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Die primare, produktive Cytomegalovirus (CMV)-Infektion wird im immunkompetenten
Patienten effizient durch antivirale CD8" T-Zellen kontrolliert. Das virale Genom besitzt
jedoch die Fahigkeit, in einem nicht replikativen, Latenz genannten Zustand, in gewissen
Zelltypen zu persistieren, ohne dass infektiosse Nachkommenviren produziert werden. Die
molekularen Mechanismen, welche der Etablierung und Aufrechterhaltung der Latenz
zugrundeliegen, sind noch weitestgehend unbekannt. Es gibt Hinweise darauf, dass zellulare
Verteidigungsmechanismen die Zirkularisierung und Chromatinisierung viraler Genome
hervorrufen und dadurch die virale Genexpression grofldtenteils verhindert wird (Marks &
Spector, 1984; Reeves et al., 2006).

Allerdings liegen die Genome nicht in einem komplett inaktiven Zustand vor. Vielmehr konnte
fur das murine CMV (mMCMV) bereits die sporadische Transkription der Gene iel und ie2
wahrend der Latenz nachgewiesen werden (Kurz et al., 1999; Grzimek et al., 2001).

In der vorliegenden Arbeit wurde zum ersten Mal eine umfassende in vivo Latenz-Analyse
zur Charakterisierung der viralen Transkription in einer Kinetik anhand der alle drei
kinetischen Klassen reprasentierenden Transkripte IE1, IE3, E1, m164, M105 und M86
vorgenommen.

Nach Latenz-Etablierung, verifiziert durch Abwesenheit von infektiosem Virus, konnten alle
getesteten Transkripte in der Lunge quantifiziert werden. Interessanterweise war die
transkriptionelle Aktivitdt zu keinem Analyse-Zeitpunkt mit der klassischen IE-E-L-Kinetik der
produktiven Infektion kompatibel. Stattdessen lag eine stochastische Transkript-Expression
vor, deren Aktivitat mit voranschreitender Zeit immer weiter abnahm.

Wahrend der Latenz exprimierte Transkripte, die fir antigene Peptide kodieren, kénnen
infizierte Zellen fur das Immunsystem sichtbar machen, was zu einer fortwdhrenden
Restimulation des memory T-Zell-pools fuhren wirde. Durch zeitgleiche Analyse der
Transkript-Expression, sowie der Frequenzen Epitop-spezifischner CD8" T-Zellen wahrend
der Latenz (IE1, ml164, M105), wurde eine mdglicher Zusammenhang zwischen der
transkriptionellen Aktivitat und der Expansion des memory T-Zell-pools untersucht. Die
weitere Charakterisierung von Subpopulationen der Epitop-spezifischen CD8" T-Zellen
identifizierte die SLECs (short-lived-effector cells; CD127°" CD62L"°" KLRG1"™") als die
dominante Population in Lunge und Milz wahrend der mCMV-Latenz.

In einem weiteren Teil der Arbeit sollte untersucht werden, ob IE-Genexpression zur
Etablierung von Latenz notwendig ist. Mit Hilfe der Rekombinanten mCMV-Aie2-DTR, die die
Gensequenz des Diphtherietoxin-Rezeptors (DTR) anstelle des Gens ie2 tragt, konnten
infizierte, DTR exprimierende Zellen durch eine DT-Applikation konditional depletiert werden.
Im latent infizierbaren Zelltyp der Leber, den LSECs (liver sinusoidal endothelial cells) wurde
die virale Load durch 90-stiindige DT—Applikation nach mCMV-Aie2-DTR Infektion auf das
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Level latent infizierter LSECs reduziert. Diese Daten sprechen fir die Hypothese eines von
Beginn an inaktiven Genoms, das keine IE-Genexpression zur Latenz-Etablierung bendétigt.
Zusatzlich stellt dieser Ansatz ein neues Tier-Modell zur Latenz-Etablierung dar. Verringerte
Wartezeiten bis zur vollstandigen Latenz-Etablierung, im Vergleich zum bisherigen
Knochenmarktransplantations-Modell, koénnten anfallende Tierhaltungskosten erheblich
reduzieren und das Voranschreiten der Forschung beschleunigen.
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Summary

Primary, productive cytomegalovirus (CMV) infection is efficiently controlled by antiviral CD8"
T-cells in the immunocompetent host. The viral genome, however, persists in certain cell
types in a silenced state, known as latency, without the production of infectious viral progeny.
The molecular events involved in the establishment and maintenance of latency are a mainly
unsolved issue in CMV biology. It appears however, that molecular latency results from the
cell’s intrinsic antiviral defense resulting in rapid circularization and chromatinization of
incoming linear viral genomes as well as silencing of viral gene expression (Marks & Spector,
1984; Reeves et al., 2006).

However, the viral genomes are not silenced at all their genetic loci all at once. Limited
transcriptional activity, leading to ‘transcripts expressed in latency” (TEL), was already
verified for the gene-loci of iel and ie2 (Kurz et al., 1999; Grzimek et al., 2001).

In this context a broad analysis of mCMV latency in vivo was conducted in the work
presented here. This was achieved by RT-gPCR quantification of a selected set of transcripts
including representatives of the three kinetic classes IE (IE1, IE3), E (E1, m164, M105) and L
(M86-MCP) in a time course during latency.

Notably, after the establishment of latency defined by absence of infectious virus, at any time
analyzed TEL expression was incompatible with the directional IE-E-L path of productive
cycle gene expression. Latency was found to be characterized by a progressing viral gene
silencing over time that follows stochastic patterns.

Transcripts coding for antigenic peptides might render latently infected cells visible for the
immune system, leading to a sustained restimulation and thereby to an expansion, also
known as memory inflation, of the memory T-cell-pool. Simultaneous analysis of mMCMV gene
expression and frequencies of epitope-specific CD8" T-cells during latency made it possible
to link molecular latency to memory inflation. A further characterization of epitope-specific
CD8" T-cell-subpopulations identified SLECs (short-lived-effector cells; CD127°% CD62L""
KLRG1"™") as the dominating cell population present in lung and spleen during mCMV-
latency.

An additional part of the work presented here, dealt with the question if establishment of
latency is preceded by IE gene expression. Mutant virus mCMV-Aie2-DTR expressing the
diphtheria toxin receptor (DTR) gene in place of gene ie2, allowed conditional depletion of
infected cells that express DTR on their surface via DT application.

It was possible to reduce the latent viral load in mCMV-Aie2-DTR infected liver sinusoidal
endothelial cells (LSECs) by a 90h-treatment with DT to the level of latently infected LSECs.
These data argue for the hypothesis of gene silencing from the very beginning without any
need for IE-gene expression. Furthermore, this approach provides a new animal model to
analyze latency, which allows shorter waiting time until latency is established and thereby

permits the reduction of animal-housing costs.
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1 Einleitung

1.1 Klassifizierung der Herpesviren

Die Cytomegaloviren (CMV) gehoren zu den Herpesviridae, einer Familie mit sehr
komplexen Mitgliedern beziiglich Partikelmorphologie (150-200nm) und Genomgrof3e (120-
230kbp). Der Name Herpes stammt von dem altgriechischen Wort herpein (kriechend) und
bezeichnet die kriechende Ausbreitung von Hautlasionen, hervorgerufen durch eine Herpes-
Simplex-Virus-Infektion. Allen Vertretern dieser Familie ist ein doppelstrangiges, lineares
DNA-Genom, ein ikosaedrisches Capsid, sowie das Vorhandensein einer Lipidhille gemein
(Plummer, 1967; zur Ubersicht: Roizman et al., 1992). Die Produktion von Nachkommenviren
mittels lytischer Infektion wahrend der Priméarinfektion und die Fahigkeit anschlieRend latent
im Organismus zu verbleiben, ohne dass infektidse Partikel gebildet werden, sind weitere
Charakteristika der Herpesviridae (Roizman & Baines, 1991). Aufgrund ihrer
Vermehrungseigenschaften, ihrer Pathogenitat und ihres Zelltropismus erfolgt die Einteilung

in drei Subfamilien (Roizman et al., 1981; allgemeine Ubersicht King et al., 2011):

Tabl.1: Klassifizierung charakteristischer Vertreter der Herpesviren

Unterfamilie Genus Mensch Tier Referenz
a-Herpesvirinae Simplexvirus Herpes-Simplex-Virus 1 Bovines Herpesvirus 2 Gruter, 1924
HHV-1
Herpes-Simplex-Virus 2 Cercopithecine herpesvirus 1 | Schneweis, 1962
HHV-2
Varicellovirus Varicella-Zoster-Virus Bovines Herpesvirus 1 Dumas et al., 1980
HHV-3
3-Herpesvirinae Cytomegalovirus Humanes Cytomegalovirus Smith, 1956
HHV-5
Muromegalovirus Murines Herpesvirus 1 Smith, 1954
(Murines Cytomegalovirus)
Roseolovirus HHV-6 Aotines Herpesvirus 1, 3 Lindquester & Pellett, 1991
HHV-7 Frenkel et al., 1990
y-Herpesvirinae Lymphocryptovirus Epstein-Barr-Virus Pongines Herpesvirus 1 Epstein et al., 1965
HHV-4
Rhadinovirus HHV-8 Saimirines Herpesvirus 1 Chang et al., 1994

(verandert nach King et al., 2012; Fiur die humanpathogenen Viren und das murine Cytomegalovirus sind jeweils Referenzen
angegeben)

Die a-Herpesviren zeichnen sich durch kurze Replikationszyklen und ein breites
Wirtsspektrum aus. Sie persistieren in den Nervenzellen von Ganglien (ganglion trigeminale,
ganglion sacrale). Die Mitglieder der R-Herpesviren, zu denen auch die Cytomegaloviren
gehdoren, breiten sich aufgrund eines langen Replikationszyklus nur langsam in Zellkultur aus
und besitzen eine strikte Speziesspezifitat. y-Herpesviren infizieren hauptséchlich B- und T-
Lymphozyten; in diesen Zellen wird auch ihre Latenz etabliert. Einige Vertreter dieser Familie
werden mit der Entstehung maligner Krankheiten in Verbindung gebracht, das Epstein-Barr-

Virus zum Beispiel mit Morbus Hodgkin, Nasopharynxkarziomen und Burkitt-Lymphomen.
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AuBerdem ist HHV-8 mit der Entstehung des Karposi-Sarkoms assoziiert. (Pellet & Roizman,
2007).

1.2 Charakterisierung der Cytomegaloviren

Das humane Cytomegalovirus (hCMV, HHV-5) und das murine Cytomegalovirus (mCMV)
gehdren zur Familie der [-Herpesvirinae. Isoliert wurde hCMV, friher auch
Speicheldrisenvirus genannt, erstmals in den Laboren von M.G. Smith (1956), W.P. Rowe
(1956) und T.H. Weller (1957), mCMV bereits 1954 (Smith et al., 1954). Etwa vier
Jahrzehnte spéter gelang die vollstandige Sequenzierung des mCMV-Genoms (Rawlinson et
al.,, 1996). Die Beobachtung der charakteristischen VergroRerung infizierter Zellen
(Cytomegalie), wonach diese Virusfamilie spater benannt wurde, und die Bildung von
Einschlusskérperchen (,Eulenaugenzellen®) wurde bereits 1881 von H. Ribbert beschrieben
(Ubersicht: Riley, 1997).

1.2.1 Morphologie

Die Cytomegaloviren weisen die typische Morphologie der Herpesviren auf. Das Virion hat
einen Durchmesser von 150-200nm, im Inneren befindet sich die ~230kbp gro3e dsDNA, die
mit Proteinen assoziiert ist; dies gilt sowohl fir hCMV (Dolan et al., 2004), als auch fur
mCMV (Rawlinson et al., 1996; Smith et al., 2008; Cheng et al., 2010). Dieser DNA-Protein-
Komplex (s 75nm) ist von einem ikosaedrischen Capsid (s 130nm) umgeben, welches aus
162 Capsomeren besteht, die sich wiederum aus 150 Hexameren und 12 Pentameren
zusammensetzen (Butcher et al., 1998a; Chen et al., 1999). Dem Capsid ist das Tegument
aufgelagert; letzteres ist wiederum von einer Lipidhtlle zellularen Ursprungs umgeben, in die
virale Glykoproteine eingelagert sind (Mocarski & Courcelle, 2001).

Das Genom von hCMV kodiert fiir ~165-200 open reading frames (ORFs) (Chee et al., 1990:
189 ORFs; Novotny et al.,, 2001: >200 ORFs; Dolan et al., 2004: 165 ORFs; Murphy &
Shenk, 2008: 173 ORFs). Eine deep-sequencing-Analyse demonstrierte allerdings, dass die
hCMV Transkription sehr viel komplexer ist und das hCMV Genom aufgrund von
alternativem splicing, vermutlich eine sehr viel hohere Kodierungskapazitat besitzt, als
angenommen (Gatherer et al., 2011). Fir mCMV wurden bisher ~180 ORFs nachgewiesen
(Ubersicht: Redwood et al.,, 2013; Rawlinson et al., 1996: ~170 ORFs). Des Weiteren
kodieren die CMV-Genome fir miRNAs, welche zellulare und virale Gene regulieren
(Ubersicht: Hancock et al., 2013). Bis jetzt konnten 21 miRNAs fiir mCMV (Buck et al. 2007,
Délken et al., 2007) und 42 fur hCMV identifiziert werden (Dunn et al., 2005; Grey et al.,
2005; Pfeffer et al., 2005; Stark et al., 2011).
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Insgesamt wurden fur hCMV ~35 verschiedene virale Proteine in den Virionen nachgewiesen
(Baldick & Shenk, 1996; Gibson et al., 1996; Mocarski & Courcelle, 2001), fir mCMV ~38
(Kattenhorn et al., 2004). Das Capsid von hCMV besteht aus funf Proteinen: pUL86, pUL85,
pUL8O0, puUL48.5, und pUL46, das von mCMV aus vier Proteinen: pm48.2, pM85, pM86/MCP
(major capsid protein) und pM46. Neben Tegument-assoziierten Proteinen (20-25 fur hCMV,
10 fur mCMV) gibt es in der Lipidmembran verankerte virale Glykoproteine. In den Virionen
von mCMV wurden folgende vier Glykoproteine nachgewiesen: gB (M55), gO (M74), gH
(M75) und gM (M100). In der Hulle von hCMV existieren vier zuséatzliche Glykoproteine: gL
(UL115), gN (UL73), gp48 (UL4) und UL33. Zusatzlich zu den viralen Proteinen wurden auch
zellulare Proteine in den Virionen entdeckt. Allerdings ist noch nicht geklart, ob es sich
wirklich um Bestandteile der Virionen oder um Verunreinigungen handelt (Ubersicht: Caposio
et al., 2013).

hCMV-infizierte Zellen generieren drei verschiedene virale Partikelformen. Neben den oben
beschriebenen Virionen kdnnen in vitro zusatzlich non-infectious enveloped particles (NIEPS)
oder dense bodies (DBs) gebildet werden. NIEPs setzen sich aus den gleichen
Komponenten wie infektiose Virionen zusammen, mit Ausnhahme der fehlenden DNA
(Mokarski & Courcelle, 2001). DBs sind ebenfalls behlillte, zur Zellfusion befahigte DNA-freie
Partikel, die vorwiegend aus dem Tegumentprotein pp65 bestehen (Sarov & Abady, 1975;
Irmiere & Gibson, 1983). Diese Partikel werden allerdings nur von hCMV produziert, mCMV
ist im Gegensatz dazu, zur Bildung von Multi-Capsid-Virionen beféahigt (Chong & Mims,
1981; Weiland et al., 1986).

1.2.2 Infektionszyklus der akuten Infektion

CMV besitzt einen breiten Wirtszell-Tropismus, unter anderem sind Epithelzellen,
Fibroblasten, glatte Muskelzellen, Monozyten/Makrophagen, dendritische Zellen, neutrophile
Granulozyten, Hepatozyten und neuronale Zellen permissiv fur eine CMV-Infektion (Myerson
et al.,, 1984, Ibanez et al., 1991; Sinzger et al., 2000). Des Weiteren zeigen sie eine hohe
Spezies-Spezifitat; zwar konnen die Viren in Spezies-fremde Wirtszellen eindringen, im Fall
von hCMV und mCMV kommt es sogar zur Expression von IE1 und IE2 bzw. IE1 und IE3
(Lafemina & Hayward, 1988), jedoch kdnnen keine infekticsen Nachkommenviren produziert
werden. Die Arbeitsgruppe von W. Brune zeigte, dass mCMV nach Infektion humaner Zellen
Apoptose auslost und somit die Virusreplikation unterbindet (Jurak & Brune, 2006). Auch
scheint die Genregion M112/M113, welche fir das Protein E1 kodiert, wichtig fur die
Speziesspezifitdit von mCMV zu sein. Mutationen in dieser Region befdhigen mCMV dazu, in

humanen Zellen zu replizieren (Schumacher et al., 2010).
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Anlagerung an und Eintritt in die Wirtszelle

Umhdlite Viren kénnen mittels Endozytose oder Fusion mit der Plasmamembran in ihre
Wirtszelle eindringen. Die Glykoproteine der hCMV-Lipidhille, die mit dem Eintritt (entry) in
die Wirtszelle in Verbindung gebracht werden, sind in vier Gruppen unterteilt: 1. ein gB-
Homodimer-Komplex (Britt, 1984; Britt & Auger, 1986), welcher fir das entry und die Zell-zu-
Zell Verbreitung benotigt wird (Isaacson & Compton, 2009); 2. ein gM/gN Heterodimer (Mach
et al.,, 2000), welches vermutlich eine Rolle bei der Anlagerung an die Wirtszelle spielt
(Compton, 2004); 3. ein gH/gL/gO Heterotrimer-Komplex (Huber & Compton,1997, 1998; Li
et al.,, 1997), und 4. ein gH/gL/pUL128/130/131A-Komplex (Ryckman et al., 2008). Die
Frage, ob die verschiedenen gH-gL-Komplexe durch Binden unterschiedlicher Rezeptoren
jeweils andere Eintrittswege in die Wirtszelle férdern, und ob diese Eintrittswege zwischen
verschiedenen Zelltypen variieren ist Inhalt aktueller Forschung. Es konnte gezeigt werden,
dass Viren, welche den gH/gL/pUL128/130/131A-Komplex besitzen, Endothelzellen (ECs),
Epithelzellen und Leukozyten infizieren kénnen, wohingegen Viren, die lediglich den
gH/gL/gO-Komplex auf ihrer Oberflache tragen, einen diese Zellen ausschlieenden,
beschrankteren Zelltropismus aufweisen (Ubersicht Adler & Sinzger, 2013). AuRBerdem wird
vermutet, dass sich die Viren, abhéngig vom Zelltyp der Propagierung, in ihrem
Zelltropismus unterscheiden (Roberts et al., 1989; Wang et al., 2008). Untersuchungen mit
gO-Deletionsmutanten zeigten sowohl fir mCMV (Scrivano et al., 2010), als auch fur hCMV
(Jiang et al., 2008), dass es zur Akkumulation nackter Capside im Zytoplasma und einer
reduzierten Anzahl reifer Virionen in Zelliberstdanden kommt. Die Zell-zu-Zell-Verbreitung
wurde durch das Fehlen von gO allerdings nicht beeintrachtigt. Dies lasst vermuten, dass gO
eine Rolle bei der Umhillung (envelopment) der Capside spielt. Die exakte Rolle der
einzelnen Glykoproteine ist allerdings noch unklar.

Die CMV-Infektion einer Zelle beginnt mit der Anlagerung des Virions an Heparansulfat-
Proteoglykan (HSPG) auf der Zelloberflache (Compton et al., 1993), wobei diese Bindung
sowohl durch gB als auch gM-vermittelt sein kann (Kari & Gehrz, 1992, 1993; Carlson et al.,
1997; Compton, 2004). Welcher zellulare Rezeptor fir den Eintritt des Virions in die
Wirtszelle verantwortlich ist, wird noch diskutiert. Unter anderem kamen (3,-Mikroglobulin
(McKeating et al., 1986), Annexin-Il (Wright et al., 1994), CD13 (Sdderberg et al., 1993a, b)
und EGFR (epidermal growth factor receptor) (Wang et al.,, 2003) in den Fokus der
Wissenschaft, allerdings existieren widerspriichliche Publikationen in Bezug auf die
genannten Rezeptoren. Zuletzt wurde PDGFR-a (platelet-derived growth factor receptor-a)
als potentieller entry-Rezeptor beschrieben (Soroceanu et al., 2008). Als essentielle Ko-
Rezeptoren dienen Integrine, dabei handelt es sich um ubiquitar exprimierte Oberflachen-
Rezeptoren, welche nach ihrer Aktivierung den Start verschiedener Signalwege induzieren
(Wang et al., 2005b; Ubersicht: Fortunato et al., 2000). Nach dem Eintritt in die Wirtszelle
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liegen Capsid und Tegument im Zytoplasma vor und es kommt zum Mikrotubuli-vermittelten

Transport des Capsids zum Zellkern (Ogawa-Goto et al., 2003).

Replikation
Bereits kurze Zeit nach Infektion kann das CMV-Genom zirkular als Episom im Nukleus der

Wirtszelle nachgewiesen werden (hCMV: Stinski, 1991; Garber et al., 1993; Roizman, 1996;
mCMV: Marks & Spector, 1984). Die Replikation des viralen Genoms beginnt ~16h (mCMV)
bzw. 24-36h (hCMV) nach Infektion, erfolgt nach dem ‘rolling circle” Prinzip und resultiert in
miteinander verbundenden, neusynthetisierten Genomen, sogenannten Konkatemeren.
Diese werden vor der Verpackung in die Capside in einzelne Genome gespalten (hCMV:
Ben-Porat, 1983; McVoy & Adler, 1994; mCMV: Marks & Spector, 1988). Fir hCMV wird
dieser Prozess durch drei Enzyme katalysiert: den beiden Terminase Untereinheiten pUL56
und pULB9. Erstere erkennt die spezifischen DNA-Bindestellen pacl und pac2 des viralen
Genoms (Hwang & Bogner, 2002) und sorgt zusammen mit dem dritten Enzym pUL104, das
die Konkatemere in einzelne Genome schneidet (Scheffczik et al., 2002), fur die

Translokation des Genoms in das Capsid (Dittmer et al., 2005).

