion schienen Konzentrationsunterschiede zwischen den beiden Peptiden in der
frihen Phase der Infektion verantwortlich zu sein (Holtappels et al., 2002). Obwohl bisher
Uber die Prozessierungseffizienz der im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten
Peptide aus pp65 bzw. IE1 und damit Gber ihre Konzentration in infizierten Zellen nichts
bekannt ist, erinnert das beschriebene Beispiel aus dem MCMV-System stark an die
Situation von pp65 und IE1. Die unterschiedliche Sensitivitit gegenlber der viralen
Immunevasion koénnte also auch hier unter anderem auf die unterschiedliche
Prozessierungseffizienz der beiden untersuchten Peptide zurlckzufihren sein. Hierfir
spricht auch die Beobachtung, dass infizierte Zellen, die nur eines der 4 Immunevasine
exprimieren koénnen, eine uneingeschrankte pp65-Prasentation, hingegen aber eine

vollstandig unterdriickte |E1-Prasentation aufweisen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
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konnte gezeigt werden, dass das pp65-Peptid wahrend des gesamten Infektionsverlaufs wie
nach vollstandiger Deletion des US2-US11-Bereichs mit gleich bleibender Effizienz
prasentiert werden kann. Dahingegen war wie in Gegenwart der gesamten US2-US11-
Region zu keinem Zeitpunkt nach Infektion eine Prasentation des IE1-Peptids zu beobachten
(Abbildung 31 C). Wahrend das durch die infizierten Zellen exprimierte Immunevasin
gpUS11 somit die IE1-Prasentation sehr effizient zu unterdriicken schien, konnte in diesem
Zusammenhang keinerlei Beeinflussung der pp65-Prasentation beobachtet werden. Das
Immunevasin gpUS11 greift in den MHC-Klasse-I-Prasentationsweg ein, indem es neu
synthetisierte MHC-Klasse-I-a-Ketten aus dem ER ins Zytosol transportiert und damit den im
ER vorliegenden Peptiden den fir die erfolgreiche Prasentation noétigen Bindungspartner
entzieht (Wiertz et al., 1996a; Ahn et al., 1996). Die Wirkungsweise des gpUS11 weist dabei
eine typische HLA-Allel-Spezifitdt auf (Barel et al., 2003a; Barel et al., 2006). Da allerdings
sowohl das pp65- wie auch das IE1-Peptid Uber HLA-A2 prasentiert werden, konnte ihre
unterschiedliche Sensitivitdit gegentber gpUS11 nicht durch die HLA-Spezifitat des
Immunevasins erklart werden. Vielmehr schien auch hier eine unterschiedliche
Konzentration der beiden Peptide eine passende Erklarungsmdglichkeit zu liefern. Durch die
Wirkung von gpUS11 werden die im ER zur Peptidbeladung zur Verfigung stehenden MHC-
Klasse-l-a-Ketten reduziert, so dass nur noch eine limitierte Menge an Peptiden auf restliche
MHC-Klasse-I-Molekile geladen und an die Zelloberflache transportiert werden kann. Es ist
anzunehmen, dass unter diesen Umstanden die Peptide, welche in grolen Mengen
vorliegen, einen Vorteil gegentber den Peptiden haben, die von der Zelle in geringeren
Molaritaten hergestellt werden. Ob tatsachlich Molaritatsunterschiede zwischen den beiden
viralen Peptiden flr die unterschiedliche Sensitivitat gegenlber gpUS11 verantwortlich sind,

muss durch zukiinftige Analysen verifiziert werden.

4.5 Einfluss von cmviL-10 auf die pp65- bzw. IE1-Prasentation nicht
infizierter Zellen
Die Unterdrickung der MHC-Klasse-I-Prasentation stellt einen fir CMV wichtigen
Mechanismus dar, die antivirale CD8'-T-Zell-Antwort zu schwachen und damit die
vollstandige Kontrolle der Infektion zu verhindern (zusammengefasst in (Reddehase, 2002)).
Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten Immunevasine gpUS2-gpUS11 sind in
ihrer Wirkungsweise auf infizierte Zellen beschrankt und kénnen daher die MHC-Klasse-I-
Prasentation nicht infizierter Nachbarzellen nicht beeinflussen. Sowohl in Zellkultur-
Systemen (Arrode et al., 2000; Arrode et al., 2002; Tabi et al., 2001), wie auch in
Tierversuchen (Pepperl et al., 2000) konnte gezeigt werden, dass HCMV-Antigene wie pp65
und IE1 in effizienter Weise durch nicht infizierte pAPCs kreuzprasentiert werden kdnnen. Es

ist somit davon auszugehen, dass das Priming der HCMV-spezifischen CD8"-T-Zell-Antwort
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in vivo zumindest teilweise durch nicht infizierte pAPCs vermittelt wird und somit der US2-
US11-kodierten Immunevasion nicht unterliegt.

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit wurde spekuliert, dass das durch infizierte Zellen
freigesetzte cmviIL-10 die MHC-Klasse-I-restringierte Antigenprasentation nicht infizierter
pAPCs in unmittelbarer Umgebung infizierter Gewebezellen reduzieren und somit die
Kreuzprasentation viraler Antigene verhindern kénnte. Von besonderer Bedeutung war
hierbei die Beobachtung, dass die MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression LPS-stimulierter
Monozyten durch die Behandlung mit rekombinantem cmvlL-10 deutlich reduziert werden
konnte (Spencer et al, 2002). Eventuell resultierende Veranderungen der
Antigenprasentation wurden in dem gewahlten experimentellen Ansatz allerdings nicht
abgefragt. Dariiber hinaus ermdglichte die Verwendung von rekombinantem cmvIL-10 keine
Aussage Uber die Funktion des Zytokins im Kontext einer Virusinfektion, bei der Interferone
und andere, von infizierten Zellen freigesetzte Faktoren dem durch cmvIL-10 induzierten
Effekt entgegen wirken kénnten.