Genexpression

In einer strikt regulierten Kaskade geordnet, verlauft die virale Genexpression in drei
aufeinanderfolgenden Phasen. Dabei kommt es zur zellularen Polymerase-ll-vermittelten
Transkription der den einzelnen Phasen zugeordneten immediate-early- (IE), early- (E) und
late (L)-Gene (Honess & Roizman, 1974; Emery & Griffiths, 1990; Mocarski et al., 2006).
Direkt nach Eintritt der viralen DNA in den Zellkern startet die IE-Phase, unabhéngig von
einer de novo Synthese viraler Proteine. Die IE-Gene iel, ie2, ie3 von mCMV und iel und
ie2 (entspricht dem ie3 des mCMV) von hCMV stehen unter Regulation des major-
immediate-early-promoters (MIEP) und MIEP-enhancers (MIEPE). 2h (mCMV) bzw. 4h
(hCMV) nach Infektion wird durch die regulatorische Funktion der Proteine IE3 bei mCMV
und IE2 bei hCMV die E-Phase eingeleitet (Buhler et al., 1990; Keil et al., 1984). Einige der
korrespondierenden E-Genprodukte sorgen fir die Initiation der viralen Replikation (Roizman
& Batterson, 1986). AbschlieBend kommt es wahrend der L-Phase hauptsachlich zur
Synthese von Strukturproteinen, die fur den Zusammenbau (assembly) neuer Viruspartikel
benotigt werden (Ubersicht: Thomas et al., 2013). Dabei stellen Genprodukte der E-Phase,
sowohl fir hCMV als auch fir mCMV, essentielle Transaktivatoren der L-Phase dar (Isomura
et al., 2011; Perng et al., 2011).

Das Genom von CMV ist sehr komplex und es wird angenommen, dass seine
Kodierungskapazitat, hervorgerufen durch multiples Transkript-splicing, sehr viel groRer ist
als bisher bekannt (Gatherer et al., 2011, Ubersicht: Redwood et al., 2013).

Epigenetische Prozesse spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation der viralen

Transkription. In den Virionen liegt die virale DNA Histon-frei vor, doch bereits 30min nach
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Infektion kommt es im Wirts-Zellkern zur replikationsunabhdngigen Bildung von
Heterochromatin mit hoher Nukleosomendichte (Nitzsche et al., 2008). Die virale DNA kann
kurz nach Infektion in der N&he von ND10-Strukturen (nuclear-domain-10), Orten
epigenetischer Regulation, nachgewiesen werden (Maul, 1998; Torok et al., 2009). Eine
Komponente der ND10-Strukturen, das Protein hDaxx, sorgt fir die Rekrutierung von Histon-
Deacetylasen (HDACs), die wiederum zur Bildung von transkriptionell inaktivem
Heterochromatin beitragen (Woodhall et al., 2006; Groves et al., 2009). Die Cytomegaloviren
haben entsprechend antagonistische Mechanismen entwickelt, um wéahrend der produktiven
Infektion Genom-Modifikationen zu initiieren, die ein weniger dicht gepacktes, transkriptionell

aktives Euchromatin beglinstigen (Tavalai & Stamminger, 2011).

Zusammenbau und Reifung der Virionen

Die Capside der Herpesviren werden im Nukleus zusammengebaut, wobei sich die leeren
Procapside zu DNA-haltigen, reifen Capsiden entwickeln. Wahrend dieses Prozesses kommt
es zur Bildung von ,Nebenprodukten®, den B-Capsiden, welchen der Terminase-Komplex zur
Inkorporation der DNA fehlt und aus denen sich die im letzten Kapitel erwdhnten NIEPs
entwickeln. AufRRerdem werden A-Capside, bei denen der DNA-Aufnahmeprozess
fehlgeschlagen ist, gebildet (Lee et al., 1988) (siehe Abb. 1.1).
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1.1: Schematische Darstellung des CMV Infektionszyklus

Nach dem Eintritt in die Wirtszelle, wird das unbehullte Virus entlang der Mikrotubuli zum Zellkern
transportiert und die virale DNA in den Zellkern entlassen. Dort zirkularisiert sie unverziglich und wird
mit Histonproteinen assoziiert. Im Falle der Latenz-Etablierung verweilt die DNA inaktiv im Kern.
Wahrend der produktiven Infektion liegt transkriptionell aktives Chromatin vor, der Iytische
Infektionszyklus kann starten und letztlich werden infektiocse Nachkommen aus der Wirtszelle
freigesetzt (siehe Text). (verandert nach Gibson & Bogner, 2013)
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Ihre Hulle erhalten die Capside in einem Zwei-Schritt-Prozess. Zunachst erfolgt ein primary
envelopment, bei dem die Nukleocapside durch die innere Kernmembran in den
perinuklearen Raum transportiert werden. Nach Fusion der priméren Virusmembran mit der
aulleren Kernmembran gelangen die wieder ,nackten® Capside anschlieliend ins
Zytoplasma. Im zweiten Schritt (secondary envelopment) erhalten die Capside, durch
Knospung am Trans-Golgi-Netzwerk, an Golgi-Vesikeln oder an frihen Endosomen, im
sogenannten assembly-compartment (Sanchez et al., 2000 a, b) eine doppelte Hillmembran
(Das et al., 2007; Das & Pellett, 2011). Wahrend des gesamten Prozesses der
Morphogenese werden die Capside vermutlich sequentiell mit Tegument Proteinen und
Glykoproteinen assoziiert (Eickmann et al., 2006). Die Fusion mit der Plasmamembran der
Zelle fiihrt letztlich zur Freisetzung reifer Virionen mit einfacher Hillmembran (Ubersicht:
Gibson & Bogner, 2013). Abbildung 1.1 fasst den gesamten Vorgang vom Eintritt in die
Wirtszelle bis zur Produktion reifer Nachkommenviren zusammen. In Zellkultur dauert der
komplette Infektionszyklus von mCMV ~24h und der von hCMV ~72h.

1.2.3 Die latente Infektion

Nach Kontrolle der Primarinfektion Uberdauern Genome der Herpesviren in einem nicht-
replikativen, Latenz genannten Zustand im Wirt. Die Definition nach Roizman & Sears (1987)
besagt, dass die Genome durch externe Stimuli jederzeit reaktivierbar sein missen und
somit infektibses Virus gebildet werden kann. In Milz und Niere (Pollock & Virgin, 1995),
sowie in der Lunge (Kurz et al., 1997) wurden die ersten Nachweise von molekularer Latenz
erbracht; darunter versteht man das Vorhandensein von Genexpression, ohne dass
infektioses Virus produziert wird. Die Mechanismen, welche der Etablierung und
Aufrechterhaltung der Latenz zugrundeliegen, sind allerdings noch nicht aufgeklart und

stehen im Fokus gegenwartiger Forschung.

1.2.3.1 Zell- und Organtropismus in der Latenz

Nahezu alle Organe des Wirtes sind Orte der hCMV-Latenz, so konnte virale DNA
beispielsweise in Lunge, Leber, Niere, Herz und Pankreas detektiert werden (Koffron et al.,
1997). Prominente Orte der zellularen Latenz stellen Zellen der myeloiden Linie dar (Taylor-
Wiedeman et al., 1991; Minton et al., 1994; Mendelson et al., 1996; Larsson et al., 1998).
Pluripotente CD34" Progenitorzellen im Knochenmark (KM) sind die Vorlaufer aller Blut-
Zellen (Metcalf, 1989). Sie differenzieren zu pluripotenten myeloiden Progenitorzellen und
Uber Monoblasten weiter zu Pro-Monozyten. Nachdem sie vom KM in den Blutkreislauf
Ubergegangen sind, reifen sie zu Monozyten aus (Katz et al., 1985). Die myeloiden

Progenitorzellen sind latent infizierbar, mit ihrer terminalen Differenzierung zu Makrophagen
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und myeloiden dendritischen Zellen (mDCs) einhergehend, kann es zur CMV-Reaktivierung
kommen (Sinclair & Sissons, 2006; Slobedman et al., 2010). Slobedman & Mocarski (1999)
zeigten, dass die Frequenz latent infizierter MPBCs (mobilized peripheral blood cells) sehr
gering ist und virale Genome in einer Kopienzahl vom 2-13 pro Zelle vorliegen. Auch in latent
infizierten Makrophagen wurden nur 1-10 virale Genome pro Zelle detektiert (Pollock et al.,
1997). Interessanterweise erwiesen sich nicht alle Zellen der myeloiden Linie als Orte der
CMV-Latenz; in B- und T-Zellen, sowie in polymorphkernigen Leukozyten konnte keine virale
DNA nachgewiesen werden (Taylor-Wiedeman et al.,, 1991; 1993). Da sich aus den
pluripotenten CD34" Progenitorzellen im KM auch ECs entwickeln kénnen (Quirici et al.,
1991), ruckten diese als putative Latenzorte in den Fokus der Wissenschaft (Mercer et al.,
1988; Fish et al., 1995; Jarvis & Nelson, 2002). Latent infizierte ECs konnten mit ihrer
niedrigen Proliferationsrate (Ortega et al., 1999) und ihrem ubiquitarem Vorkommen, die
generalisierte Verbreitung des latent vorliegenden CMV Genoms und die lebenslange Dauer
der Latenz erklaren.

Der Zell- und Organtropismus von mCMV ist dem von hCMV sehr ahnlich. Zum Beispiel
erwiesen sich Makrophagen und Knochenmarkzellen (KMZ) als Latenzorte von mCMV
(Brautigam et al., 1979; Pollock et al.,, 1997; Koffron et al.,, 1998). Da allerdings eine
kontinuierliche Reduktion der viralen DNA-Load in Blut und KM nachgewiesen wurde, sollte
eher von einer tempordaren hamatopoetischen Latenz gesprochen werden (Ubersicht:
Reddehase et al.,, 2002). Permanente Latenz kann in parenchymalen, stromalen und
sinusoidalen Zellen ausgebildet werden (Mercer et al., 1988; Koffron et al., 1998; Pomeroy et
al., 1991). Unsere Arbeitsgruppe konnte die sinusoidalen Endothelzellen der Leber (LSECs-
liver sinusoidal endothelial cells) als Latenzort des mCMV, mit einer Kopienzahl von ~10
Genomen pro infizierter Zelle, identifizieren (Seckert et al., 2009); ahnliche Ergebnisse
wurden auch fir die ECs der Lunge erbracht (Seckert, nicht publiziert).

1.2.3.2 Die Rolle der Epigenetik bei der Etablierung von Latenz

Anders als fur andere Herpesviren wurden im Falle von CMV bisher noch keine speziellen,
ausschlieBlich in der Latenz vorkommenden Transkripte gefunden, die fur die Etablierung
bzw. Aufrechterhaltung des latenten Status notwendig waren. Fur EBV sind dies
beispielsweise die Transkripte LMP-1/-2 und EBER-1/-2 (Ubersicht: Robertson, 2010),
HSV-1 exprimiert das Latenz-assoziierte Transkript (LAT), welches wéhrend der Latenz die
Bildung von transkriptionell inaktivem Heterochromatin fordert und zwar speziell an den
Orten des Genoms, die Promotoren lytischer Gene beinhalten (Wang et al., 2005a). Dass
virale DNA mit zellularen Histonen assoziiert sein kann, wurde bereits 1975 fir Adenoviren
(Oudet et al.) und SV-40 (Cremisi et al.) beobachtet, auch hCMV bildet keine Ausnahme

(Ubersicht: Reeves & Sinclair, 2013). Die strukturelle Untereinheit des Chromatins, das
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Nukleosom, besteht aus einem ~200bp DNA Fragment, das um ein Histon-Oktamer
gewickelt ist. Letzteres setzt sich wiederum aus zwei H2A-H2B Dimeren und einem H3-H4
Tetramer zusammen. Die aminoterminalen Enden der Histone kdnnen einer Vielfalt von
Modifikationen unterzogen werden, welche durch Veradnderungen der Chromatinstruktur

direkten Einfluss auf die Transkriptionsaktivitat haben (Ubersicht: Bartova et al., 2008).

Produktive \1l %

Nukleus

Zytoplasma

Abb. 1.2: Modell der Chromatinbildung wahrend produktiver CMV-Infektion und Latenz
Wahrend der produktiven Infektion liegt das virale Genom als transkriptionell aktives Euchromatin vor,
assoziiert mit Acetylierungen der Lysine H3K9, H3K14, H4K5, H4K8, H4K12, H4K16 und Methylierung
der Lysine H3K4. Wird Latenz eingeleitet fungieren HDACs, HP-1 und andere Proteine als
Repressoren und propagieren die Bildung transkriptionell inaktiven Heterochromatins, welches mit der
Methylierung der Lysine H3K9 und H3K27 in Verbindung gebracht wird. (verandert nach Sparmann &
Lohuizen, 2006 und Cedar & Begman, 2009)

Das weniger dicht gepackte Euchromatin ermdglicht den Zugang zur DNA und erlaubt damit
die Initiation der Transkription. Es wird mit der Acetylierung der H3-Lysine an Position 9 und
14, der H4-Lysine an Position 5, 8, 12 und 16, sowie der Methylierung der H3-Lysine an
Position 4 assoziiert (Kuo & Allis, 1998; Mizzen & Allis, 1998; Lusser, 2002). Im Gegensatz
dazu liegt das enger gewundene Heterochromatin transkriptionell inaktiv vor und wird mit der
Methylierung der H3-Lysine an Position 9 und 27 in Verbindung gebracht (Khorasanizadeh,
2004). Die Acetylierung der Histone erfolgt durch Proteine der Histon-Acetyltransferase-
Familie (HATs) (Eberharter & Becker, 2002), wohingegen die Deacetylierung durch Histon-
Deacetylasen (HDACs) katalysiert wird (Khochbin et al., 2001). Neben HDACs fungieren
auch Daxx, Heterochromatin-Protein-1 (HP-1), Polycomb-Proteine und weitere Faktoren als
Repressoren aktiven Chromatins. Die Genregion des MIEP von mCMV besitzt viele

potentielle Bindestellen fur Aktivatoren bzw. Repressoren der Transkription (Liu et al., 2010).
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Untersuchungen des MIEP in Nieren akut infizierter Mause konnten zeigen, dass dieser
Promoter Histon-Modifikationen aufweist, die mit transkriptionell aktivem Euchromatin
assoziiert sind. In der Latenz konnten Modifikationen, die typisch fur inaktives
Heterochromatin sind, zusammen mit den Repressor-Proteinen HDAC, Daxx und HP-1 an
der viralen DNA identifiziert werden (Liu et al. 2008; 2010) (siehe Abb. 1.2). Ahnliche Studien
wurden auch fir hCMV in CD34" Progenitorzellen und CD14" Monozyten durchgefihrt. Hier
war das latente Genom in der Region des MIEP mit methylierten Histonen und HP-1
assoziiert (Reeves et al., 2005). Die Differenzierung dieser Zellen zu DCs resultierte
interessanterweise in der Acetylierung der Histone und damit einhergehend in der
Entstehung aktiven Euchromatins.

Weitet man die Beobachtungen auf verschiedene Zeitpunkte und Promotoren aus, so lasst
sich zeigen, dass die IE-Promotoren zu frihen Zeitpunkten Histon-Modifikationen besitzen,
die charakteristisch fir transkriptionell aktives Chromatin sind. Die L-Promotoren hingegen
zeigen Moadifikationen typisch fur inaktives Chromatin. Mit fortschreitender Infektion wechseln
diese Verhaltnisse und ermdglichen jetzt die Transkription der L-Gene. Gleichzeitig kommt
es am MIEP bereits zu Chromatin-Veranderungen, die auch in der Latenz nachgewiesen
wurden (Reeves et al., 2006; Cuevas-Bennett & Shenk, 2008; Groves et al., 2009).

Neben der Epigenetik stehen weitere Faktoren unter dem Verdacht, an der Latenz-
Etablierung beteiligt zu sein. Beispielsweise wird diskutiert, dass die Latenz in CD34"
Progenitorzellen dadurch ausgeldst wird, dass das vom Tegument stammende Protein pp71,
im Gegensatz zu neu synthetisiertem pp71, nicht in den Nukleus transportiert werden kann
und daher auch nicht in der Lage ist ND10-Strukturen aufzulésen (Saffert et. al., 2010). Des
Weiteren wird eine Rolle des Zellzyklus und der Cyklin-abh&ngigen Kinasen bei der Latenz-
Etablierung vermutet (Zydek et al.,, 2010). Auch latent exprimierte miRNAs, die durch
Inaktivierung Histon-modifizierender Enzyme an der epigenetischen Regulation beteiligt sein
kénnen, stellen einen interessanten Ansatzpunkt aktueller Forschung dar (Lewis et al., 2005;
Weber et al., 2007).

1.2.3.3 Genexpression wéhrend der Latenz

Obwohl das virale Genom wahrend der Latenz, als transkriptionell inaktives Heterochromatin
vorliegt, so scheinen doch Phasen zu existieren, in denen limitierte Genexpression stattfindet
und sich das Chromatin zur Transkriptionsinitiation an bestimmten Stellen ,6ffnet“. Fir hCMV
wurden in latent infizierbaren Granulozyten-Makrophagen-Progenitorzellen einige sense und
antisense Transkripte der MIE-Region nachgewiesen (Kondo et al., 1994a; 1996), allerdings
sind sie fur die Latenz-Etablierung nicht essentiell (White et al., 2000) und konnten auch
wahrend der lytischen Infektion detektiert werden (Lunetta & Wiedeman, 2000). Der ORF



1 Einleitung |11

LUNA, der antiparallel zur UL81-82 Region liegt (Bego et al., 2005), sowie die Genregion
US28 (Beisser et al.,, 2001) kodieren fir weitere Transkripte, die in der Latenz exprimiert
werden.

Ein Beispiel dafir, dass das splicing zwischen lytischer und latenter Infektion differiert, ist die
Genregion UL111.5A, welche fir zwei Varianten des cmvIL-10, den viralen Homologen von
Interleukin 10 (IL-10), kodiert (Kotenko et al., 2000; Jenkins et al., 2004). Den ersten Hinweis
auf die immunmodulatorische Fahigkeit eines in der Latenz exprimierten Transkriptes
lieferten Cheung et al. (2009). Diese Autoren konnten zeigen, dass das cmvIL-10 wéahrend
der Latenz die Prasentation von MHC-II (major histocompatibility complex-l) Molekulen auf
infizierten Zellen unterdriickt. Die Genexpression der Region UL138 scheint sogar an der
Etablierung von Latenz beteiligt zu sein. So konnten Versuche mit einer UL138-
Deletionsmutanten die Induktion einer produktiven Infektion in CD34" Progenitorzellen
zeigen. Im Gegensatz dazu fihrte die intakte UL138-Region zur Latenz-Etablierung
(Goodrum et al., 2007). Allerdings existieren auch eine Reihe von Publikationen, welche
gegenteilig postulieren, dass UL138 nicht essentiell fir die Latenz-Etablierung sei (Auswabhl:
Kondo et al., 1994a; Hahn et al., 1998; White et al.,, 2000; Cheung et al., 2006).
Interessanterweise konnten in vitro Studien der hCMV Transkription wahrend der Latenz
herausarbeiten, dass die Genexpression hier nicht dem koordinierten |IE-E-L-Muster der
produktiven Infektion entspricht (Goodrum et al., 2002; 2004; Cheung et al., 2006).

Fir mCMV ist sehr viel weniger tber die Transkriptionsaktivitat wahrend der Latenz bekannt.
Als Hauptort der Genexpression wahrend der Latenz gilt die MIE-Region, hier konnten das
splice-Produkt des IE1/3 Vorlaufer-Transkriptes IE1 (Exon 1-2-3-4), sowie das Transkript IE2
detektiert werden (Kurz et al., 1999; Kurz & Reddehase, 1999; Grzimek et al., 2001). Die
Deletion des IE1 Proteins bewirkt zwar eine Attenuierung des Virus in vivo (Ghazal et al.,
2005; Wilhelmi et al., 2008), jedoch ist IE1 nicht fir die Etablierung oder Aufrechterhaltung
der Latenz notig (Busche et al., 2009). Das Protein IE2 spielt weder bei der Replikation noch
bei der Etablierung von Latenz eine Rolle (Cardin et al., 1995), seine genaue Funktion
konnte bisher noch nicht aufgeklart werden. IE3 hingegen ist ein essentieller Transaktivator
der E-Phase Transkription (Messerle et al., 1992; Angulo et al., 2000). Das IE3 Transkript,
bestehend aus Exon 1-2-3-5 des IE1/3 Vorlaufer-Transkriptes, konnte bisher nicht in der
Latenz detektiert werden. Daher scheinen Kontrollpunkte in der Latenz zu existieren, welche
das Fortschreiten des Genexpressionsprogrammes durch bisher unbekannte Mechanismen
verhindern (Kurz et al., 1999).
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1.24 Reaktivierung

Die Reaktivierung aus der Latenz, welche in einer produktiven Infektion resultiert, stellt fur
immunsupprimierte Patienten, beispielsweise nach Stammzell- oder Organtransplantation
und fir Patienten mit angeborener (severe combined immunodeficiency; SCID) oder
erworbener (acquired immunodeficiency syndrome; AIDS) Immundefizienz, ein hohes
Gesundheitsrisiko dar und bedarf daher dringend der Aufklarung. Allerdings sind bis heute
nur Hypothesen zum Verstandnis der Reaktivierung bekannt. Wie bereits beschrieben
spielen Histon-Modifikationen eine groRe Rolle bei der Definition des Aktivierungszustandes
des viralen Genoms. So konnte gezeigt werden, dass nicht-permissive Zellen in vitro nach
Behandlung mit Trichostatin A, einem HDAC Inhibitor, permissiv fur die virale IE-
Genexpression wurden (Meier, 2001; Murphy et al., 2002). Die beiden Transkriptionsfaktoren
NF-kB, das durch TNF-a (Tumor-Nekrose-Faktor a) aktiviert werden kann, sowie CREB
besitzen einige Bindestellen im MIE-Lokus und werden mit der Reaktivierung von CMV durch
entziindliche Prozesse in Verbindung gebracht. Sowohl Versuche mit mCMV als auch
klinische  Studien mit hCMV  konnten die Beteiligung von TNF-a an
Reaktivierungsereignissen bestatigen (Docke et al., 1994; Prdsch et al., 2002). Im murinen
Modell zeigte sich eine Dosis-abhangige Reaktivierung der MIE-Genexpression nach TNF-a
Behandlung (Hummel et al., 2001; Simon et al., 2005, 2007). Cook et al. (2006) zeigten in
einem mMCMV-Sepsis-Modell ebenfalls den Einfluss von TNF-a und IL-B auf die
Reaktivierung. Auch die LPS-vermittelte Aktivierung von TLR-4 (toll-like-receptor-4) fiihrte

zur Reaktivierung aus der Latenz.

1.4 Die mCMV-Infektion der Maus als Modellsystem der hCMV-Infektion

In vivo Studien von hCMV sind aus offensichtlichen, ethischen Griinden ausgeschlossen;
demzufolge kann die CMV-Infektion nur in Tiermodellen untersucht werden. Aufgrund der
bereits erwdhnten Parallelen von mCMV und hCMV bezuglich Struktur, Genetik und
Entwicklung analoger Anpassungsstrategien an den jeweiligen Wirt stellt die Maus ein
pradestiniertes Tiermodellsystem dar (Rawlinson et al., 1996; Reddehase, 2002; Holtappels
et al., 2006). In unserer Gruppe wird das murine Modell der CMV-Infektion nach syngener
Knochenmarktransplantation (KMT) verwendet (Reddehase et al., 1985; Mutter et al., 1988;
Ubersicht: Reddehase et al., 2002). Obwohl dieses Modell nicht 1:1 die klinische Situation
einer hCMV Infektion widerspiegelt, konnten doch grundlegende Erkenntnisse mit Hilfe des
Mausmodells gewonnen werden; beispielsweise die Entdeckung der dominanten Rolle des
MIE-Lokus beziiglich der Immunantwort (Reddehase & Koszinowski, 1984; Reddehase et

al., 1984; 1989), oder die Entwicklung der praventiven Immuntherapie durch adoptiven
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Transfer CMV-spezifischer CD8" T-Zellen (Reddehase et al., 1985; Reddehase, 2002;
Holtappels et al., 2008).

Auch erwies sich das murine Modell als hilfreich bei der Analyse der viralen Immunevasions-
Mechanismen (Ubersicht: Reddehase, 2002) und der Entdeckung der “memory Inflation
(Holtappels et al., 2000), sowie deren Verbindung zur Latenz (Seckert et al., 2012).
Allgemein konnten wichtige Erkenntnisse hinsichtlich der viralen Latenz gewonnen werden
(Ubersicht: Seckert et al., 2013). Das murine Modell konnte auch zur Beschreibung von
Effektor-Zell-Populationen beitragen, welche die immunologische Kontrolle der Infektion
vermitteln (Ubersicht: Holtappels et al., 2006; Simon et al., 2006a).

1.3 Klinische Aspekte der CMV-Infektion

Die Seropositivitat variiert stark, je nach geographischem und sozio6konomischem
Hintergrund. So sind Kinder im Vorschulalter in Stiidamerika, Ostasien und Indien zu >90%
CMV positiv, wahrend gleichaltrige Kinder in Industriestaaten wie GroRbritannien und den
USA eine Seropravalenz von lediglich <20% aufweisen (Britt, 2010). Mit fortschreitendem
Alter ist ein Anstieg der Durchseuchungsrate nachzuweisen. Die Seropravalenz der
Gesamtbevolkerung in den USA beispielsweise betragt ~50% (Bate et al., 2010).

Die horizontale Ubertragung des Virus erfolgt durch direkten Kontakt mit Kérperflissigkeiten,
wie Speichel, Urin, Tranenflissigkeit, Muttermilch oder Genitalsekrete. Eine weitere Quelle
der CMV-Infektion stellt die Transmission mittels Bluttransfusion oder Organtransplantation
dar (Mocarski et al., 2007). Eine vertikale Ubertragung kann transplazentar oder wahrend der
Geburt von der Mutter auf das Kind erfolgen. AuBerdem kann es Uber die Muttermilch zu
einer Transmission auf das Neugeborene kommen (Ubersicht: Boppana & Britt, 2013;
Cannon et al., 2013).

Sowohl Primérinfektionen als auch Reaktivierungsphasen verlaufen in immunkompetenten
Personen meist inapparent. Zuweilen entwickelt sich wahrend der Primarinfektion eine
Mononukleose mit Symptomen wie Fieber, Mudigkeit, Ubelkeit, Kopfschmerzen und
Lymphozytose. In immunsupprimierten Patienten hingegen manifestieren sich klinisch
relevante Verlaufsformen bis zu einer generalisierten, Gewebe-invasiven CMV-Infektion, die
auch zum Tode fihren kann. Zu dieser Patientengruppe zahlen Personen mit angeborener
(SCID) oder erworbener (AIDS) Immundefizienz, Empfanger von allogenen Stammzell- oder
Organtransplantaten, sowie Personen, die sich einer Chemotherapie unterziehen muissen,
und kongenital infizierte Foten/Embryonen.

Bei hCMV handelt es sich um einen opportunistischen Krankheitserreger immundefizienter
AIDS Patienten, die Pathogenitat bleibt selbst nach hoch aktiver anti-retroviraler Therapie
(HAART) bestehen (Huppmann & Orenstein, 2010). Die hCMV-Erkrankung manifestiert sich

hier haufig in einer Chorioretinitis. Auch in der Patientengruppe der immunsupprimierten
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Transplantat-Empfangern filhren CMV-Infektionen zu schwerwiegenden Komplikationen, mit
dem Risiko der TransplantatabstoRung (Rubin, 1990; Kidd et al., 2000). Wichtige
Risikofaktoren, die den Krankheitsverlauf beeinflussen, sind der hCMV-Serostatus, der
Schweregrad der Immunsuppression und der Histokompatibilitdtsstatus von Donor und
Rezipient. Bei seropositiven Rezipienten besteht die Gefahr einer Reaktivierung oder
Reinfektion mit dem CMV-Stamm des Donors, das hdchste Risiko jedoch birgt die
Konstellation positiver Spender-negativer Empfanger. In diesem Fall ist der Rezipient, der
keine Immunitdt gegen CMV besitzt, einer Transplantat-vermittelten Primarinfektion
ausgesetzt (Humar & Snydman, 2009). In der frihen Phase nach der Transplantation
manifestiert sich die akute Infektion haufig in Osophagitis, Gastritis, Enteritis, Kolitis,
Hepatitis und Pneumonie. Die Absto3ung des Transplantats erfolgt meist erst nach Jahren
durch einen chronischen Prozess, der mit fortlaufender Funktionsminderung des
transplantierten Organs einhergeht (Tolkoff-Rubin et al.,, 2001; Potena & Valantine, 2007,
Erdbruegger et al., 2011).

Wahrend der Schwangerschaft kann durch eine primare oder rekurrierende CMV-Infektion
der Mutter eine kongenitale Infektion erfolgen. Das Krankheitsbild, das durch die kongenitale
hCMV-Infektion hervorgerufen wird, ist unter der Bezeichnung cytomegalic inclusion disease
(CID) zusammengefasst und zeigt, aufgrund der Manifestation im zentralen Nervensystem
und in fast allen Organen, vielfaltige Symptome: zentrale Horstérungen bis zu komplettem
Horverlust, Schadigungen des Sehnervs (Optikusatrophie), Mikrozephalie, mentale
Retardation, Hepatitis, Hepatosplenomegalie, Pneumonie und Petechien. Die
Ubertragungswahrscheinlichkeit bei Primarinfektion betragt 30-40% (Kenneson & Cannon,
2007). Dabei zeigen ~10% der infizierten Neugeborenen schon bei der Geburt Symptome,
~5% davon entwickeln eine typische CID, bei den anderen 5% kommt es zu einem milderen
Verlauf. Die Sterblichkeitsrate der Neugeborenen mit einer symptomatischen kongenitalen
Infektion betragt ~5-10% (Boppana et al., 1992; Ubersicht: Boppana & Britt, 2013; Cannon et
al., 2013).

1.5 Die Immunkontrolle der CMV-Infektion

Sowohl Komponenten des angeborenen (innate immunity) als auch des erworbenen
(adaptive immunity) Immunsystems tragen zur Kontrolle der primaren CMV-Infektion bei.
Wahrend der friihen Phase der Infektion wird die Immunkontrolle vom angeborenen
Immunsystem, hauptsachlich durch nattrliche Killer (NK)-Zellen, tbernommen (Bukowski et
al., 1984; Salazar-Mather et al., 1998; Daniels et al., 2001; Arase et al., 2002). Fir eine
langerfristige Kontrolle der Infektion ist hingegen die Funktion der erworbenen Immunitéat
unerlasslich (Welsh et al., 1991). CD8" T-Zellen spielen die zentrale Rolle hinsichtlich der

Termination der produktiven Infektion in den Organen und vermitteln eine dauerhafte
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Kontrolle der CMV-Infektion (Ubersicht: Reddehase, 2002; Holtappels et al., 2013). In
klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass der Transfer antiviraler CD8" T-Zell-Linien
eine auftretende CMV-Erkrankung nach Transplantation kontrollieren kann (Riddell et al.,
1992).

Eine Sonderrolle nimmt die Immunkontrolle in der Speicheldriise ein, da die Infektion in
diesem Organ primar durch CD4" T-Zellen kontrolliert wird (Jonjic et al., 1989). Zusatzlich
vermitteln CD4" T-Zellen die Aufrechterhaltung der hCMV-spezifischen CD8" T-Zell-Antwort
(Fuji et al., 2011) und werden fiir eine effiziente humorale Immunantwort bendétigt (Mach et
al., 2013). Antivirale Antikérper sind zwar nicht essentiell fur die Kontrolle der primaren CMV-
Infektion, konnen allerdings nach Rekurrenz die Dissemination limitieren und gegen

sekundare Infektionen schitzen (Jonjic et al., 1994).

15.1 Rolle des adaptiven Immunsystems

Eine Hauptkomponente des adaptiven Immunsystems bilden die T-Zellen, welche in CD4" T-
Helfer-Zellen (Ty), CD8" cytotoxische T-Zellen (CTLs), regulatorische T-Zellen (Treg), NKT-
Zellen und yd T-Zellen unterteilt werden. Der T-Zell-Rezeptor (TCR) der letzteren Gruppe ist
im Gegensatz zu den TCRs der tbrigen Gruppen nicht aus einer a- und B-Glykoproteinkette
zusammengesetzt, sondern aus einer y- und d-Kette. Neben den T-Zellen gehotren die B-
Zellen, welche hauptsachlich Antikorper produzieren, zur adaptiven Immunabwehr. Da CD8*
T-Zellen den grofdten Beitrag zur Immunkontrolle der CMV-Infektion liefern, wird im
Folgenden nur auf diese eingegangen. Die CD8" T-Zellen wurden, durch adoptiven Transfer
in immunsupprimierte mCMV-infizierte Mause, als die antiviral wirkende Komponente
innerhalb der T-Zellen identifiziert (Reddehase et al., 1985). Versuche mit cytotoxischen T-
Zell-Linien (CTLL) (Holtappels et al., 2006; Holtappels et al., 2008) und ex vivo isolierten
Peptid-spezifischen CD8" T-Zellen (Bohm et al., 2008b; Pahl-Seibert et al., 2005) bestatigten
dies. Auch im syngenen und allogenen Modell der KMT konnte gezeigt werden, dass
rekonstituierte CD8" T-Zellen die akute mCMV-Infektion terminieren und die Inzidenz der
Erkrankung verringern (Alterio de Goss et al., 1998; Holtappels et al., 1998; Podlech et al.,
1998; Podlech et al., 2000). Klinische Studien konnten vergleichbares fiir die hCMV-Infektion
in KMT-Patienten belegen (Reusser et al., 1991); auch hier reduziert der adoptive Transfer
von CD8" T-Zellen die Schwere einer CMV-Erkrankung (Riddell et al., 1992; Walter et al.,
1995; Cobbold et al., 2005).

T-Zellen werden im Knochenmark erzeugt und wandern von dort in den Thymus aus.
Ausgereifte naive T-Zellen verlassen den Thymus, wandern in periphere lymphatische
Organe und werden in den Lymphknoten durch professionelle antigenpréasentierende Zellen
(profAPCs) Antigen-spezifisch aktiviert (Ubersicht: Randolph et al., 2005). Die Aktivierung
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der CD8" T-Zellen wird von drei Signalen gesteuert, (1) dem Signal des TCR nach
Interaktion mit dem Peptid-beladenen MHC-Komplex, (2) kostimulatorischen Signalen z.B.
durch CD28, CD40, 4-1BB, CD27, ICOS, OX40, (3) Signalen von inflammatorischen
Cytokinen (besonders IL-12 und IFN-y) (Mescher et al., 2006; Harty & Badovinac, 2008).
Nach ihrer Aktivierung wandern die Effektor-CD8" T-Zellen uiber die efferenten LymphgefaRe
zu den peripheren Infektionsorten aus. Dort kdnnen sie infizierte Zellen durch die
Sezernierung von Perforin und Granzym B abtdoten und durch Cytokinproduktion andere
Effektor-Zellen rekrutieren.

Wahrend der akuten Phase der Infektion durchlaufen die CD8" T-Zellen vier Stadien: die
Aktivierung, gefolgt von Expansion, Kontraktion und memory-Phase. Nach der Aktivierung
erfolgt eine rasche Expansion der Zellen sowie die Effektor-Zell-Differenzierung, mit
Verdopplungsraten von bis zu 50.000x (Blattman et al., 2002; Murali-Krishna et al., 1998;
Butz & Bevan 1998; Busch et al., 1998). In der Kontraktionsphase sterben 90-95% der Zellen
durch Apoptose und nur eine langlebige memory-Zell-Population Uberlebt (Kaech et al.,
2002). Im Gegensatz zu Infektionen mit Viren, die vom Immunsystem eliminiert werden,
steigen die Frequenzen CMV-spezifischer memory-T-Zellen mit der Zeit an. Dieses
Phanomen wird ‘'memory inflation” genannt und reflektiert vermutlich einen wiederholten
boost der T-Zell-Antwort aufgrund der transkriptionellen Aktivitat des latent vorliegenden
Genoms (Holtappels et al., 2000; Karrer et al., 2003; Munks et al., 2006).

Tabl.2: mCMV-spezifische Peptide des Haplotyps H-2°

ORF Peptidsequenz MHC-I Dominanz in der Memory
akuten Infektion inflation
m04 | YGPSLYRRF(F) D¢ Subdominant Nein
m1l8 SGPSRGRII D¢ Subdominant/Intermediér Nein
M45 VGPALGRGL D¢ Subdominant Nein
M83 YPSKEPFNF L° Subdominant Nein
M84 AYAGLFTPL K¢ Subdominant Nein
M105 TYWPVVSDI K¢ Dominant Variabel
m123 YPHFMPTNL L Dominant Ja
m145 CYYASRTKL K° Dominant Variabel
ml1l64 AGPPRYSRI D¢ Dominant Ja

(veréndert nach Holtappels et al., 2013)

Bis jetzt sind 9 mCMV-spezifische Peptide fir den Haplotyp H-2¢ (BALB/c) bekannt. In
Tabelle 1.2 ist eine Ubersicht der mCMV-spezifischen Peptide des Haplotyps H-2¢
dargestellt. Je nach T-Zell-Frequenz werden die Peptide als dominant, intermedidr oder
subdominant eingestuft. Lediglich die beiden Peptide m123 und m164 dominieren sowohl die
akute Phase (~ an Tag 8 p.i.) als auch die spate Expansion (Start ~ an Tag 15 p.i.)
(Holtappels et al., 2002; Seckert et al., 2011). Es ist wichtig darauf hinzuweisen, dass die
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Immundominanz nicht mit einem erhohten protektiven Potential der Peptid-spezifischen T-
Zellen korreliert (Holtappels et al., 2004; zur Ubersicht: Holtappels et al., 2013).
Interessanterweise entwickeln keimfrei gehaltene Mause keine "memory inflation” wahrend
der CMV-Latenz (Tanaka et al., 2007). Die Autoren vermuten eine Kreuz-Reaktivitat, welche
den Virus-Epitop-spezifischen CD8" T-Zellen die gleichzeitige Erkennung von bakteriellen
Epitopen ermoglicht.

Auch die CD8" T-Zell-Antwort der hCMV-Infektion ist auf eine bestimmte Anzahl von
Epitopen begrenzt (Sylwester et al., 2005). In alteren Personen kann die memory-T-Zell-
Frequenz sehr hoch werden und fir ein einzelnes mCMV-Epitop sogar ~5%-20% aller CD8"
T-Zellen im Blut betragen (Khan et al., 2002). Im Hinblick auf die Tatsache, dass sich der
Thymus mit voranschreitendem Alter zuriickbildet und die Neubildung von naiven T-Zellen
damit eingeschrankt ist, wird kontrovers diskutiert, ob die oligoklonalen, CMV-spezifischen
memory-T-Zellen ihre Funktion verlieren kénnen und eine CMV-Infektion zur Immun-
seneszenz beitragt (Akbar & Fletcher, 2005; Koch et al.,, 2006; Moss, 2010) oder nicht
(Podlech et al., 2000; Dunne et al., 2002; Wallace et al., 2004; 2011).

1.6 Antigenpréasentation wahrend der CMV-Infektion

CD4" T-Zellen erkennen 12-26 Aminosauren lange Peptide, die an die a1p1 Binde-Domane
der beiden schweren Ketten (a und ) von MHC-II Molekilen gebunden sind. pMHC-II
werden hauptsachlich von profAPCs, z.B. DCs prasentiert. CD8" T-Zellen hingegen
erkennen Peptide einer Léange von 8-10 Aminosauren. Diese werden von MHC-I Molekdlen
prasentiert, deren Peptid-Binde-Domane (a1a2 Doméane) lediglich aus der schweren a-Kette
besteht. Komplettiert wird der MHC-I-Komplex, der auf nahezu allen Zellen exprimiert ist,
durch die B,-Mikroglobulin Untereinheit (Ubersicht: Rammensee et al., 1993; Rudolph et al.,
2006).

Es sind zwei Arten der MHC-I Antigenprasentation bekannt, die direkte Prasentation und die
cross-Présentation. Erstere beschreibt die Prasentation von Peptiden, die aus intrazellular
synthetisierten und prozessierten Proteinen entstehen; hierzu sind die meisten Zellen
befahigt. Endozytotisch aktive Zellen, v.a. profAPCs, haben zusatzlich die Mdglichkeit,
Peptide aus der extrazellularen Umgebung aufzunehmen und dber MHC-I Molekiile zu
présentieren; ein Prozess der cross-Présentation genannt wird (Bevan et al., 1976; Staerz et
al., 1987; Ubersicht: Norbury & Sigal, 2003). Der direkte Prasentationsweg beginnt mit der
Degradierung intrazellularer Proteine durch proteasomale Prozessierung, entweder im
konstitutiven Proteasom, das in allen Zelltypen exprimiert ist, oder im Immunoproteasom, das
in profAPCs vorliegt und nach IFN-Stimulation auch in nicht-profAPCs gebildet wird

(Kloetzel, 2001; Strehl et al., 2005). Die resultierenden antigenen Peptide werden Uber den
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TAP-Transporter (transporter associated with antigen presentation) ins ER (endoplasmatic
reticulum) transferiert, wo sie mit MHC-1 Molekilen komplexieren und als pMHC-I Komplex
Uber den Golgi-Apparat durch vesikularen Transport an die Zelloberflache gelangen
(Ubersicht: Yewdell, 2001).

Fir die cross-Prasentation kbnnen extrazellulare Proteine mittels Endozytose aufgenommen
und ins Zytoplasma entlassen werden. Die intrazellularen Mechanismen der cross-
Prasentation sind allerdings noch nicht vollstandig aufgeklart. Es werden TAP-Transporter
abhangige Wege, der direkten Prasentation gleichend, postuliert oder TAP-unabhangige
Wege Uber einen Rucktransport der prozessierten Peptide in Endosomen, die MHC-I
Molekile enthalten (Kleijmeer et al., 2001; MacAry et al., 2001; Basha et al., 2008). Ein
weiteres Modell geht von einer ER-Phagosomen-Fusion aus, mit anschlieRender
Translokation der Proteine ins Zytoplasma und der prozessierten Peptide Uber einen TAP-
abhangigen Weg zuriick in das Fusionskompartment (Guermonprez et al., 2003). Nach
gegenwartiger Vorstellung wird das priming, also die Aktivierung der CD8" T-Zellen nach
CMV-Infektion, hauptsachlich durch cross-Prasentation eingeleitet (Gold et al., 2002; B6hm
et al., 2008a; Snyder et al., 2010; Torti et al., 2011b, Busche et al., 2013). Allerdings
existieren kontroverse Meinungen und die Rolle von cross- und direkter Préasentation im
Bezug auf das priming steht im Fokus der gegenwartigen Forschung.