Daher sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht werden, welchen Einfluss cmvlIL-
10 unter Infektionsbedingungen auf die MHC-Klasse-I-restringierte Antigenprasentation nicht
infizierter Zellen ausulibt. Ziel dieser Untersuchung war es, die Funktion des cmvIL-10 als
potentielles Immunevasin der MHC-Klasse-I-restringierten  Antigenprasentation zu
Uberprufen. Durch verschiedene Ansatze sollte sich dabei an das Zytokin-Milieu, dem Zellen
in vivo in der Umgebung einer infizierten Zelle ausgesetzt sind, best mdglich angendhert
werden. Weder die Behandlung von THP-1-Zellen mit cmviL-10-konditionierten
Kulturiiberstdnden (Abbildung 35) noch die Kokultivierung von JY-Zellen mit HCMV-
infizierten Fibroblasten (Pepperl-Klindworth et al., 2006) konnten eine Beeinflussung der
MHC-Klasse-I-restringierten Antigenprasentation hervorrufen. Da sowohl die pp65- wie auch
die IE1-Prasentation eine Reaktion auf die beschriebene Behandlung gleichermalen
vermissen lieBen, schien dies nicht peptidspezifisch und somit auch auf andere Antigene
Ubertragbar zu sein.

Durch die hemmende Wirkung von cmvlL-10 auf Reifung und Funktion von DCs kann die
Fahigkeit dieser Zellen zur Kreuzprasentation viraler Antigene Uber MHC-Klasse-|
hochstwahrscheinlich indirekt beeinflusst werden (Chang et al., 2004; Raftery et al., 2004).
Ein direktes Einwirken des im Kontext einer Virusinfektion freigesetzten cmvIL-10 auf die
MHC-Klasse-I-Prasentation hamatopoetischer Zellen jedoch konnte im Rahmen der

vorliegenden Arbeit nicht nachgewiesen werden.
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6 Abkiurzungsverzeichnis

pom
ABC-Transporter
AEC

AIDS

APC
AS
ATCC
ATP
BAC
BSA
CFT
CPE
CTL
CTLL
DBs
DC
DMF
DMSO
DRiPs
E

E/Z
EBV
EDTA
EGF
EGFR
ER
FITC
FKS
gp
GFP

h
HAART

HCMV
HFF
HLA
HRP

B2-Mikroglobulin

ATP Binding Cassette - Transporter
3-Amino-9-Ethyl-Carbazol

erworbenes Immundefektsyndrom (Acquired Immune Deficiency
Syndrome)

Antigenprasentierende Zelle (Antigen Presenting Cell)
Aminosaure

American Type Culture Collection

Adenosin-5-Triphosphat

Bacterial Artificial Chromosome

bovines Serumalbumin

Chromfreisetzungstest

zytopathischer Effekt (Cytopathic Effect)

zytotoxische T-Lymphozyten (Cytotoxic T-Lymphocytes)
zytotoxische T-Lymphozyten-Linie (Cytotoxic T-Lymphocyte Line)
Dense Bodies

Dendritische Zelle (Dendritic Cell)

Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

defekte ribosomale Produkte (Defective Ribosomal Products)
frih nach Infektion (Early)

Effektor- zu Zielzellverhaltnis

Epstein-Barr-Virus

Ethylendiamintetraessigsaure

epidermaler Wachstumsfaktor (Epidermal Growth Factor)
EGF-Rezeptor

Endoplasmatisches Retikulum

Fluoresceinisothiocyanat

fotales Kélberserum

Glykoprotein

grun-fluoreszierendes Protein (Green Fluorescent Protein)
Stunde(n)

hochaktive antiretrovirale Therapie (Highly Active Anti-Retroviral
Therapy)

Humanes Cytomegalovirus

Humane Vorhautfibroblasten (Human Foreskin Fibroblasts)
humanes Leukozyten-Antigen (Human Leucocyte Antigen)
Meerrettichperoxidase (Horseradish Peroxidase)
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mock
moi
NIEPs

NK-Zellen
oD

ORF

p.i.

pAPC

PBS
PFA
pp
PVDF
RT
SDS
sec
STAT
TAP
TNF-a
Upm
uv
v/iv
wiv
WB

sehr frih nach Infektion (Immediate Early)
Immunfluoreszenz

Interferon-y

Interleukin-10

Knochenmarkstransplantation

spat nach Infektion (Late)

Lipopolysaccharide

Murines Cytomegalovirus

Mean Fluorescence Intensity

Minute(n)

Haupthistokompatibilitatskomplex (Major Histocompatibility Complex)
Negativkontrolle bei Infektionsexperimenten

Infektionsdosis (multiplicity of infection)

nicht infektidse, umhullte HCMV-Partikel (Non Infectious Enveloped
Particles)

Naturliche Killerzellen

optische Dichte

offener Leserahmen (Open Reading Frame)

nach Infektion (post infection)

professionell antigenprasentierende Zelle (professional Antigen
Presenting Cell)

Phosphat-gepufferte Salzlésung (Phosphate Buffered Saline)
Paraformaldehyd

Phosphoprotein

Polyvinylidenfluorid

Raumtemperatur

Natriumdodecylsulfat

Sekunde(n)

Signal Transducer and Activator of Transcription

Transporter Associated with Antigen Processing
Tumornekrosefaktor-o

Umdrehungen pro Minute

Ultraviolett

Volumen/Volumen (volume/volume)

Gewicht/Volumen (weight/volume)

Western Blot

International Ubliche Terminologie in Englisch wurde beibehalten und zur Kennzeichnung

kursiv gesetzt.
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