Die Expansion der CD8" T-Zellen wahrend der memory-Phase (‘"memory inflation”) scheint
hingegen auf direkter Antigenprasentation zu beruhen (Torti et al., 2011a, Seckert et al.,
2011, 2013). Seckert et al. (2011) belegten in einem Modell der exklusiven IE1-Epitop-
Prasentation durch profAPCs, das Ausbleiben einer ‘'memory inflation”, die demzufolge von
der direkten Antigen-Prasentation der Gewebezellen des Rezipienten abhéangig ist. Dies
erdffnet die Frage, ob die geringfligige transkriptionelle Aktivitat wahrend der Viruslatenz zur
Peptidprasentation und damit zur Restimulation der memory-Zellen fihrt. Simon et al.,
(2006b) zeigten, dass nach Infektion mit einer mCMV-IE1-Peptid-Mutante eine deutlich
erhdhte |E1-spezifische Transkriptmenge wahrend der Latenz nachweisbar war. Die
Effektor-Funktion der IE1-Peptid-spezifischen T-Zellen kontrolliert somit die Transkription
wahrend der Latenz, bzw. eliminiert transkriptionell aktive Zellen. Einen direkten Hinweis auf
ein in der Latenz produziertes Protein lieferten Versuche mit einem transgenen
Diphtherietoxin-Rezeptor, der anstelle des mCMV IE2 Proteins exprimiert wurde. Nach
Diphtherietoxin-Applikation in der Latenz konnte eine deutlich reduzierte Anzahl viraler
Genome detektiert und damit einhergehend erstmals die erfolgreiche Translation eines

wahrend der Latenz exprimierten Transkripts direkt bewiesen werden (Scheller, 2011).
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1.7 Differenzierung der CD8" T-Zellen

Die CD8" T-Zell-Antwort besteht aus einem heterogenen Zell-pool, dessen Aktivierung,
Expansion und Differenzierung von verschiedenen Faktoren abhangt. Wie bereits erwéhnt,
entwickeln sich aus naiven CD8" T-Zellen nach Aktivierung Effektor-Zellen und nach
Uberstandender Infektion verbleiben memory-Zellen, die bereits wahrend der priméren
Phase der Infektion gebildet werden (Ubersicht: Weninger et al., 2002). Diese memory-
Zellen wurden urspringlich in central-memory T cells (Tcy) und effector-memory T cells (Tew)
differenziert (Hamann et al., 1997; Sallusto et al., 1999). Ty lokalisieren hauptséachlich in
den Lymphknoten, kdénnen aufgrund inflammatorischer Signale aber auch in periphere
Organe einwandern (Ubersicht: Weninger et al., 2002). Tgy patrollieren vorrangig in
peripherem Gewebe und kénnen nach erneuter Antigenexposition rasch die direkte Zell-Lyse
durch Granzym- und Perforin-Expression einleiten (Reinhard et al., 2001; Masopoust et al.,
2001). Die Aktivierung der T-Zell-Effektor-Funktionen erfolgt bereits innerhalb von wenigen
Stunden, allerdings vergehen mindestens drei Tage bis das Einleiten der Proliferation
nachweisbar wird (Whitmire et al., 2008).

In neueren Publikationen werden die CD8" T-Zellen anhand der Oberflachenmarker KLRG1,

CD62L und CD127 (IL-7Ra) in die Subpopulationen early-effector cells-EECs (CD127IOW

cD62L " KLRG1™", short-lived-effector cells-SLECs (CD127°" CD62L" KLRG1"%", double-
positive-effector cells-DPECs (CD127"%" CD62L"" KLRG1""), Tg, (CD127"" CD62L"™"
KLRG1™) und Ty (CD127"" CD62L"" KLRG1"") unterteilt (Obar & Lefrancois, 2010a;
Obar et al., 2011). KLRG1 (killer cell lectin-like receptor subfamily G member 1) ist ein
Transmembranprotein mit einem ITIM-Motiv (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory
motif), welches mit E-Cadherin interagiert und die Proliferation und die Cyclinproduktion der
Zellen, sowie die Phosphorylierung von Akt, einer am Uberleben von Zellen beteiligten
Kinase, hemmt (Henson et al., 2009). Desweitern inhibiert KLRG1 die IL-2 Produktion, so
dass durch die Regulation des Rezeptors das Ausmal’ und die Dauer der Effektor-Phase
beeinflusst wird (Banh et al., 2009). CD62L fungiert als homing-Rezeptor, er wird von Tcy
exprimiert und ermdglicht diesen den Eintritt in sekundére lymphatische Organe (Ubersicht:
Tedder et al., 1995). CD127 oder IL-7Ra ist eine Untereinheit des Interleukin-7 Rezeptors
und wird auf Tgy und Tcy exprimiert (Kondo et al., 1994b). Das Vorhandensein von CD127
korreliert mit der erhdhten Expression von anti-apoptotischen Molekilen, wie z.B. bcl-2
(Schluns et al., 2000; Kaech et al., 2003).

Es existieren verschiedene Hypothesen zur Entwicklung der CD8" T-Zell-Populationen: das
Modell der asymmetrischen Teilung postuliert die Entwicklung zweier T-Zell-Linien, die
langlebige memory-Linie und eine kurzlebige Effektor-Linie (Chang et al., 2007). Stemberger
et al. (2007) konnten jedoch zeigen, dass eine einzelne naive CD8" T-Zelle das Potential

birgt, sich sowohl zu Effektor- als auch memory-Populationen zu entwickeln; eine spéatere
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Arbeit bestétigte diese Resultate (Gerlach et al.,, 2010). Im Modell der linearen
Differenzierung von Obar & Lefrancois (2010b) resultiert die Aktivierung naiver T-Zellen in
der Ausbildung einer EEC-Population, welche anschlieBend zu SLECs, Tgy und Tey
ausdifferenziert (siehe Abb. 1.3). Sie vermuten, dass es sich bei den EECs um eine
genetisch gesehen durchaus heterogene Population handelt.

IL-12 IL-2 TGF B IL-15
IFN o/B

©) Naive T-zelle @) sLEC
@ EEC @ Memory

1.3: Modell der linearen CD8" T-Zell-Differenzierung

Die Aktivierung naiver CD8" T-Zellen in Anwesenheit hoher IL-12, IL-15 und IFN-a/-R Level, fiihrt zur
Entwicklung von EECs, aus denen sich entweder memory-Populationen oder terminal differenzierte
SLECs formieren. IL-2 sorgt dabei nicht nur fur die Differenzierung, sondern auch fir die Expansion
der Population. Mit dem peak der Expansionsphase kommt es zur vermehrten Sekretion von TGF-[3,
das die Apoptose von EECs und SLECs induziert, so dass hauptsachlich memory-Zellen verbleiben.
(Veréandert nach Lefrancois & Obar, 2010)

Bei der CD8" T-Zell-Differenzierung spielt das Cytokin-Milieu ebenfalls eine wichtige Rolle.
IL-12 und IFN-o/-R fungieren als Wachstumsfaktoren von Effektor-CD8" T-Zellen (Xiao et al.,
2009) und unterstitzen die Differenzierung zu SLECs (Joshi et al., 2007; Cui et al., 2009).
Auch langerfristiger IL-2-Kontakt fuhrt zur Ausbildung einer SLEC-Population. Die SLECs
sind terminal differenziert und in ihrer Lebensdauer limitiert (Joshi et al., 2007; Kalia et al.,
2010). Sowohl IL-12 als auch IL-2 wirken tber die Regulation von Transkriptionsfaktoren wie
z.B. T-bet, Eomes, Blimpl, Bcl6 und bewirken die Expansion der Effektor-Zell-Population
(Takemoto et al., 2006; Joshi et al., 2007; Pipkin et al., 2010). Zusatzlich reguliert IFN-y die
Proliferation und das Uberleben von CD8* T-Zellen. Es begiinstigt die IL-12 Produktion und
damit die SLEC-Differenzierung (Whitmire et al., 2005; Cui et al., 2009). Das Uberleben der
SLECs scheint von dem Cytokin IL-15 abhangig zu sein, welches auch die Aufrechterhaltung
und Proliferation der memory-Populationen unterstitzt (Rubinstein et al., 2008).

Interessanterweise begunstigt auch eine inflammatorische Umgebung die Entwicklung von
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SLECs, wahrend in einer gegensatzlichen Umgebung bevorzugt memory-Populationen
entstehen (Pham et al., 2009).

Da die CD8" T-Zellen in der latent infizierten Lunge hauptsachlich aus SLECs bestehen,
wirde dies auch die Expansion der CD8" T-Zellen in der memory-Phase nach CMV-Infektion
erklaren. Durch die transkriptionelle Aktivitat wahrend der Latenz wird vermutlich eine
inflammatorische Umgebung hervorgerufen, welche die Differenzierung zu SLECs begunstigt
(Seckert et al., 2013).

Die Erkenntnisse zur CD8" T-Zell-Differenzierung stehen noch am Anfang.
Zusammenfassend ist bekannt, dass die Zusammensetzung des memory-T-Zell-pools von
der Dauer der Antigen-Exposition, der Antigen-Menge, inflammatorischen Signalen, der
Anzahl der Zellen wahrend der Expansions-Phase, der Vorganger-Frequenz an CD8" T-

Zellen und der nach Primar-Infektion vergangenen Zeit abhangt.

1.8 Diphtherietoxin: Struktur und Wirkmechanismus

Das Diphtherietoxin (DT) eignet sich hervorragend zur Entwicklung von hoch-sensitiven
Modellen der konditionalen Zell-Depletion. In diesen Modellen wurden transgene Mause
generiert, die den Diphtherietoxin-Rezeptor (DTR) unter Kontrolle von Gewebe-spezifischen
Promotoren exprimieren (Saito et al., 2001; Buch et al., 2005; Demircik et al., 2013) oder das
aktive DT Fragment direkt in den Zielzellen exprimieren (Brockschnieder et al., 2004;
Gheryani et al., 2013).

DT wird als sekretorisches Exotoxin von Corynebacterium diphtheriae produziert und besteht
aus zwei Komponenten, dem DT-A Fragment und dem DT-B Fragment, welche lber eine
Disulfid-Briicke miteinander verbunden sind (Greenfield et al., 1983; Tsuneoka et al., 1993).
Die Aufklarung der Kristallstruktur des DT identifizierte drei Doméanen: die katalytisch aktive
C-Doméne, die dem DT-A entspricht, eine Transmembran(T)-Domane und die Rezeptor-
binde(R)-Domane, die zusammen das DT-B Fragment bilden (Choe et al., 1992). Fur das
Toxin sensitive Zellen exprimieren auf ihrer Oberflache den DTR, welcher in der Lage ist,
das DT Uber dessen R-Doméne zu binden (Uchida et al., 1973; Shen et al., 1994). Der DTR
entspricht dem Wachstumsfaktor “precursor form of heparin-binding EGF-like growth factor’
(proHB-EGF), der Membran-gebunden als Rezeptor fungiert und nach proteolytischer
Spaltung zum léslichen HB-EGF reift (Naglich et al., 1992; Iwamoto et al., 1994).

Die Rezeptor-vermittelte Erkennung des DT, erfolgt von DT-Seite Uber die in der R-Doméne
lokalisierten Aminoséauren (AS) Lys-516 und Phe-530, desweiteren scheinen Tyr-514, Val-
523, Asn-524, und Lys-526 entscheidende Modulatoren der Cytotoxizitat des DT zu
reprasentieren (Shen et al., 1994). Auf der Seite des DTR identifizierten Mitamura et al.
(1997) die AS Phe-115, Leu-127 und Glu-141 als essentiell fur die DT-Bindung. Im

Anschluss an die Bindung des Toxins wird der Rezeptor-Toxin-Komplex durch Rezeptor-
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vermittelte Endozytose internalisiert (Morris et al., 1985; Moya et al., 1985). Im Endosom
sorgt der niedrige pH fiir eine Konformationsdnderung, wobei das DT Uber seine T-Doméne
in die Endosomen-Membran integriert und das enzymatisch aktive DT-A Fragment ins
Zytosol ubertritt (Sandvig & Olsnes, 1980; Draper & Simon, 1980). Die eigentliche Toxizitat
wird vom DT-A vermittelt, indem es durch ADP-Ribosylierung den Elongations-Faktor 2 (EF-
2) inhibiert und dadurch die zellulare Proteinsynthese von Eukaryonten verhindert, was
letztlich zum apoptotischen Tod der Zelle fuhrt (Ubersicht: Pappenheimer et al., 1977).

Aufgrund unterschiedlicher DTR-Varianten weisen Nagetiere, wie Mause und Hamster, eine
100.000fach erhdhte Resistenz gegentiber DT im Vergleich zum Menschen auf (Mekada et
al.,, 1982; Pappenheimer et al., 1982). Diese Tatsache macht Mause zu optimalen
Modellorganismen fiur die DT induzierte Depletion spezifischer Zellen. Optimal ist auch die
hohe Sensitivitit des DT; so reicht bereits ein Molekil des DT-A aus, um eine Zelle
erfolgreich zu téten (Yamaizumi et al., 1978). Hinzu kommt die hohe Stabilitdt des DT-A
Fragments. Yamaizumi et al. (1982) zeigten, dass nach 24h noch mehr als 80% des Proteins
intakt im Zytoplasma vorliegen, wahrend das DT-B Fragment lediglich eine Halbwertszeit von
2,5-5h aufweist. Allerdings sollte bedacht werden, dass Versuche von Falnes et al. (2000)

Hinweise auf eine konzentrationsabhangige Wirkgeschwindigkeit des DT lieferten.

1.9 Zielsetzung der Arbeit

Die Mechanismen, die der Etablierung und Aufrechterhaltung der CMV-Latenz
zugrundeliegen, sind noch weitestgehend unverstanden. Da Reaktivierungsereignisse in
immunsupprimierten Personen haufig zu lebensbedrohlichen Erkrankungen fuhren, sind die
Untersuchung der Etablierung und Aufrechterhaltung von Latenz sowie die Analyse der
Reaktivierung von besonderer Wichtigkeit. Im murinen Modell konnte bereits gezeigt werden,
dass virale Genome wéahrend der Latenz gleichmafig in der Lunge verteilt sind und die
Transkripte IE1 und IE2 sporadisch exprimiert werden (Kurz et al., 1999; Kurz & Reddehase,
1999; Grzimek et al., 2001). Diese transkriptionelle Aktivitat wird von IE1-Epitop-spezifischen
CD8" T-Zellen erkannt und reguliert (Simon et al., 2006b), was auf eine Verbindung der
molekularen Latenz mit der Expansion der memory-T-Zell-Population schlieRen lasst. Trotz
einer nahe am Detektionslimit liegenden Transkriptionsrate wéhrend der Latenz war es
madglich, ein in der Latenz produziertes Protein nachzuweisen. So fiuhrte ein unter Kontrolle
des MIEPE exprimiertes dtr-Gen zur Expression des DTR auf der Zelloberfliche und die
anschlielende DT-Applikation zu einer deutlichen Reduktion latenter viraler Genome in der
Lunge (Scheller, 2011). Fir hCMV wurde bereits eine in vitro Studie zur Expressionsanalyse
verschiedener Transkripte wahrend der Latenz-Etablierungs-Phase in infizierten CD34"

Progenitorzellen durchgefiihrt (Cheung et al., 2006).
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Ziel der vorliegenden Arbeit war zundchst die in vivo Charakterisierung der viralen
Transkription ~wahrend der mCMV-Latenz. Dies sollte mittels umfangreicher
Transkriptionsanalysen zu verschiedenen Zeitpunkten wahrend der Latenz in der Lunge
erfolgen. Als Latenz-Modell wurde die mCMV-Infektion nach syngener, experimenteller
Knochenmarktransplantation in BALB/cJ Méausen gewahlt. In einer Zeitkinetik erfolgte 4, 6
und 8 Monate p.i. die Quantifizierung der Transkripte mittels RT-qPCR. Zur
Charakterisierung wurden Vertreter aller drei kinetischen Klassen IE (IE1, IE3), E (E1, m164,
M105) und L (M86) gewahlt. Aulerdem sollte der Einfluss der Transkript-Stabilitat auf die
Anzahl detektierbarer Transkripte untersucht werden. Wahrend der Kinetik erfolgte zeitgleich
die Charakterisierung der immunodominanten Epitop-spezifischnen CD8" T-Zellen (IE1, m164
und M105), um eine mogliche Verbindung der molekularen Latenz zur immunologischen
Kontrolle der Latenz zu erkennen. Eine umfangreiche Charakterisierung einzelner
Subpopulationen der Epitop-spezifischnen CD8" T-Zellen, sollte Erkenntnisse uber die
Vorgange der ‘'memory inflation”-Entstehung liefern.

AuRerdem wurden in dieser Arbeit die Mechanismen der Latenz-Etablierung untersucht. Da
das mCMV-Genom bereits kurz nach Infektion als zirkuldres Episom im Nukleus der
Wirtszelle vorliegt (Marks & Spector, 1984) und mit Histonen assoziiert ist, erfolgt die Latenz-
Etablierung vermutlich schon zu sehr frilhen Zeitpunkten. Arbeiten mit einer AM94-mCMV-
Mutanten, welche nach Infektion einer Zelle diese nicht mehr verlassen kann, zeigten, dass
bereits die erste Infektionsrunde zur Latenz-Etablierung ausreicht und ein Jahr nach Infektion
die Anzahl der absolut detektierten, latenten viralen Genome mit den nach WT-mCMV-
Infektion quantifizierten Genomzahlen vergleichbar ist (Mohr et al., 2010). Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit sollte nun die Frage geklart werden, ob eine IE-Genexpression der
Etablierung von Latenz vorausgeht. Dies wurde mit Hilfe des Modells der konditionalen Zell-
Depletion, in welchem latent infizierte Zellen einen DTR exprimieren, analysiert. Hierfur
wurde das genetisch verdnderte Virus mCMV-Aie2-DTR, welches das dtr-Gen unter
Kontrolle des ie2-Promotors tragt, verwendet. Im Fall eines silencing des Genoms vor
Beginn der IE-Genexpression kAdme es nicht zur DTR Expression und nach DT-Applikation
auch nicht zur Depletion der latent infizierten Zellen, wahrend eine der Latenz-Etablierung
vorangehende IE-Genexpression zur Ausloschung latent infizierter Zellen fihren wirde.

Die Aufklarung der Hypothesen erfolgte mittels in vitro und in vivo Studien, um den Einfluss
der DT-Applikation auf die Zahl viraler Genome zu bestimmen. Aus in vitro infizierten MEF
bzw. isolierten LSECs der in vivo Studien wurden die vitalen Zellen im FACS selektioniert

und die Anzahl der viralen Genome mittels gPCR bestimmit.
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2 Material und Methoden

Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1

Tab. 2.1: Allgemeine Laborgeréte

Allgemeine Laborgerate

Gerat

Typ/Hersteller

Brutschrank (Bakterien)

B6, B12 (Heraeus, Hanau)

Brutschrank (Zellen)

Hera Cell 240 (Heraeus, Hanau)

Durchflusszytometer

Cytomics FC 500 (Beckman Coulter, Krefeld)
FACSAria lll (BD Bioscience, Heidelberg )

Elektroporator

Gene Pulser™ (BioRad, Miinchen)

Flissigstickstofftank

(Messer, Griesheim)

Gel-Dokumentationsanlage

Digit Store (INTAS, Géttingen)

Heizplatte/Magnetrihrer

IKA Combimag RET (Janke & Kunkel, Staufen)

Heizplatte

(MEDAX GmbH & Co.KG, Neumunster)

MACS Multi Stand

(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach)

Midi MACS Magnete

(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach)

MMACS Separator

(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach)

Mikroskope
Fluoreszenzmikroskop
Invertmikroskope

Zahlmikroskop Zellen

Axiophot (Carl Zeiss GmbH, Jena)
Olympus CKX31 (Olympus, Hamburg)
DM IL (Leica, Wetzlar)

Nikon SE (Nikon, Disseldorf)

Mikrotom

RM 2255 (Leica, Wetzlar)

Mikrowelle

(Privileg, Furth)

Multidispenser

(Eppendorf, Hamburg)
(Gilson, Villies Le Bel, France)

Multikanalpipetten

(Socorex, Schweiz), (Abimed, Langenfeld)

Paraffin-Einbettgerat

Histotap plus (Leica, Wetzlar)

Paraffin-Streckbad

(MEDAX GmbH & Co.KG, Neumunster)

Paraffin-Warmeschrank

(Binder GmbH, Tuttlingen)

Peristaltikpumpe Reglo Digital (Ismatec, Wertheim-Mondfeld)

pH-Meter pH211 (HANNA Instruments, Kehl am Rhein)

Photometer NanoDrop ND-1000 (PEQLAB, Erlangen)
Ultrospec Ill (Pharmacia, Erlangen)

Pipetten (Eppendorf, Hamburg)

(Gilson, Villies Le Bel, France)
Rainin (Mettler Toledo, Oakland, CA, USA)

Pipettiergerat

Pipetboy (INTEGRA Biosciences, Fernwald)

Power Supplies

EPS 301, EPS 600 (Pharmacia, Erlangen)

Real Time Geréat

ABI 7500 Real Time PCR System
(Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA)

Schuttelinkubator (Bakterien)

Certomat MaxQ 4000 (Labotec, Wiesbaden)
Certomat R (Labotec, Wiesbaden)

Schittelwasserbad

OLS 200 (Grant, VWR, Wien)

Schittler

ST 5 CAT (neolLab, Heidelberg)
Standard Analog Shaker (VWR, Darmstadt)

Schwingmiihle

MM300 (Kurt Retsch GmbH&Co0.KG, Haan)

Stratalinker

FluoLink (Bachofer, Reutlingen)
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Sicherheitswerkbanke

HERA safe HS 12/2 und HS 15/2
(Heraeus,Hanau)
Template Tamer Captair bio (Erlab, KdIn)

Thermocycler

GeneAmp PCR System 9700, 2720 Thermal
Cycler (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA)

Thermoschiittler

Thermomixer comfort und 5436
(Eppendorf, Hamburg)

UV-Transilluminatoren

UV Star (Biometra, Jena)
(Vetter GmbH, Wiesbaden)

Vollschutz-
Kleintierbestrahlungsanlage

Typ OB 58-BA (Buchler, Braunschweig)

Vortexer

Vortex-Genie 2 (Scientific Industries, USA)
IKA VF 2 (Janke & Kunkel, Staufen)

Minizentrifugen

Standzentrifuge
Tischzentrifugen

Ultrazentrifuge

Waagen BP 61 (Sartorius, Goéttingen)
Kern 572 (Kern, Albstadt)
UW2200HV (SHIMADZU, Duisburg)
Wasserbad (GFL, Burgwedel)
Zahlkammer Neubauer-Zahlkammer 0,1mm (Roth, Karlsruhe)
Zentrifugen

C-1200

(National Labnet Co., Woodbridge, NJ, USA)
sprout™ (Kisker-biotech, Steinfurt)

Sorvall RC 5C (Sorvall, Langenselbold)
5417 (Eppendorf, Hamburg)

5417C (Eppendorf, Hamburg)

5417R (Eppendorf, Hamburg)

5424 (Eppendorf, Hamburg)

Labofuge 200 (Heraeus, Hanau)

Labofuge 400 R (Heraeus, Hanau)
Megafuge 2.0 (Heraeus, Hanau)

Multifuge 3 S-R (Heraeus, Hanau)

Sorvall Combi Plus (Sorvall, Langenselbold)

21.2

Plastikwaren und Verbrauchsmaterialien

Tab. 2.2: Plastikwaren und Verbrauchsmaterialien

Material

Typ/Hersteller

Einfrierrohrchen

1,8ml CryoTube (Nunc International, Danemark; Nr. 375418)

Einmal-Plastikpipetten

5ml (Greiner Bio-One, Nurtingen; Nr. 606180)
10ml (Greiner Bio-One, Nirtingen; Nr. 607180)
25ml (Greiner Bio-One, Nirtingen; Nr. 760180)

Einmal-Spritzen

1ml (Braun, Melsungen; Nr. 9166017V)
2ml (Braun, Melsungen; Nr. 4606027V)
50ml (Becton Dickinson, Heidelberg; Nr. 308500)

Einweg-Plastikschalen

100/20mm (Greiner Bio-One, Nurtingen; Nr. 664102)

Elektroporationskivetten

0,1cm Spaltbreite (PegLab, Erlangen; Nr. 71-2010-LE)
0,2cm Spaltbreite (PegLab, Erlangen; Nr. 71-2020-LE)

FACS-R6hrchen

12x75mm (Beckman Coulter, Monheim; Nr. 2523749)

Filterspitzen

Rainin 10ul (Mettler Toledo, Oakland; Nr. GPL10F)
Rainin 200ul (Mettler Toledo, Oakland; Nr. GPL200F)
Rainin 1000yl (Mettler Toledo, Oakland; Nr. GPL1000F)

20ul (Sarstedt, Nimbrecht; Nr. 70.760.213)
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200ul (Sarstedt, Nimbrecht; Nr. 70.760.211)
1000ul (Sarstedt, Nimbrecht; Nr. 70.762.211)
Kanulen 0,4x12mm (Braun, Melsungen)
0,45x12mm (Braun, Melsungen)
MACS Saulen LS Columns (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach;

Nr. 130-042-401)

Mahlkugeln fir MM300

3mm rostfreier Stahl
(Walzlager Vertrieb Wiesbaden GmbH, Mainz-Kastel)

Nylonmembran

(Roche, Mannheim; Nr. 11417240001)

Reaktionsgefalie

1,5ml (Sarstedt, Nimbrecht; Nr. 72.690)
2ml Safe Seal (Sarstedt, Numbrecht; Nr. 72.695)

Reaktionsgefalie (steril)

0,5ml (Biozym, Hessisch Oldendorf; Nr. 710051)
1,5ml (Biozym, Hessisch Oldendorf; Nr. 710052)
2ml (Biozym, Hessisch Oldendorf; Nr. 710053)

Reaktionsgefalie (PCR)

0,5ml Safe Lock (Eppendorf, Hamburg; Nr. 35325)
PCR Streifen 1x8 Gefal3e 0,2ml

(Greiner Bio-One, Nirtingen; Nr. 673210)

Strip Cap fur 8 GefalRe, Flachdeckel

(Greiner Bio-One, Nurtingen; Nr. 373250)

Rontgenfilme

Lumi-Film Chemiluminescent Detection Film
(Roche, Mannheim; Nr. 11666657001)

Skalpelle

(Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen; Nr. BA211 und BA221)

Sterilfilter

150ml Easy FlowTM Filter 0,22um

(Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg; Nr. 357107)
250ml Stericup Express plus 0.22um

(Millipore GmbH, Schwalbach; Nr. SCGPUO2RE)
500ml Stericup Express plus 0.22um

(Millipore GmbH, Schwalbach; Nr. SCGPUO5RE)

Zellkulturplatten

6-well Flachbodenplatten (Falcon, Becton Dickinson,
Heidelberg; Nr. 353046)

24-well Flachbodenplatten (Falcon, Becton Dickinson,
Heidelberg; Nr. 353047)

48-well Flachbodenplatten (Falcon, Becton Dickinson,
Heidelberg; Nr. 353078)

Zellkulturschalen

60/15mm (Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg; Nr. 353004)
100/20mm (Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg;

Nr. 353003)

150/25mm (Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg;

Nr. 353025)

Zellnylonsiebe

40um (Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg; Nr. 352340)
100um (Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg; Nr. 352360)

Zentrifugenréhrchen

15ml Spitzboden Polypropylen

(Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg; Nr. 352096)
50ml Spitzboden Polypropylen

(Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg; Nr. 353070)
36ml (Sorvall, Newtown, USA; Nr. 03141)

Zellschaber

25cm (Sarstedt, Nimbrecht; Nr. 83.1830)
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2.1.3 Chemikalien und Lésungen

Alle aufgelisteten Chemikalien und L6sungen wurden in p.a. Qualitat bezogen.

Tab. 2.3: Chemikalien und Lésungen

Chemikalie Hersteller
Aceton Applichem, Darmstadt; Nr. A1582,2500PE
Actinomycin D Sigma-Aldrich, Steinheim; Nr. A1410
Agarose (LE) Biozym, Hessisch Oldendorf; Nr. 840004
Ammonium-Nickel (I1)-Sulfat (NiSO,) Sigma-Aldrich, Steinheim; Nr. 09885
Ampicillin (Amp) Roth, Karlsruhe; Nr. K029.1
Bacto Agar BD Biosciences, Heidelberg; Nr. 214010
Bacto tryptone OXOID LTD, Hampshire, England; Nr. CM0129
Bovines Serum Albumin (BSA) Serva, Heidelberg; Nr. 11920.02
Calciumchlorid (CaCl,) Roth, Karlsruhe; Nr. 5239.2
ChipHybe Hybridisierungspuffer Ventana, Tucson, Arizona, USA; Nr. 760-103
Chloramphenicol (Cam) Roth, Karlsruhe; Nr. 3886.2
CSPD-L6sung (25mM) Roche, Mannheim; Nr. 11655884001
Desoxyribonukleosidtriphosphate Fermentas, St. Leon-Rot; Nr. 120192
(dNTPs)
3,3’-Diaminobenzidin- Sigma-Aldrich, Steinheim; Nr. D 5637
Tetrahydrochlorid (DAB)
Diethylpyrocarbonat (DEPC) Roth, Karlsruhe; Nr. K028.1
DIG-dUTP (1mM) Roche, Mannheim; Nr. 11093088910
D(+)-Glucose Monohydrat Roth, Karlsruhe; Nr.6780.1
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck KGaA, Darmstadt; Nr. 1.02951.1000
Diphtherietoxin Sigma-Aldrich, Steinheim; Nr. D0564-1MG
DNA-L&ngenstandards:

1kb DNA ladder Invitrogen, Karlsruhe; Nr. 15615-016

100bp DNA ladder NEB, Frankfurt am Main; Nr. N3231L

50bp DNA ladder NEB, Frankfurt am Main; Nr. N3236L
Entellan Merck KGaA, Darmstadt; Nr. 1.07960
Erythrozyten-Lysepuffer Sigma-Aldrich, Steinheim; Nr. R7757
Ethanol 100% (v/v) Applichem, Darmstadt; Nr. A1613
Ethidiumbromid (EtBr) Roth, Karlsruhe; Nr. 2218.1
Ethylendiamintetraessigsaure Roth, Karlsruhe; Nr. 3619.1
Dinatriumsalz Dihydrat (EDTA)
Ficoll-LSM Lymphocyte Separation PAA Laboratories, Colbe; Nr. J15-004
Medium
Fluorescein-dUTP (1mM) Roche, Mannheim; Nr. 11373242910
Formaldehyd saurefrei 37% (v/v) Merck KGaA, Darmstadt; Nr. K31602203302
Glycerin 86% Roth, Karlsruhe; Nr. 7533.3
Glycin Roth, Karlsruhe; Nr. 3908.2
Hamatoxylin Waldeck GmbH & Co. KG, Division Chroma,

Minster; Nr. 2E010

Heparin ratiopharm GmbH, Ulm; Heparin-Natrium 2500
HEPES Roth, Karlsruhe; Nr. 91054
Hoechst 33342 Life Technologies, Darmstadt; Nr. H1399
Isopropanol Hedinger, Stuttgart; Nr. 0704103
Kaliumacetat (C,H3;KO5,) Roth, Karlsruhe; Nr. 4986.1
Kaliumchlorid (KCI) Roth, Karlsruhe; Nr. 6781.1
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Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)

Merck KGaA, Darmstadt; Nr. 4873

Kanamycin (Kan)

Roth, Karlsruhe; Nr. T832.2

L-Glutamin 100x

Gibco Invitrogen, Karlsruhe; Nr. 25030-024

Magnesiumchlorid (MgCl,)

Roth, Karlsruhe; Nr. 2189.1

Magnesiumsulfat (MgS0O4)

Roth, Karlsruhe; Nr. 0261.1

2-Mercaptoethanol (B-ME)

Roth, Karlsruhe; Nr. 42271

Methanol

Roth, Karlsruhe; Nr. 8388.5

Methylcellulose

VWR, Darmstadt; Nr. 25499.182

Natriumcarbonat (Na,CO5)

Roth, Karlsruhe; Nr. 8563.1

Natriumchlorid (NaCl)

Roth, Karlsruhe; Nr. 4360.2

Natriumcitrat (CgHsNazO-)

Roth, Karlsruhe; Nr. 3580.1

Natriumdihydrogenphosphat
(NaH2PO4XH20)

Roth, Karlsruhe; Nr. 2370.1

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO5)

Roth, Karlsruhe; Nr. 6885.1

Natriumhydroxid (NaOH)

Roth, Karlsruhe; Nr. P0O31.1

Natriumhypochlorit (NaClO)

Applichem, Darmstadt; Nr. 7681-52-9

Natriumlaurylsulfat (SDS)

Roth, Karlsruhe; Nr. 4360.1

OptiPrep™ PROGEN, Heidelberg; Nr. 1114542
PBS Gibco, Life Technologies, Darmstadt;

Nr. 14190-094
Paraffin Vogel Histo-Comp, Giel3en; Nr. V0-5-1002
Paraformaldehyd (PFA) Merck KGaA, Darmstadt; Nr. 4005
Paramount BIOCYC, Luckenwalde; Nr. BP-167H
PolyFect Qiagen, Hilden; Nr. 301107

RNase-ExitusPlus

Applichem, Darmstadt; Nr. A7153

Saccharose (C1,H2,011)

Roth, Karlsruhe; Nr. 4621.1

Salzsaure 25% (v/v) (HCI)

Applichem, Darmstadt; Nr. A1434

Staurosporin

Sigma-Aldrich, Steinheim; Nr. S5921

TagMan Universal PCR Master Mix,
no UNG

Applied Biosystems, Darmstadt; Nr. 4324018

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Roth, Karlsruhe; Nr. 4360.2

Trypanblau

Biochrom, Berlin; Nr. L6323

Tlrks-LOsung

Merck, Darmstadt; Nr. 1.09277

Wasserstoffperoxid 30% (v/v) (H,O,)

Rotipuran, Roth, Karlsruhe; Nr. 8070.1

X-Rhodamin (ROX)

TIB Molbiol, Berlin

Xylol

Merck, Darmstadt KGaA; Nr. 1.08685.2500

Yeast extract Servabacter

Serva, Heidelberg; Nr. 24540
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2.1.4 Zellkulturmedien und Medienzusatze

Die Zellkulturmedien wurden von Gibco (Life Technologies, Darmstadt) bezogen und, wenn
notwendig, mit den unten aufgelisteten Zusatzen versetzt. Das in den Medien enthaltene

Phenolrot fungierte als pH-Indikator, bei pH 7,4 hat es eine hellrote Farbe, welche nach

Absinken des pH-Wertes Uber Orange zu Gelb wechselt.

Tab. 2.4: Zellkulturmedien und Medienzusétze

Zellkulturmedien

DMEM  1x +GlutaMAX (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) Nr. 61965-026,

FCS 10% (v/v)
Penicillin 200U/ml

Streptomycin 0.1mg/ml

MEM+ MEM 1x +GlutaMAX (Minimum Essential Medium 1x): Nr. 41090-028

ohne Zuséatze

MEM- MEM 1x +GlutaMAX (Minimum Essential Medium 1x): Nr. 41090-028

MEM 10x, ohne Glutamin (Minimum Essential Medium 10x): Nr. 21430-020

Medienzusatze

Penicillin/Streptomycin

Gibco, Life Technologies, Darmstadt; Nr. 15140-122

FCS PAA Laboratories, Colbe; Nr. A15-151/B15-001
2.15 Kits
Tab. 2.5: Kits

Kit Hersteller

AllIPrep DNA/RNA Mini Kit

QIAGEN, Hilden; Nr. 74134

Annexin V-FITC/7-AAD Kit

Beckman Coulter, Krefeld; Nr. IM3614

Cytofix/Cytoperm Plus Kit

BD Biosciences, Heidelberg; Nr. 555028

DIG Wash and Block Buffer Set

Roche, Mannheim; Nr. 11585762001

DNeasy Blood and Tissue Kit

QIAGEN, Hilden; Nr. 69506

High Pure Viral Nucleic Acid Kit

Roche, Mannheim; Nr. 11858874001

UMACS mRNA Isolation Kit
— Small Scale

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach;
Nr.130-075-201

MEGAscript SP6 Kit

Ambion, Woodward; Nr. 1330

MinElute PCR Puirification Kit

QIAGEN, Hilden; Nr. 28006

Neufuchsin Kit

DakoCytomation, Hamburg; Nr. KO624

NucleoBond® PC 500

MACHEREY-NAGEL, Diiren; Nr. 740.574.25

One Step RT-PCR Kit

QIAGEN, Hilden; Nr. 210212

Plasmid Maxi Kit

QIAGEN, Hilden; Nr. 12163

QIAGEN Plasmid Maxi Kit

QIAGEN, Hilden; Nr. 12163

QIAGEN Plasmid Mini Kit

QIAGEN, Hilden; Nr. 12125

QIlAshredder

QIAGEN, Hilden; Nr. 79656

QIAquick Gel Extraction Kit

QIAGEN, Hilden; Nr. 28704

QIAquick PCR Purification Kit

QIAGEN, Hilden; Nr. 28104

RNeasy Mini Kit

QIAGEN, Hilden; Nr. 74104

VECTASTAIN Elite ABC-Kit standard

Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA;
Nr. PK-6100
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2.1.6 Enzyme

Alle enzymatischen Reaktionen wurden unter den vom Hersteller angegebenen

Bedingungen und unter Verwendung der mitgelieferten Puffer durchgefihrt.

Tab. 2.6: Enzyme

Enzym Hersteller

DNase | Roche, Mannheim; Nr. 11284932001

DNase | (RNase frei) QIAGEN, Hilden; Nr. 79254

HotStar HiFidelity Polymerase Kit QIAGEN, Hilden; Nr. 202602

HotStar Tag DNA Polymerase QIAGEN, Hilden; Nr. 203205

Kollagenase A Roche Diagnostics GmbH, Mannheim;
Nr. 10103586/001

Pepsin Sigma-Aldrich, Steinheim; Nr. P-7000

Proteinase K QIAGEN, Hilden; Nr. 19133

Restriktionsendonukleasen NEB, Frankfurt am Main
Fermentas, St.Leon-Rot

RNase A QIAGEN, Hilden; Nr. 19101

Tag DNA Polymerase QIAGEN, Hilden; Nr. 201205

Trypsin/EDTA 10x Gibco, Life Technologies, Darmstadt; Nr.
15400054

2.1.7 Antik6rper, Micro-Bead- gekoppelte MACS Antikdrper und Dextramere

Tab. 2.7: Antikorper, Micro-Bead-gekoppelte MACS Antikdrper und Dextramere

Antikdrper Typ/Klon Spezies Verdinnung/ Bezugsquelle
Konzentration
a-CD16/CD32 mAK/ Ratte 1ug/10° Zellen BD Pharmingen™,
(Feylll/ll Rezeptor) 2.4G2 Heidelberg; Nr. 553140
a-DIG-AP pAK Schaf 1:200 Roche, Mannheim,;
Nr. 11093274910
a-DIG-POD pAK Schaf 1:200; 1:25 (ISH) Roche, Mannheim,;
Nr. 11207733910
a-Fluorescein-AP pAK Schaf 1:200 Roche, Mannheim;
Nr. 11426338910
a-IE1 mAK/ Maus 1:250 Prof. S. Jonjic,
CROMA 101 University of Rijeka
a-Maus IFN-y-FITC mAK/ Ratte 0,25 pg/10° Zellen | BD Pharmingen™,
XMG1.2 Heidelberg; Nr. 554411
a-Maus-CD8a-ECD mAK/ Ratte 0,25pg/10° Zellen | Beckman Coulter, Krefeld;
53-6.7 Nr. A88606
a-Maus-CD62L-PE- mAK/ Ratte 0,1ug/10° Zellen Beckman Coulter, Krefeld;
Cy7 MEL14 Nr. 731715
a-Maus-CD127-PE- mAK/ Ratte 0,3ug/10° Zellen eBioscience, Frankfurt;
Cy5 ATR34 Nr. 15-1271
a-Maus-(Fab)-Biotin pAK Ziege 1:200 Sigma, Deisenhofen;
Nr. B0529
a-Maus-H-2K® -PE mAK/ Maus 0,4ug/5x10° Zellen | BD Pharmingen™,
SF1-1.1 Heidelberg; Nr. 553566
a-Maus-KLRG1- MAK/ Gold- 0,2ug/10° Zellen eBioscience, Frankfurt;
FITC 2F1 hamster Nr. 11-5893-82
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Normal-Serum pAK Ziege 1:10 Invitrogen Life
Ziege Technologies, Darmstadt;
Nr. PCN5000
MACS-Antikorper Typ/Klon Spezies Verdunnung/ Bezugsquelle
Konzentration
CD146 (LSEC) mAK/ Ratte 10p1/10” Zellen Miltenyi Biotec,
Micro-Beads ME-9F1 Bergisch Gladbach;
Nr. 130-092-007
Dextramere Typ/Klon Spezies Verdinnung/ Bezugsquelle
Konzentration
AGPPRYSRI H-2D° Maus 10ul1/10° Zellen Immudex, Kopenhagen,
(m164 Peptid)-PE DK; Lot-Nr. 20120917-
GS8
SIINFEKL- H-2K" Maus 10p1/10° Zellen Immudex, Kopenhagen,
Peptid-PE DK; Lot-Nr. 20120106-
KB7
TYWPVVSDI H-2K® Maus 10p1/10° Zellen Immudex, Kopenhagen,
(M105 Peptid)-PE DK; Lot-Nr. 20120723-
TJ12
YPHFMPTNL H-2L° Maus 10p1/10° Zellen Immudex, Kopenhagen,
(IE1 Peptid)-PE DK; Lot-Nr. 20120723-
TJ11
2.1.8 Oligonukleotide
Alle Oligonukleotide wurden von der Firma biomers.net GmbH bezogen. Die

Positionsangaben fur mCMV-Sequenzen erfolgten nach Rawlinson et al., 1996 (GenBank

Accession No.: NC_004065), bei allen anderen Sequenzen ist die jeweilige Gen GenBank

Accession No. angegeben (Altschul et al., 1990). Primer und Sonden wurden in sterilem Tris-

Puffer (pH 8,0) geldst und auf eine Konzentration von 10uM eingestellt.

2181 Oligonukleotide fur gPCR Quantifizierungen
Name Position Sequenz
B-actin_Forl n809-830 5"-GAC GGC CAG GTC ATC ACT ATT G-3
B-actin_Rev1 n896-873 5’-CAQ AGG ATT CCA TAC CCA AGA
B-actin_P1 n833-852 é?[g;iAM]MC GAG CGG TTC CGATGC

CC [BHQ1la~6FAM]-3’
Amplifikatgroe: RNA: 88bp
GenBank Accession No.: NM_007393

E1_Intron1l_Forl

E1l_Intron2_Revl

Ex 1: n163878-

163889

Ex 2: n163983-

163992

Ex 3: n164496-

164486

Ex2: n164159-

164151

5-TCG AAG AGG AAT GTT CTC CAC G-3

5-TTG TTG TCC TCC ATC GCT GA-3’




179517
Ex 3: n181372-
181379
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E1l_Taq_P2 n164004-164025 | 5-[6~FAM]JAGC CCA AGC GCC AGA AGA
CCC A [TAMRA~6~FAM]-3"
Amplifikatgro3e: RNA: 200bp
gB_Tag_Forl n83137-83156 5-CTAGCT GTT TTAACG CGC GG-3
gB_Tag_Revl n83227-83207 5-GGT AAG GCG TGG ACT AGC GAT-3
gB_Tag_P1 n83175-83200 5-[6~FAM]TGC TCG GTG TAG GTC CTC
TCC AAG CC[TAMRA~6~FAM]-3
AmplifikatgroRe: DNA: 91bp; RNA: 91bp
IE1_Taq_Forl n181184-181210 | 5-TGG CTG ATT GAT AGT TCT GTT TTA
TCA-3’
IE1_Taq_Revl n181438-181421 | 5°-CTC ATG GAC CGC ATC GCT-3’
IE1_Taq_P1 Ex 4: n181239- 5"-[FAM]JAAC GCT CCT CAC TGC AGC ATG
181249 CTT G[BHQla~6FAM]-3
Ex 3: n181372-
181385 AmplifikatgréRe: DNA: 255bp; RNA: 134bp
IE3_Taq_For2 n181463-181441 | 5°-TGA TCC CAC TGA GGA AGA GAA GA-3’
IE3_Taq_Rev2 n179497-179478 | 5-GAG GCC GCT GCT GTA ACA AT-3
IE3_Taq_P1 Ex 5: n179499- 5-[6~FAM]TCT ATG TTC ATC TCG GGT

CCT GCA GCA[BHQ1a~6FAM]-3’

AmplifikatgroRe: DNA: 1986bp; RNA: 132bp

M86_Taq_Forl
M86_Taq_Revl
M86_P1

n125977-125994
n126041-126023
n125996-126020

5-GGT CGT GGG CAG CTG GTT-3
5-CCT ACA GCA CGG CGG AGA A-3
5-[6~FAM]TCG GCC GTG TCC ACC AGT
TTG ATC T[BHQ1la~6FAM]-3’
AmplifikatgroRe: DNA: 65bp; RNA: 65bp

M105_Taq_Forl
M105_Taq_Revl
M105_P1

n153252-153274
n153363-153343
n153302-153323

5-CCA GGT ATC GGA TCA TGC AGA AG-3
5-TGG GAC TCG ATC TCG CAG TTC-3
5"-[6~FAM]JACC CGG CTC GTC ACC TAC
AAC AGG A[BHQla~6FAM]-3
AmplifikatgréRe: DNA: 112bp; RNA 112bp

ml164_Taq_Forl
ml164_Tag_Revl
ml1l64_P1

n222585-222606
Nn222678-222660
Nn222610-222629

5-CAA CTG ACA GTC GCAGCT CTT C-3
5-CGG CGG TAA CCT GCT ATC C-3
5°-[6~FAM]CCG GTT GAA CTG CGC GCC
AC [TAMRA~6~FAM]-3"

AmplifikatgroRe: DNA: 94bp; RNA: 94bp

PTHrP_Taqg_Forl
PTHrP_Tag_Revl
PTHrP_Tag_P1

n155-174
n255-236
nl77-197

5-CAA GGG CAA GTC CAT CCA AG-3
5-GGG ACA CCT CCG AGG TAG CT-3
5-[6~FAM]TTG CGC CGC CGT TTC TTC
CTC [TAMRA~6~FAM]-3

AmplifikatgrofRe : DNA: 101bp;

GenBank Accession No.: M60056

2.1.8.2 Oligonukleotide fur ISH
Name Position Sequenz
DTR_Forl n60-76 5"-TGA AGC TGC TGC CGT CG-3’
DTR_Revl n-667-646 5-GCC CAACTT CACTTT CTCTTC G-3

Sondengrof3e: 608bp, mit DIG markiert
GenBank Accession No.: M93012

M55/gB_Forl
M55/gB_Rev1

n84250-84269
n 85790-85771

5-GCA CGT CGT AGG TAA ATT GC-3
5-TCG CTC CTC GAG CTG GTA CG-3’
Sondengrdf3e: 1541bp, mit Fluorescein markiert
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2.1.9 Vektorsysteme und Plasmide

Das Plasmid pDrive_gB_PTHrP_TDY (6337bp) (Simon et al., 2005) wurde als Standard zur
absoluten Quantifizierung in die gPCR eingesetzt, um die Anzahl viraler Genome und die
Zellzahl von Proben zu bestimmen. Es enthélt Sequenzen der Gene M55/gB (Glykoprotein B
von mCMV), PTHrP (Parathyroid hormone-related protein) und TDY (auch SRY = Sex

determining region of Y-Gen).

Mit dem Plasmid pDrive_gB_PTHrP_BAC (7115bp) (Lemmermann, et al., 2010) konnte die
Deletion von bacterial artificial chromosome (BAC) -Sequenzen neu generierter Viren
verifiziert werden. Es enthalt Sequenzen des BAC-Vektors sowie der Gene M55/gB und
PTHrP.

Zur Herstellung von in vitro Transkripten wurde der pSP64 Poly(A) Vektor (3030bp) von

Promega verwendet.

2.2 Methoden

221 Virologische Methoden
2211 Verwendete Viren

mCMV-WT-BAC (MW97.01)

Dieses chimare, rekombinante Virus wurde aus dem Genom des Laborstammes ATCC VR-
1399 (Smith, 1954) und Sequenzteilen (Hindlll-E-Fragment) des mCMV-Laborstammes
K181 generiert. Nach Klonierung des gesamten mCMV-Genoms in ein BAC-Plasmid und
anschlieender Transfektion in murine embryonale Fibroblasten konnte das rekombinante
Virus MW97.01 aus Zellkulturiiberstand isoliert werden (Messerle et al., 1997; Wagner et al.,
1999). MW97.01 zeigte in vivo keine Unterschiede seiner biologischen Eigenschaften im
Vergleich zu mCMV-WT-Smith (Wagner et al, 1999). MwW97.01 wurde unserer
Arbeitsgruppe freundlicherweise von U. H. Koszinowski, Max von Pettenkofer-Institut far

Hygiene und Mikrobiologie in Miinchen, zur Verfiigung gestellt.

mCMV-Aie2-DTR

Dieses Virus basiert auf mCMV-WT-BAC, enthalt jedoch zuséatzlich ein fir den simian
Diphtherietoxin-Rezeptor (DTR) kodierendes Gen. Das dtr-Gen steht unter Kontrolle des ie2-
Promotors, da es an Position n184270-n184315 (WT, GenBank Accession No. NC 004065)
mittels Zwei-Schritt BAC-Mutagenese in das mCMV-Genom kloniert wurde. Dabei wurden
46bp von Exon 1 des ie2-Gens deletiert, an deren Stelle sich das dtr-Gen mit
darauffolgendem Stop-Codon befindet (Scheller, 2011).
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2.2.1.2 Rekonstitution von Viren aus BAC Plasmiden

Transfektions-Reagenz: PolyFect (QIAGEN)

Medium: 1x MEM (+ mit Zusatzen)
1x MEM (- ohne Zuséatze)
Methylcellulose-Medium: Methylcellulose 8,89
Hzodemin_ 360ml
Autoklavieren und UN bei 4°C rihren, vor Gebrauch zugeben:
MEM 10x 40m|
L-Glutamin 5ml
P/S 5ml
FCS 20ml

pH-Wert mit NaHCO; auf 7,5 einstellen, bei 4°C lagern

MEF wurden auf 6-well Zellkulturplatten bis zu einer Konfluenz von ~70% in MEM+ kultiviert,
anschlieRend erfolgte die Transfektion der BAC-DNA zur Rekonstitution der Viren. Dazu
wurden 2,5; 5; 10; 15 oder 20ul BAC-DNA (siehe 2.2.5.12.2) mit MEM- auf ein
Gesamtvolumen von 100ul aufgefillt, mit jeweils 10ul PolyFect versetzt und fir 10min bei
23°C inkubiert. Die positiv geladenen Amino-Gruppen der Dendrimer-Molekile des PolyFect
Reagenz konnten mit den negativ geladenen Phosphat-Gruppen der DNA interagieren und
kompakte Strukturen bilden, welche spéater mittels Endozytose in die Zellen aufgenommen
wurden. Dabei puffert das Reagenz den endosomalen pH-Wert, was die Stabilitat des
PolyFect-DNA Komplexes und dessen Transport zum Zellkern ermdglicht. Bevor die
Transfektionsansatze mit 600ul MEM+ versehen und auf die Zellen gegeben wurden
mussten letztere 1x mit PBS gewaschen und mit 1,5ml neuem Kulturmedium versetzt
werden. AnschlieR3end erfolgte eine Inkubation von mindestens 7h bei 37°C, danach wurde
das Transfektionsmedium durch 3ml frisches MEM+ ersetzt. Sobald die meisten Zellen
cytopathische Effekte (CPE) zeigten, was nach etwa 7-9 Tagen der Fall war, wurden die
Uberstande gesammelt, bei 800xg fiir 10min zentrifugiert und die resultierenden Uberstande
bei -70°C gelagert. Um BAC-Vektor freie Viren zu erhalten, erfolgte die Passagierung der
Viren Uber sechs Runden auf MEF. In der ersten Passage wurden konfluent gewachsene
MEF auf 6-well Platten mit 1ml Virusiiberstand, in der 2.-5. Passage mit 1ul Uberstand der
vorherigen Passage + 999ul MEM+ fur 30min bei ~23°C infiziert. Anschlie3end erfolgte die
Zugabe von 2ml Kulturmedium und die Zellen wurden bei 37°C inkubiert bis ~80% einen
CPE zeigten. Zur Plague-Aufreinigung wurden konfluente MEF mit zwei unterschiedlichen
Konzentrationen (1ul sowie 1pl einer 1:10 Verdiinnung) des Uberstandes aus Passage fiinf
infiziert und mit 2ml Methylcellulose-Medium Uberdeckt. 4 Tage nach Infektion wurden
einzelne Plaques gepickt und zur klonalen Vermehrung der Virus-Population verwendet. Die

Uberprufung auf BAC-Freiheit erfolgte mittels gPCR aus aufgereinigter, viraler DNA. Als



2 Material und Methoden | 35

BAC-frei wurde eine Anzahl von weniger als 100 BAC-Sequenzen pro 1x10° Virusgenomen
definiert.
Fir detailliertere Angaben siehe Lemmermann et al., 2010.

2.2.1.3 mMCMV Produktion

Virus Standard Puffer (VSP): Tris 50mM
EDTAx2H,O 5mM
KCI 12mM
ad Hzodemin.

pH-Wert mit HCI auf 7,8 einstellen, autoklavieren,
bei 4°C lagern
VSP mit 15% (w/v) Saccharose: Saccharose 15¢g

VSP ad 100ml
frisch ansetzen, sterilfiltrieren, bei 4°C lagern
Medium: 1x MEM+

Zur mCMV Produktion wurden ~50 Zellkulturschalen (150mm), welche fast konfluente MEF
enthielten, mit 1x10° PFU aufgereinigtem Virus pro Schale oder 60pl Virusiiberstand einer
durchlysierten Kultur infiziert. Dabei wurde das Kulturmedium der 150mm Schalen entfernt,
das entsprechende Virus in einem Volumen von je 5ml MEM+ pro Schale zugegeben und
zur Infektion fir 30min bei 23°C inkubiert. Anschliel3end erfolgte die Zugabe von 20ml
Kulturmedium pro Schale. Nach einer Inkubationszeit von 4-5 Tagen bei 37°C, konnten bei
~80% der Zellen cytopathische Effekte unter dem Mikroskop beobachtet werden. Mit einem
Zellschaber wurden noch adhérente Zellen vom Boden der Kulturschalen abgel6st und die
Virussuspension wurde in 500ml-Zentrifugenbechern gesammelt. Alle weiteren Schritte
fanden bei 4°C statt. Um die Zellen zu pelletieren, erfolgte eine Zentrifugation bei 6.400xg fur
20min. Der Uberstand wurde in 250ml-Zentrifugenréhrchen transferiert, das Pellet in 10ml
MEM+ resuspendiert, in einem dounce-Homogenisator homogenisiert und in 50ml Réhrchen
zentrifugiert (20min, 3.600xg). AnschlieRend wurden diese Uberstande mit den bereits
vorhandenen vereinigt. Um die Viruspartikel zu pelletieren, erfolgte eine Zentrifugation der
Uberstande bei 26.000xg fir 3h. Wahrend der folgenden iN-Inkubation bei 4°C wurden die
Pellets zum Schutz vor Austrocknung mit etwas Medium bedeckt und am n&chsten Tag im
Ubrigen Medium resuspendiert, homogenisiert und auf ein 4°C kaltes VSP/Saccharose-
Kissen in einem Puffer/Virus-Verhaltnis von 10:1 geladen. Es folgte ein weiterer
Zentrifugationsschritt fur 1h bei 53.000xg, das Pellet wurde mit 2ml bis 4ml Saccharose/VSP
Uberschichtet und fir 4h auf Eis inkubiert. Mit einer Pasteur-Pipette wurde das Pellet danach
vorsichtig resuspendiert, abermals homogenisiert und in Aliquots zu 20ul, 50ul und 100pl bei

-70°C weggefroren. AnschlielBend erfolgte die Bestimmung des Virustiters der
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Viruspraparation (siehe 2.2.1.5). Die Virusstocks kdnnen bis zu dreimal ohne Verlust der
Infektidsitat aufgetaut und wieder weggefroren werden.
Fir detailliertere Angaben siehe Podlech et al. 2002 und Lemmermann et al., 2010.

2214 Zentrifugale Infektion von MEF

Methylcellulose-Medium: (2.2.1.2)

Medium: 1x MEM+

In der Virologie wird die Infektion durch die multiplicity of infection (MOI), dem Verhaltnis von
infektiosem Agens zu den Zielzellen angegeben. Durch Zentrifugation kann die Infektion

permissiver Zellen um den Faktor 20 verstarkt werden (Podlech et al., 2002).
MOI / 20 (O Infektion) = PFU/Zelle

WObei: MOI = VVirus X KVirus / VZeIIen X KZellen
K: Konzentration, V: Volumen

Die auf Zellkultur-Platten oder Schalen ausgesaten MEF wurden vor der Infektion 1x mit PBS
gewaschen, mit Virusldsung in Kulturmedium Uberschichtet und bei 760xg zunéchst flr
10min zentrifugiert. Nach Drehen der Platten oder Schalen um 180°, um eine gleichmaRige
Verteilung der Virussuspension zu erreichen, erfolgte eine weitere Zentrifugation fir 20min
bei 760xg. AbschlieBend wurden die Zellen entweder mit Methylcellulose-Medium

Uberschichtet oder mit Medium supplementiert.

Bendtigte Virusmenge:

PFU/Zelle X V zejien [MI] X K zejen [Z€llen/mi]

ml Virus = K vrae [PEUIMI]

K: Konzentration, V: Volumen, PFU: plague forming unit

2.2.15 mCMV Titerbestimmung

Methylcellulose-Medium: (2.2.1.2)

Medium: 1x MEM+

Der Virustiter von mCMV wird in PFU angegeben. Ein PFU ist laut Definition die Virusmenge,
die ndtig ist, um einen einzelnen Plaque in einem Monolayer permissiver Zellen zu erzeugen.
Von einer lytisch infizierten Zelle aus kommt es ausschlie3lich zur radialen Infektion der
Nachbarzellen und es entsteht ein ,Loch® im Zellrasen. Durch die Zugabe von
Methylcellulose-Medium wird die Infektion weiterer Zellen, welche nicht in der direkten

Nachbarschaft des Plagues liegen unterbunden (siehe auch Podlech et al., 2002).
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22151 Virustiter-Bestimmung aus Zellkulturiberstanden und Virusstocks

Zur Virustiter-Bestimmung wurden MEF in 48-well Zellkulturplatten ausgesat. Von den
Zellkulturiberstanden bzw. Virusstocks wurden log;, Verdinnungen in Kulturmedium
angelegt. Die Titrationen erfolgten auf Eis mit vorgekuhltem Medium. Nach Abnahme des
Kulturmediums wurden jeweils 100ul der einzelnen Verdinnungsstufen in ein well der
Zellkulturplatte (als Triplikate) gegeben. Um die Zell-Adsorption und -Penetration des Virus
zu gewahrleisten, wurde die Platte fur 1h bei 37°C inkubiert, bevor die Uberschichtung des
Zellrasens mit 500ul Methylcellulose-Medium erfolgte. Nach einer Inkubation von 4 Tagen
bei 37°C konnten die Plaques unter dem Invertmikroskop gezahlt und der Virustiter wie folgt
berechnet werden, wobei der Mittelwert der Triplikate bestimmt wurde (Reddehase et al.,
1985):

Virustiter (PFU/ml) =P xV x 10

P: Plaquezahl; V: Verdinnungsfaktor

22152 Virustiter-Bestimmung aus Organhomogenaten

Die Organe infizierter BALB/cJ Mause wurden prapariert und in Reaktionsgefalle mit 1ml
Kulturmedium gegeben. Bis zur Analyse erfolgte die Lagerung der Organe bei -70°C. Zur
Bestimmung des Virustiters wurden sie langsam im Wasserbad bei 37°C aufgetaut und
anschlielend zur Homogenisierung mit dem Stempel einer 2ml-Spritze Uber ein steriles
Metallsieb gerieben. Die Organsuspension wurde in 2ml Medium aufgenommen und tber 6
logio Verdiinnungsstufen in einem Volumen von jeweils 1ml titriert. Pro well einer 48-well
Platte wurden 100ul jeder Verdunnungsstufe (als Duplikat) auf einen Monolayer MEF
pipettiert und zentrifugal infiziert (siehe 2.2.1.4). AnschlieRend erfolgte die Uberschichtung
der Zellen mit 500ul Methylcellulose-Medium und nach 4 tagiger Inkubation bei 37°C wurden
die Plagues ausgezahlt (siehe 2.2.1.5.1).

Allerdings muss man beachten, dass der Titer auf das 2ml Organhomogenat bezogen wird.
Virustiter (PFU/Organ) =P x V x 20

P: Plaquezahl; V: Verdinnungsfaktor



38 | 2 Material und Methoden

2216 Bestimmung der viralen Replikationsféahigkeit in vitro

DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen)

Methylcellulose-Medium: (2.2.1.2)

Medium: 1x MEM+

Um einen Phanotyp der eingefuhrten Mutation ausschlie@en zu kdnnen, missen neu
generierte Virusmutanten charakterisiert und ihre Replikationsfahigkeit in vitro und in vivo
(siehe 2.2.2.6) im Vergleich zu mCMV-WT-BAC untersucht werden. Dazu erfolgte die
Infektion konfluent gewachsener MEF mit einer MOI von 0,4 und in einem Volumen von 3ml
Kulturmedium pro 6-well der Zellkulturplatte (siehe 2.2.1.4). In einem Zeitraum von Oh bis
72h nach Infektion erfolgte die Probenentnahme zur Bestimmung des Virustiters (2.2.1.5.1,
aus 500ul Uberstand) und der Menge viraler Genome (2.2.5.3, aus Zellpellets). Um die
Anzahl viraler Genome mittels M55/gB-spezifischer gPCR, normalisiert auf das zellulare Gen
pthrp, zu bestimmen, wurde die DNA aus den pelletierten Zellen isoliert (siehe 2.2.5.1.3).

Fur detailliertere Angaben siehe Lemmermann et al., 2010.

222 Tierexperimentelle Methoden
2221 Verwendete Versuchstiere

Alle Versuchstiere wurden in der zentralen Versuchstiereinrichtung (ZVTE) der Johannes
Gutenberg-Universitat Mainz unter SPF- Bedingungen (specified pathogen free) geziichtet
und gehalten. Fir die Versuche wurden ausschlie3lich 8-10 Wochen alte (Ausnahme: KM-
Spender 3-6 Monate alt), weibliche Mause des Inzuchtstammes BALB/cJ mit dem Haplotyp
H-2¢, welche die MHC-Klasse-I Molekile H2-K? H2-L? und H2-D® sowie die MHC-Klasse-lI
Molekiile I-A% und I-E® exprimieren, verwendet. Die tierexperimentellen Arbeiten erfolgten mit

Genehmigung der Bezirksregierung Rheinhessen-Pfalz (Nummer G09-1-004).

2222 Immunsuppression

In einer Kleintierbestrahlungsanlage, welche zwei '*'Cs Quellen enthalt, wurden die
Versuchstiere mit einer Dosis von 6,5Gy subletal bestrahlt. Die Bestrahlungszeit musste
monatlich entsprechend der Halbwertszeit von **’Cs (T, = 30,17 Jahre) angepasst werden.
Die y-Bestrahlung bewirkt durch Ausléschen von hamatopoetischen Stamm- und

Progenitorzellen eine Aplasie des Knochenmarks (Mutter et al., 1988).
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2223 Intraplantare mCMV-Infektion

Eine Virussuspension mit einer Konzentration von 2x10° PFU in 50ul PBS wurde, unter
Verwendung einer 1ml Spritze sowie einer Kanile der Dicke 0,4x12mm, intraplantar (i.pl.) in
die Hinterpfote injiziert. Bei immunsupprimierten Tieren konnten nach 7 Tagen lokale

Schwellungen und deutliche Hamorrhagien am Ort der Infektion beobachtet werden.

2224 Intravendse und intraperitoneale Injektion von DT

Mit dem Ziel der Apoptoseinduktion von Zellen, welche nach Infektion mit mCMV-Aie2-DTR
den DTR an der Oberflaiche exprimieren, wurde den Mausen Diphtherietoxin (DT) injiziert.
Dies erfolgte intravends (i.v.) Uber die laterale Schwanzvene bzw. intraperitoneal (i.p.) in
einem Abstand von 16h. Das DT wurde mit Konzentrationen von 10, 20 oder 30ng/g Maus in
einem Volumen von 500ul 3%, 5x oder 6x repetitiv verabreicht. Gelagert wurde es bei -70°C
in einer Konzentration von 1mg/ml und vor Gebrauch mit der gewiinschten Endkonzentration

in PBS angesetzt.

2.2.25 Experimentelle Knochenmarktransplantation und mCMV-Infektion

Die experimentelle Knochenmarktransplantation (KMT) ist ein geeignetes Modell zur
Untersuchung der Pathogenese nach mCMV Infektion (Koszinowski et al. 1990; Reddehase
et al., 1991). Dabei wird das hamatopoetische System der Rezipientenmause durch
Bestrahlung zerstért und nach Transplantation von Knochenmarkzellen (KMZ) aus

Donortieren wieder rekonstituiert.

22251 Isolierung von Knochenmarkzellen

1x PBS + 2% FCS (v/v)

EtOH 70% (v/v)

Als KMZ Spender wurden 3-6 Monate alte BALB/cJ Weibchen verwendet. Die Tiere wurden
mit CO, begast, einer zervikalen Dislokation unterzogen und zur Desinfektion in 70% (v/v)
EtOH getaucht. Nach Entfernen der Hinterbeine durch Abtrennen des Femurknochens von
der Huftgelenkpfanne, wurden Femur und Tibia freiprapariert und in PBS +2% FCS (v/v)
gesammelt. Die Epiphysen wurden abgeschnitten und die Markhéhlen der Knochen mit
PBS + 2% FCS (v/v) unter Zuhilfenahme einer 0,4x12mm Kanile gespult. Anschliel3end
erfolgte ein zweimaliges Waschen des gesammelten KMs in PBS, zentrifugiert wurde jeweils
fur 10min bei 300xg. Die Zellen wurden Uber ein Nylonsieb (100um) filtriert, gezahlt und auf

1x10" KMZ/ml eingestellt. Zu erwarten war eine Zellzahl von 1-3x10’ KMZ pro Maus.
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22252 Bestrahlung der Rezipienten, Knochenmarktransplantation und Infektion

Empfangerméuse wurden durch Bestrahlung mit einer Dosis von 6,5Gy immunsupprimiert
(siehe 2.2.2.2) und bekamen die isolierten KMZ in einer Konzentration von 5x10° Zellen in
500ul PBS i.v. verabreicht. Anschlie3end wurden die Mause i.pl. mit mCMV infiziert (siehe
2.2.2.3).

2226 Bestimmung der viralen Replikationsfahigkeit in vivo

Um die Replikationsfahigkeit von Virusmutanten in den Organen infizierter Tiere zu
untersuchen, wurden BALB/cJ Mause durch Bestrahlung immunsupprimiert und mit 2x10°
PFU des entsprechenden Virus i.pl. infiziert (siehe 2.2.2.3). Die Organe wurden nach
Entnahme an Tag 2, 4, 6, 8 und 10 post infection (p.i.) bei -70°C konserviert. Anschlielend
erfolgte die Ermittlung der Virustiter aus Organhomogenaten (siehe 2.2.1.5.2). Des Weiteren
wurde die Menge infizierter Leberzellen durch IE1l-spezifische Immunhistochemie (IHC)
(siehe 2.2.7.2) und die Anzahl viraler Genome mittels M55/gB-spezifischer gPCR,

normalisiert auf das zellulare Gen pthrp, bestimmt (siehe 2.2.5.3).

2.2.2.7 Leberperfusion zur anschliel3enden NPLC Isolierung

GBSS Puffer:

Substanz MW g/mol | Stocklésung Einwaage Konzentration | Ansatz 5l
NaCl 58,44 4M 2344/l 137mM 171,5ml
KCI 74,56 1M 74,69/l 5mM 25ml
CaCl,x2H,0 147,02 1M | 14,7g/100ml 1,6mM 8ml
MgCl,x6H,0 203,3 1M | 20,3g/100ml 0,9mM 4,5ml
MgSO4x7H,0 246,48 1M | 24,7g/100ml 0,3mM 1,5ml
KH,HPO, 136,09 1M | 13,6g/100ml 0,3mM 1ml
Na,HPO,x2H,0 177,99 0,25M 44,59/l 0,2mM 34mi
NaHCO; 84,01 0,5M 429/l 1,7mM 27ml
D(+) Glucose 198,17 1,09¢/1 5,5mM 5,459
Monohydrat

Hepes 238,31 11,99/l 50mM 59,59
pH 7,4 einstellen, H,Ogemin. @d 5I, steril filtrieren, bei 4°C lagern

Perfusionspuffer: GBSS + 0,05% Kollagenase A (25mg/ml Stocklésung)

EtOH 70% (v/v)

Zur Leberperfusion wurden die Tiere mit CO, begast und in 70% EtOH (v/v) desinfiziert. Der
Bauchraum wurde lateral er6ffnet und durch Beiseiteschieben des Darmes ein freier Zugang
zur Vena portae sowie zur Vena cava caudalis ermdglicht. Nach Punktion der Vena portae
mit einer Kanile (0,45x12mm), die an einen Schlauch angeschlossen mit einer

Peristaltikpumpe verbunden war, wurde die Leber mit Perfusionspuffer fir ~20s bei einer
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Durchflussgeschwindigkeit von 5ml/min perfundiert. Gleichzeitiges Ertffnen der Vena cava
caudalis ermoglichte das Abflie3en des Perfusionspuffers, wobei darauf zu achten war, dass
sich keine Luftblasen im System befanden, was bei der Perfusion zu Stenosen in der Leber
fuhren konnte. Nach Entnahme wurde die Leber bis zur weiteren Verwendung in GBSS
gelagert.

2228 Organentnahme und Probenkonservierung

Nach zervikaler Dislokation oder CO, Begasung wurde den Tieren je nach Fragestellung die
Speicheldrise, Lunge, Leber und Milz entnommen und bis zum weiteren Gebrauch bei -70°C
gelagert. Erfolgte die Bestimmung des Virustiters, wurden die Organe in 1ml Kulturmedium
Uberfuhrt. Fur die Quantifizierung viraler Genome bzw. Transkripte wurden die Organe nach
Entnahme in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lunge wurde vor der Entnahme zur
Entfernung intravasaler Blutzellen mit Heparin gesplilt. Zur histologischen Féarbung von

Leberschnitten wurden die Organe UN in Formalinlésung inkubiert (siehe 2.2.7.1).

2.2.3 Zellbiologische Methoden

Um Kontaminationen der Zell- und Gewebekulturen mit Pilzen und Bakterien zu verhindern,
wurden alle Arbeiten unter einer sterilen Werkbank und mit sterilen Glas- und Plastikgeraten
durchgefuihrt. Die Zellen wurden in CO,-Inkubatoren bei 37°C und 5% CO; in einer
gesattigten Wasserdampfatmosphéare (95% (v/v) relative Luftfeuchte) kultiviert. Dies
ermdglichte die Aufrechterhaltung des pH-Wertes der CO;*/HCO;-gepufferten Medien.

2231 Verwendete Primérzellen
Murine embryonale Fibroblasten (MEF):

Kulturmedium: 1x MEM+

Diese primaren, adhadrenten Zellen wurden aus 14-17 Tage alten Embryonen des
Mausstammes BALB/cJ hergestellt. Sie sind permissiv fur eine mCMV-Infektion und wurden
fur alle Zellkulturversuche verwendet. Virusinfektionen erfolgten stets mit Zellen der dritten

Passage.
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2232 Herstellung von MEF Kulturen
Einfriermedium: FCS 90% (v/v)
DMSO 10% (v/v)
Trypsin/EDTA pH 6,4: Trypsin 1,25g
EDTAX2H,0 1,25¢g
PBS ad 1l

pH-Wert mit NaOH auf 6,4 einstellen, steril filtrieren,
bei 4°C lagern
Kulturmedium: 1x MEM+

1x Trypsin/EDTA

Embryonen im Alter von 14-17 Tagen wurden einer trachtigen BALB/cJ Maus entnommen, in
eine Petrischale auf Eis Uberfiihrt und von inneren Organen, Augenanlagen sowie dem
Gehirn befreit. Das mittels Schere oder Skalpell zerkleinerte Gewebe wurde in 15ml PBS +
15ml Trypsin/EDTA aufgenommen und in einem mit Glasperlen (& 1-2mm) gefillten
Erlenmeyerkolben dreimal fiir je 30min durch Ruhren dissoziiert. Zwischen den einzelnen
Inkubationsschritten erfolgte die Zugabe von jeweils 15ml Trypsin/EDTA und 15ml PBS.
AnschlieRend wurden die Zellen nach Filtration Gber ein Metallsieb mittels Zentrifugation bei
300xg fur 10min pelletiert. Nach einem weiteren Waschschritt in 50ml Kulturmedium erfolgte
die Resuspension des Pellets in 10ml Medium, bevor die Zellen tber ein Nylonsieb (100pum)
gegeben und gezéhlt wurden. Die so gewonnen Primérzellen wurden in beschichteten
Zellkulturschalen (150mm) mit einer Dichte von 2-3x10’ Zellen ausgesat und bei 37°C
kultiviert (Passage 0). Am nachsten Tag erfolgte ein dreimaliges Waschen der Zellen mit
PBS, um nicht adhérente Zellen zu entfernen. Nach 2-4 Tagen Inkubation in Kulturmedium
bei 37°C hatte sich ein konfluenter Zellrasen gebildet und im Anschluss an zwei weitere
Waschschritte, wurden die Zellen mittels 3ml 1x Trypsin/EDTA pro Kulturschale von deren
Boden abgel6st. Zur Inaktivierung des Trypsins wurde Medium zugegeben und bei 300xg fur
5min zentrifugiert, anschlieend konnte das Pellet in Einfriermedium aufgenommen werden.
Pro 150mm Zellkulturschale wurden 4 Aliquots & 1ml Zellsuspension hergestellt (Passage 1),
die Lagerung erfolgte in flissigem Stickstoff (siehe 2.2.3.3). Eines dieser Aliquots wurde bei
Gebrauch aufgetaut und auf 3-4 100mm Schalen gesplittet (Passage 2). Fir Versuche

wurden ausschlie3lich Zellen der 3. Passage verwendet (siehe auch Podlech et al., 2002).

2.2.3.3 Kryokonservierung und Rekultivierung von Zellen

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

Zur langfristigen Lagerung erfolgte die Kryokonservierung der Zellen bei -196°C in fliissigem

Stickstoff. 1ml Aliquots enthielten eine Zellzahl von ~5x10° in Einfriermedium, welches durch
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seine hygroskopischen Eigenschaften die Bildung von zellschadigenden Eiskristallen
verhinderte. Ein langsames Einfrieren der Zellen erfolgte durch eine Lagerung der Aliquots
bei -70°C fur 1-2 Tage, bevor diese in den Stickstoff-Tank Gberfihrt wurden. Im Gegensatz
dazu erfolgte ein schnelles Auftauen der Zellen zur Rekultivierung in einem Wasserbad bei
37°C, anschlieRend wurden die Zellen in Kulturmedium aufgenommen und auf beschichteten
Zellkulturschalen ausgesat.

2234 Bestimmung der Zellzahl und Zellvitalitat

Zur Bestimmung der Zellvitalitat wurde Trypanblau, ein saurer Farbstoff, welcher als Anion
sehr leicht an Proteine binden kann, verwendet. Aufgrund der Membran-Durchlassigkeit toter
Zellen, dringt Trypanblau in diese ein und es kommt zur Farbung des Zytoplasmas. Die
Zellmembran lebender Zellen hingegen ist fir ca. 5-10min undurchlassig fur den Farbstoff.
Tlrks-Losung farbt alle kernhaltigen Zellen ein und kann zur Unterscheidung zwischen
Lymphozyten und Erythrozyten verwendet werden.

Zellsuspensionen wurden in geeigneter Verdiinnung mit dem gewlnschten Farbstoff
angesetzt und in eine Neubauer Zahlkammer (Kammertiefe 0,1mm) pipettiert. Dabei wurden
4 GroRRquadrate, bestehend aus jeweils 16 Kleinquadraten ausgezahlt. Die Berechnung der
Zellzahl erfolgte nach folgender Formel:

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

N: Anzahl gezahlter Zellen
n: Anzahl der gezahlten GroRquadrate
V: Verdiinnungsfaktor

10* Kammerfaktor

2.2.35 NPLC Isolierung via Optiprep Dichtegradient

GBSS-Puffer: (2.2.2.7)

OptiPrep™ Arbeitslésung 30% (w/v) in GBSS (Stocklésung 60% (w/v))

Dissoziations-Ldsung: GBSS-Puffer 20ml
Kollagenase A (25mg/ml)  0,05% 400yl
DNase (10mg/ml) 1000-2000U 100l

Zur Isolierung der nichtparenchymalen Leberzellen (NPLC: non parenchymal liver cells)
wurde die Leber nach Perfusion (siehe 2.2.2.7) in eine Petrischale Uberfihrt und die
Gallenblase sowie Bindegewebe entfernt. Um die Dissoziation des Gewebes zu ermdéglichen

wurde die Leber mit zwei Pinzetten ausgestrichen und in einem Erlenmeyerkolben mit 20ml
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Dissoziations-Lésung fur 45 min bei 150 U/min und 37°C im Schuttelwasserbad inkubiert.
Dieser Schritt ermoéglichte auch die Zerstérung der Hepatozyten. Die Aufnahme eines pool
von bis zu 6 (3) Lebern erfolgte in 2x40ml (40ml) Dissoziations-Losung. Anschliel3end wurde
die Suspension uber ein steriles Metallsieb gegeben und durch ein 100pum Nylonsieb filtriert,
wobei fir eine Leber ein 50ml Gefal3 ausreichend war, ein pool von bis zu 6 (3) Lebern
wurde auf 4 (2) GefalRe mit der entsprechenden Anzahl an Nylonsieben verteilt. Es folgten 2
Waschschritte mit GBSS fir 10min bei 400xg. Mittels OptiPrep™ Dichtegradient konnten die
NPLC in der Interphase angereichert und isoliert werden. Dazu wurde das Zellpellet in 3ml
GBSS aufgenommen und 4ml OptiPrep™ (Endkonzentration: ~17% (w/v)) Arbeitslésung
dazugegeben. Die Aufnahme des Zellpellets eines Leberpools von 6 (3) Lebern erfolgte in
20ml (10ml) GBSS und 8ml (4ml) OptiPrep™ Stocklésung. Jeweils 7ml der Ansétze wurden
in ein 15ml Falcon pipettiert und, um das Austrocknen der Zellen zu vermeiden, mit 2ml
GBSS lberschichtet. Dieser Schritt musste sehr vorsichtig von statten gehen, um das
Aufwirbeln des Gradienten zu verhindern. Nach der Dichtegradientenzentrifugation fir 15min
bei 400xg ohne Bremse wurde die NPLC-haltige Interphase, zwischen OptiPrepTM Losung
und GBSS, abgenommen, Uber ein 40um Nylonsieb filtriert und in einem Volumen von 10ml
aufgenommen. Aus einer Leber konnten auf diese Weise ungefahr 5x10°-2x10° NPLCs

isoliert werden.

2.2.3.6 LSEC Isolierung mittels MACS Separation
5x MACS Puffer: EDTA 10mM

BSA 2,5% (w/v)

PBS ad 500ml

steril filtrieren, bei 4°C lagern
Gebrauchslésung: 1x MACS Puffer in PBS

Die magnetische Zellseparation (MACS: Magnetic Cell Separation) basiert auf der
Verwendung paramagnetischer Partikel (Micro-Beads), welche an den Fc-Teil spezifischer
monoklonaler Antikdrper gekoppelt sind. Micro-Beads (4 50nm) besitzen das Potenzial
magnetische Eigenschaften zu entwickeln, wenn sie in einem magnetischen Feld platziert
werden. Nach Binden der Bead-gekoppelten Antikérper an Zellepitope werden die Zellen auf
eine Saule gegeben und im Magnetfeld einer Separationsvorrichtung zuriickgehalten.
Ungebundene, unmarkierte Zellen durchlaufen die Saule, wahrend die gebundenen Zellen
auflerhalb des Magnetfelds durch Spilen der S&ule mit Druck eluiert werden (positive
Selektion).

Zur Isolierung von sinusoidalen Leber-Endothelzellen (LSECs- liver sinusoidal endothelial
cells) wurden CD146" Micro-Beads verwendet. Bei CD146 handelt es sich um ein

Transmembran-Glykoprotein, welches als Zelladh&sionsmolekil fungiert und in der Maus
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bevorzugt auf Endothelzellen (ECs) verschiedener Organe und Blutgefae, aber nicht auf
lymphatischem Endothel exprimiert wird (Schrage et al., 2008).

Nach dem Z&hlen der NPLC wurden diese einmal mit 50ml 1x MACS Puffer gewaschen, fur
10min bei 400xg zentrifugiert und zur Separation mittels LS-Saulen (Kapazitat: 2x10°
Gesamtzellen) in 90l 1x MACS Puffer/1x10” Zellen und 10ul Beads/1x10’ Zellen
aufgenommen. Die Aufreinigung der LSEC erfolgte nach dem Protokoll der Firma Miltenyi
(http://lwww.miltenyibiotec.com/download/datasheets_en/358/MiltenyiBiotec_DataSheet_CD1
46-%28LSEC%?29-MicroBeads,-mouse_130-092-007.pdf). Anschlielend wurden die Zellen
gezahlt (erwartete Zellzahl aus einer Leber: 2,5x10°1x10" LSEC), bei 400xg fur 10min
pelletiert und bei -70°C gelagert.

2.2.3.7 Isolierung von Lymphozyten aus Lungengewebe

Heparin (10U/ml) 0,2% (v/v) in PBS

Kulturmedium: DMEM+10% FCS

Kollagenase A (25mag/ml)

DNase | (3mg/ml)

Ficoll

EtOH 70% (v/v)

Die Mause wurden mit CO, begast, in 70% (v/v) EtOH desinfiziert und fixiert. Nach Offnen
von Bauchraum und Thorax, erfolgte eine Lungensplilung mit Heparin/PBS zur Entfernung
intravasaler Blutzellen. Dazu wurden Vena und Arteria subclavia, Aorta abdominalis und
Vena cava inferior erdffnet, der rechte Ventrikel mit einer Kaniile punktiert und die Lunge mit
PBS/Heparinlosung mit Hilfe der Peristaltikpumpe gespllt. Die Durchflussrate der
Spullésung wurde auf 5ml/min eingestellt. Dabei konnte eine deutliche Volumenzunahme
und Weildfarbung der Lunge wahrgenommen werden. Befreit von Tracheen und Bronchien
wurde das Lungengewebe mit einer Schere zerkleinert und in einem Erlenmeyerkolben mit
15 ml Kulturmedium + 1ml Kollagenase A (Endkonzentration 1,6mg/ml) + 300ul DNase |
(Endkonzentration 0,06mg/ml) fur 1h bei 37°C in einem Schittelwasserbad (150U/min)
dissoziiert. AnschlieBend erfolgte die Filtration der Suspension Uber ein steriles Metallsieb,
und die Zellen wurden bei 700xg fur 7min zentrifugiert. Nach Trennen von Pellet und
Uberstand, wurde der Uberstand ein weiteres Mal zentrifugiert (700xg, 7min). Danach
erfolgte die Resuspension der beiden resultierenden Pellets in 16ml Kulturmedium, sowie die
Filtration des Ansatzes Uber ein 100uM Nylonsieb. Die Lymphozyten konnten mit Hilfe eines
Ficoll-Dichtegradienten von Erythrozyten, Granulozyten und Ubrigen Zellen getrennt werden.

Dazu erfolgte die Uberschichtung von jeweils 8ml Zellsuspension mit 4ml Ficoll, gefolgt von


http://www.miltenyibiotec.com/download/datasheets_en/358/MiltenyiBiotec_DataSheet_CD146-%28LSEC%29-MicroBeads,-mouse_130-092-007.pdf
http://www.miltenyibiotec.com/download/datasheets_en/358/MiltenyiBiotec_DataSheet_CD146-%28LSEC%29-MicroBeads,-mouse_130-092-007.pdf
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einer Zentrifugation fur 30min bei 750xg. Die lymphozytenhaltige Interphase wurde
abgenommen, mit 20ml Kulturmedium gewaschen (700xg, 7min) und je nach Grol3e des
Pellets in 2-3ml Medium aufgenommen. Nach dem Z&hlen der Lymphozyten, wurden diese
auf 1x10” Zellen/ml eingestellt und zur zytofluorometrischen Analyse gefarbt (siehe 2.2.4.2).

2.2.3.8 Isolierung von Lymphozyten aus Milzgewebe

1x MACS Puffer: (siehe 2.2.3.6)

Erythrozyten-Lysepuffer

Die Milz wurde entnommen und bis zur Weiterverarbeitung in Kulturmedium gelagert, dieses
wurde anschlieBend verworfen und die Organe Uber ein steriles Metallsieb gerieben. Es
folgte ein Waschschritt in 50ml 1x MACS Puffer (400xg, 5min). Zur Lyse der Erythrozyten
erfolgte die Resuspension des Pellets in 10ml Lysepuffer, dies geschah unter gelegentlichem
Schitteln fur 1min bei 23°C. Nach einem weiteren Wachschritt in 50ml 1x MACS Puffer
(400g, 5min), wurde das entstandene Pellet in 3-4ml 1x MACS Puffer aufgenommen und
Uber ein 40um Nylonsieb filtriert. Zur zytofluorometrischen Analyse (siehe 2.2.4.2) wurden

die Zellen gezahlt und auf 2x10’ Zellen/ml eingestellt.

2.2.39 Stimulation von CD8" T-Zellen mit synthetischen Peptiden

Cytofix/Cytoperm Plus Kit  (enthalt Brefeldin A (GolgiPlug))

Medium: 1x MEM+

mMCMV-spezifische Peptide:

ORF Peptidsequenz MHC-I Restriktion Referenz
(Position im Protein)

M105 “"TYWPVVSDI*® K® Holtappels et al., 2008

m123 %Y PHFMPTNL" L Reddehase et al., 1989

Die Peptide wurden von der Firma JPT Peptide Technologies GmbH bezogen. Die Lagerung
der Peptid-Lyophilisate erfolgte bei -70°C, die der Peptid-Stammlésungen (10°/10*M) bei -
20°C.

Isolierte Lymphozyten aus Lungen- und Milzgewebe latent infizierter BALB/cJ Mause (siehe
2.2.3.7 und 2.2.3.7) wurden in Kulturmedium auf eine Konzentration von 2x10° Zellen/130l
Medium eingestellt. AnschlieBend erfolgte die Ko-Kultivierung mit antigenem Peptid, dazu
wurden 10°M Peptid/20pul PBS (Endkonzentration 10°M) sowie 50pl BrefeldinA (Verdiinnung
1:1000) zugegeben und die Ansatze 5h bei 37°C inkubiert. Wahrenddessen kommt es zu

einer Peptid-vermittelten Stimulation der Peptid-spezifischen CD8" T-Zellen, woraufhin diese
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IFN-y produzieren. Der Zusatz von BrefeldinA bewirkt die Akkumulation von Proteinen im
Endoplasmatischen Retikulum (ER), indem es den Transport zwischen Golgi-Apparat und
ER blockiert.

2.2.3.10 DT-Behandlung infizierter MEF

Das DT wurde, wie unter 2.2.2.4 beschrieben, gelagert und mit einer Endkonzentration von
100ng/ml direkt nach der zentrifugalen Infektion auf die Zellen gegeben. MEF, welche mit
einer DTR-Virusmutante infiziert wurden und nach IE-Genexpression den DTR auf der
Oberflache exprimieren, sind suszeptibel fir DT, es kommt zur Hemmung der

Proteinbiosynthese und letztlich zur Induktion von Apoptose.

224 Zytofluorometrische Methoden

Zur zytofluorometrischen Zellanalyse wurde ein Cytomics FC 500 Durchflusszytometer der
Firma Beckman Coulter verwendet. Dieses System ist mit 2 Lasern ausgestattet (blau 488nm
und rot 633nm) und durch die Menge entsprechender Filter in der Lage, bis zu 5
Fluoreszenzfarbstoffe (Emission: 525nm, 575nm, 620nm, 675/695nm und 755nm)
gleichzeitig zu detektieren. Die Separation von Zellen mittels FACSAria 1ll von BD
Biosciences wurde in der FACS Core Facility des IMB (Institute of Molecular Biology) Mainz
durchgefihrt.

2241 Funktionsprinzipien des Durchflusszytometers

Unter Durchflusszytometrie versteht man den Prozess der Messung physikalischer und
molekularer Charakteristika von Zellen in einem Flissigkeitsstrom. Zur Analyse nutzt das
System die Prinzipien des entstehenden Streulichtes der Zellen, wenn sie einzeln eine
elektrische Spannung oder einen Lichtstrahl passieren, sowie die Emission von optischen
Signalen zellgebundener Fluorochrome. Eine bestimmte Form der Durchflusszytometrie,
auch FACS (FEluorescence Activated Cell Sorting) genannt, wird nicht nur zur Analyse
sondern zuséatzlich fur die Separation verschieden markierter Zellen in unterschiedliche
Reaktionsgefalle verwendet. Wahrend der Messung werden die Zellen aus dem
Probenréhrchen in eine Kapillare gesaugt, in einer Hillflissigkeit verdinnt und Gber
Luftdruck in den Mikrokanal einer hochprdzisen Messkivette geleitet. Diese
hydrodynamische Fokussierung erlaubt es Einzelzellen, den Laser zu passieren (Haynes,
1988). Im Moment des Durchtrittes wird die Lichtstreuung in einem Winkel von 90° als
Seitwartsstreulicht (side scatter, SSC) sowie die Streuung in einem engen Winkel (2°-10°)

als Vorwartsstreulicht (foward scatter, FSC) gemessen. Der FSC ist ein Mal3 fur die GréRRe
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der Zellen, Uber den SSC erhadlt man Angaben zur Granularitat der Zellen. Neben der
Definition zellmorphologischer Eigenschaften konnen unter Verwendung
fluorchromkonjugierter Antikorper spezifische Oberflachenantigene von Zellen detektiert
werden. Der Einsatz verschiedener Fluorochrome erlaubt dabei den Nachweis mehrerer
Antigene gleichzeitig. Durch Laserlicht angeregte Fluorchrome emittieren Photonen einer
bestimmten Wellenléange. Farbteilerspiegel und Bandpassfilter sorgen fur die optische
Trennung der Emissionsspektren und die unterschiedlichen Lichtsignale werden Uber
Photomultiplier (PMT) in elektrische Signale umgewandelt (siehe Abb. 2.1). In dieser Arbeit
wurden die Detektoren wie folgt nummeriert und zur Messung der angegebenen
Fluorchrome verwendet:

FL-1: FITC; FL-2: PE; FL-3: APC; FL-4: Cy5; FL-5: Cy7.

Neben fluoreszenzkonjugierten kamen auch DNA-interkalierende Farbstoffe wie z.B.
Propidiumiodid (Pl) zum Einsatz. Im Falle von spektralen Uberlappungen der
Emissionsspektren von Fluorochromen wurde das Fluoreszenzsignal der Uberlappung,
durch elektronische Kompensation vom Gesamt-Fluoreszenzsignal subtrahiert. Die

Auswertung der Daten erfolgte unter Zuhilfenahme des Analyse-Software CXP oder Kaluza.

Fluidics system

Filters Detectors

bt FSC
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Lasers (FL-1 )_ ’
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PMT | ——
(FL-3)

— PMT ——
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' : Screen

‘1|||||

SSC -’-' e ——

Detector | 7

Abb. 2.1: Schematische Darstellung eines Durchflusszytometers
(http://lwww.abdserotec.com/resources/flow-cytometry-ebook/principles-of-the-flow-cytometer/signal-

processing.html).


http://www.abdserotec.com/resources/flow-cytometry-ebook/principles-of-the-flow-cytometer/signal-processing.html
http://www.abdserotec.com/resources/flow-cytometry-ebook/principles-of-the-flow-cytometer/signal-processing.html
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2242 Funffach-Farbung zur Charakterisierung von CD8" T-Zellen in der Latenz

1x MACS-Puffer: (2.2.3.6)

Zur Charakterisierung Peptid-spezifischer CD8" T-Zellen wahrend der Viruslatenz wurden,
mit mMCMV-WT-BAC infizierte, BALB/cJ Méause verwendet (siehe 2.2.2.5). Die Analyse von
Milz- und Lungenzellen, aufgereinigt wie unter 2.2.3.7 und 2.2.3.8 beschrieben, fand in den
Monaten 4, 6 und 8 nach KMT statt. In der Durchflusszytometrie kam stets ein pool von 5
Milzen sowie ein pool der linken Lungenhalften von 5 Tieren zum Einsatz. Die Proben
wurden zur Charakterisierung Peptid-spezifischer CD8" T-Zellen mit folgenden Antikdrpern
gefarbt: CD8-FITC, KLRG1-PE, Dextramer-APC, CD127-PC5, CD62L-PC7. Bei den
verwendeten Dextrameren handelt es sich um, an ein Dextran-Rickgrat gebundene, MHC
Molekile in Kombination mit Fluorochromen, welche zur Detektion Antigen-spezifischer
T-Zellen mittels Durchflusszytometrie genutzt werden. Peptid-beladene MHC-Molekile bilden
einen MHC-Peptid-Komplex, welcher von spezifischen T-Zell-Rezeptoren erkannt wird
(Rotzschke et al., 1990). Dies erlaubt die Detektion, Isolierung und Quantifizierung der
spezifischen T-Zell-Populationen. Das Dextran-Polymer-Ruckgrat stabilisiert sowohl die
MHC-Peptid-Komplexe sowie die Fluorochrome und fiihrt zu genaueren Resultaten als der

Einsatz von Tetrameren.

Farbeprotokoll:

Eine Reduktion unspezifischer, Fc-Rezeptor-vermittelter Bindungen wurde durch Inkubation
(10min, 4°C, dunkel) der zu farbenden Zellen (1x10° Lungenzellen bzw. 2x10° Milzzellen) mit
einem CD16/CD32-Fcylll/lI-Rezeptor-Antikdrper erreicht. Dazu wurden pro Probenrdhrchen
1ul des Blockierungsantikorpers in 49ul 1x MACS-Puffer auf ein Zellvolumen von 100ul
gegeben. Nach einem Waschschritt in 1x MACS-Puffer (250xg, 5min), erfolgte die
Resuspension des Pellets zur Dextramerfarbung mit 10ul der spezifischen MHC-Peptid-
Komplex-Lésung. Der Ansatz wurde bei 20°C fur 10 min im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend
wurden die Zellsuspensionen mit dem unten angegeben Antikdrpermix versetzt und fir
20min bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Bevor die durchflusszytometrische Messung erfolgte,
wurden die Zellen abermals in 1x MACS-Puffer gewaschen, bei 250xg fur 5min zentrifugiert

und in 500ul 1x MACS-Puffer aufgenommen.

Antikdrperfarbung 1x
CD127 FITC 1l
KLRG1-PE ul
CD8a-ECD 0,8l
CD62L-PECy7 1pl
1x MACS-Puffer 46,2l
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2243 Intrazellulare IFN-y Farbung

1x MACS-Puffer: (2.2.3.6)

Cytofix/Cytoperm Plus Kit

Zunachst erfolgte die Farbung der Oberflichenmolekile anhand des in 2.2.4.2
beschriebenen Protokolls, allerdings wurden hier nur der Antikérper CD8a-ECD sowie die
IE1- und M105-spezifischen Dextramere verwendet. AnschlieBend wurden die Zellen in 1x
MACS-Puffer gewaschen (250xg, 5min) wund zur Permeabilisierung in 200ul
Cytofix/Cytoperm aufgenommen. Nach 20 mindtiger Inkubation bei 4°C, erfolgte ein
Waschschritt mit 1ml PermWash-Puffer (250xg, 5min) und die intrazellulare Farbung mit dem
IFN-y-FITC Antikérper (0,25 pg/10° Zellen, 20min, 4°C). Bevor die durchflusszytometrische
Messung erfolgte, wurden die Zellen erneut in 1ml PermWash-Puffer gewaschen (250xg,

5min) und in 700ul 1x MACS-Puffer aufgenommen.

2244 Apoptosemessung mittels Annexin V und 7-AAD- bzw. PI-Farbung

Annexin V/-AAD Kit von Beckman Coulter

Annexin V/PI Kit von eBioscience

Apoptose ist, im Gegensatz zur Nekrose, eine Form des programmierten Zelltods und wird
als Folge externer oder interner Trigger von der Zelle selbst aktiv durchgeflihrt
(physiologischer Untergang der Zellen). Nekrose hingegen kann durch Gifte, Bakterien und
andere schadigende Einflisse ausgeldst werden, die Zellen schwellen an und die
Plasmamembran  wird  zerstort (pathologischer Untergang der Zellen). Die
Hauptcharakteristika der Apoptose sind Reduktion des Zellvolumens, Chromatin-
Kondensation, DNA-Fragmentierung und Bildung membranumgebener, apoptotischer
Korperchen (Kerr et al., 1972; Wyllie et al., 1984). Ein weiteres frihes Ereignis, welches
wahrend der Apoptose auftritt, ist die Translokation des membranstandigen Phospholipids
Phosphatidylserin (PS) von der inneren zur dufReren Seite der Plasmamembran (Martin et
al., 1995). Dieses Phénomen wird bei der Analyse apoptotischer Zellen in der
Durchflusszytometrie genutzt. Annexin V, ein Ca?-abh&ngiges, Phospholipid-bindendes
Protein mit hoher Affinitdt zu PS wird zu diesem Zweck mit einem Fluorochrom gekoppelt
(Koopman et al., 1994; Vermes et al. 1995). Aufgrund der zerstérten Membranintegritat ist
das PS nekrotischer Zellen ebenfalls fir Annexin V zuganglich. Daher ist eine weitere
Farbung mit einem DNA interkalierenden Farbstoff (PI, 7-Amino-Actinomycin D (7-AAD)),
welcher nicht membrangangig ist, von Noten. Apoptotische Zellen sind demzufolge Annexin
V' P1/7-AAD’, nekrotische Zellen Annexin V' P1/7-AAD".
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In vitro:

Auf 6-well Zellkulturplatten konfluent gewachsene MEF wurden mit einer MOI von 4 mit der
Virusmutante mCMV-Aie2-DTR infiziert (siehe 2.2.1.4). AnschlieRend wurde DT, wie unter
2.2.3.9 beschrieben, dazugegeben. Die Analyse erfolgte nach 48h, dazu wurden die Zellen
trypsiniert, in Medium aufgenommen, bei 500xg fir 5min pelletiert und gefarbt (siehe unten).

Annexin V/7-AAD Kit von Beckman Coulter:

Alle Schritte erfolgten unter Verwendung 4°C kalter Losungen. Die Zellen wurden in PBS
aufgenommen, nach der Bestimmung der Zellzahl schloss sich ein Waschschritt mit 1x
Binde-Puffer (500xg, 5min) und die Aufnahme des Pellets in 100ul 1x Binde-Puffer an. 2,5-
5x10° Zellen wurden mit 10pl a-Annexin V-FITC-AK und 20pl 7-AAD fiir 15min bei 4°C in
Dunkeln gefarbt. Nach Zugabe von 400ul 1x Binde-Puffer fand die Analyse im
Durchflusszytometer innerhalb von 30min statt.

In vivo:

BALB/cJ Mause wurden durch Bestrahlung mit einer Dosis von 6,5Gy immunsupprimiert und
mit mMCMV-Aie2-DTR (1x10° PFU in 500ul PBS) i.v. infiziert. Die Injektion von 30ng DT/g
Maus erfolgte 6x, beginnend bei -6h vor Infektion in einem Intervall von 16h (siehe 2.2.2.4).
AnschlieRend wurde den Tieren die Leber entnommen, um daraus die LSECs zu isolieren
(siehe 2.2.2.7, 2.2.3.5 und 2.2.3.6).

Annexin V/PI Kit von eBioscience:

Bis zur Zugabe der Fluorophore waren alle Schritte identisch zu jenen im oben
beschriebenen Kit. Hier wurden 1-3x10° Zellen mit 15ul a-Annexin V-APC-AK in einem
Volumen von 500ul 1x Binde-Puffer fur 10-15min bei 23°C gefarbt. Danach wurden die
Zellen in 1x Binde-Puffer gewaschen (500xg, 5min) und anschlieBend in 200ul desselben
aufgenommen. Nach Zugabe von 5pl Pl erfolgte unverziiglich die Analyse.

2245 Durchflusszytometrie mit anschlieender Zell-Sortierung zum

Ausschluss apoptotischer Zellen

Die Separation der, wie unter 2.2.4.4 beschrieben, infizierten und gefarbten Zellen erfolgte in
der FACS Core Facility des IMB (institute of molecular biology) in Mainz mittels eines
FACSAria Il von BD Biosciences. Die vitalen Annexin V- PI/7-AAD" Zellen wurden von den
toten Zellen getrennt. Bis zur weiteren Analyse erfolgte die Lagerung der Probenpellets bei
-70°C.
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225 Molekularbiologische Methoden: DNA
2251 Isolierung von DNA

Zur Isolierung viraler DNA wurde das High Pure Viral Nucleic Acid Kit von Roche verwendet.
Es basiert auf der spezifischen Bindung von Nukleinsduren an die Oberflache einer
Glasfaser-Membran unter Anwesenheit chaotroper Salze (Vogelstein & Gillespie, 1979).
DNA aus Organen und Zellpellets wurde mit Hilfe des DNeasy Blood and Tissue Kits von
Qiagen isoliert, hier wird eine Silica-Membran zum Binden der DNA eingesetzt. Nach dem
spezifischen Bindeprozess an die jeweilige Membran kann die Nukleinsdure durch
Waschschritte von Salzen, Proteinen sowie anderen Verunreinigungen befreit und in einem

Puffer mit geringem Salzgehalt eluiert werden.

2.25.1.2 DNA lIsolierung aus Organen

DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen)

EtOH 100% (v/v)

AllPrep DNA/RNA Kit (Qiagen)

Bevor die DNA isoliert werden konnte, mussten die Organe zuerst lysiert und homogenisiert
werden, was mit Hilfe der Schwingmihle MM300 geschah. Nach dem Wiegen der
Organsticke wurden jeweils 180ul ATL-Puffer pro 10mg Milz bzw. pro 25mg der Ubrigen
Organe sowie 2 Stahlkugeln (@ 3mm) zugegeben und der gesamte Ansatz in 2ml
Reaktionsgefalen bei 30 Hertz fir 5min lysiert. Anschlieend erfolgte die Zugabe von 20pl
Proteinase K pro 10mg Milz bzw. pro 25mg aller anderen Organe, sowie die Lyse des
Gewebes durch UN Inkubation bei 56°C unter Schitteln. Am ndchsten Tag wurden 200ul der
Suspension zur DNA-Isolierung verwendet, diese fand dem Versuchsprotokoll von Qiagen
ab Schritt 3 folgend statt, die Elutionsmenge betrug 100pl: http://www.giagen.com/literature
/handbooks/literature.aspx?id=1000641&r=955AnimalTissues(Spin-Column Protocol).

War eine gleichzeitige Isolierung von DNA und RNA aus demselben Gewebe von Interesse,
wurde das AllPrep DNA/RNA Kit von Qiagen verwendet (siehe 2.2.6.2.2). Die Aufreinigung
fand nach den Angaben des Versuchsprotokolls der Firma statt: http://www.giagen.com

/products /rnastabilizationpurification/rnadnasystem/allprepdnarnaminikit.aspx#Tabs=t2.


http://www.qiagen.com/literature%20/handbooks/literature.aspx?id=1000641&r=955
http://www.qiagen.com/literature%20/handbooks/literature.aspx?id=1000641&r=955
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2.25.1.3 DNA Isolierung aus Zellen

DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen)

EtOH 100% (v/v)

Die DNA Isolierung aus Zellen wurde mit Hilfe des DNeasy Blood and Tissue Kits komplett
nach dem Versuchsprotokoll von Qiagen durchgefiihrt, die Elutionsmenge betrug je nach
Zellpellet 30-100pl: http://www.giagen.com/literature/handbooks/literature.aspx?id=1000641
&r=955 Animal Blood (Spin-Column Protocol).

22514 Isolierung viraler DNA

High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Roche)

Virale DNA wurde aus 200ul Virusiberstand oder 20ul Virusstock in 180ul Binde-Puffer
isoliert. Um die Viruslyse zu gewahrleisten, erfolgte die Zugabe von jeweils 50ul Proteinase
K und 3,2ul PolyA®™ RNA. Dieser Ansatz wurde anschlieRend mit 200ul Binde-Puffer
versehen und fir 10min bei 72°C inkubiert. Alle weiteren Schritte wurden nach
Versuchsprotokoll der Firma Roche durchgefuhrt, das Elutionsvolumen betrug je nach
Ausgangsmaterial 30-100ul: https://www.roche-applied-science.com/PROD_INF/MANUALS/
napi_man/pdf/chapter%202/ page %2087-91.pdf

2.25.15 Prazipitation von Nukleinsduren

EtOH 100% (v/v)

EtOH 70% (v/v)

Natriumacetat (3M): NaAcx3H,0 40,824g

H2Odemin. ad 100ml

pH-Wert mit Eisessig auf 5,2 einstellen, autoklavieren
Tris-Puffer (10mM): Tris 1,211g

H2Odemin. ad 1l

pH-Wert mit HCI auf 8,0 einstellen, autoklavieren

Durch Zugabe von monovalenten Kationen und Alkohol kdnnen Nukleinsduren aus
wassrigen Losungen ausgefallt werden (Eickbush & Moudrianakis, 1978). Bezogen auf das
Volumen der zu fallenden Nukleinsaure wurden 1/10 Volumen Natriumacetat und die 2,5x
Menge Ethanol (100% (v/v)) als Fallungsreagenzien verwendet. Die Proben wurden bei
-20°C UN oder bei -70°C fir 3-4h gefallt, wobei die niedrigere Temperatur ein schnelleres
Fallen bewirkt. Jedoch besteht dadurch die Gefahr, dass Salze mit ausfallen, was vor allem
fur geringere DNA-Mengen kritisch ist. Anschlie3end konnte die Nukleinsaure bei 20.000xg
und 4°C fur 30min pelletiert, mit 200ul 70% Ethanol (v/v) gewaschen (20.000xg, 4°C, 10min)


http://www.qiagen.com/literature/handbooks/literature.aspx?id=1000641%20&r=955
http://www.qiagen.com/literature/handbooks/literature.aspx?id=1000641%20&r=955
https://www.roche-applied-science.com/PROD_INF/MANUALS/%20napi_man/pdf/chapter%202/
https://www.roche-applied-science.com/PROD_INF/MANUALS/%20napi_man/pdf/chapter%202/
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und fir 15min bei 23°C getrocknet werden. Das Pellet wurde in einem geeigneten Volumen

Tris-Puffer aufgenommen.

2.25.1.6 Reinheits- und Konzentrationsbestimmung von Nukleinséuren

Die Konzentration von DNA und RNA Proben wurde standardmaRig mit Hilfe eines
Photometers (Nanodrop-1000) bei 260nm spektrophotometrisch gemessen. Das Gerat hat
einen spektralen Bereich von 220-750nm und einen minimalen Messbereich von 2-3,7ng/ul
fur dsDNA, sowie 2-3ng/ul fir RNA. Da das Absorptionsverhalten von Nukleinséduren in
nichtgepufferten Lésungen stark variiert (Wilfinger et al., 1997), wurden die Proben stets in
Tris gepuffertem Wasser aufgenommen. Der Konzentrationsberechnung wurden folgende

Werte zugrunde gelegt:

Extinktion260nm = 1 2 50ug/ml bei dsDNA
40ug/ml bei ssRNA
33ug/ml bei ssDNA

Das Messen der Reinheit von Nukleinsauren in Hinblick auf Proteinkontaminationen wird
durch zusatzliches Ermitteln der Extinktion bei 280nm (Absorptionsmaximum von Proteinen)
gewabhrleistet. Proben mit einem Quotienten von E,go/Ezgo 1,8-2,0 fir DNA bzw. 2,0 fir RNA
werden allgemeinhin als ,rein“ bezeichnet (Sambrook et al., 1989; Manchester, 1996). Die
Genauigkeit dieser Messmethode wird jedoch hinterfragt (Bustin & Nolan, 2004). Des
Weiteren muss beachtet werden, dass keinerlei Information Uber die Integritdt der
Nukleinsdure gegeben wird, hierfiir kbnnen Chip-Technologien, wie z.B. Experion von Bio-

Rad herangezogen werden.

2252 PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine der wichtigsten Methoden der modernen
Molekularbiologie, sie wurde 1987 von Mullis & Falloona entwickelt und von Saiki et al. 1989
optimiert. Durch Einsatz des Enzyms DNA-Polymerase kdnnen wahrend der PCR selektiv
bestimmte Sequenzabschnitte einer DNA amplifiziert werden. Dazu werden Sequenz-
spezifische Oligonukleotide (Primer) verwendet, welche die Enden der zu amplifizierenden
Sequenz definieren. Ein PCR-Zyklus beginnt mit der Denaturierung des DNA-
Doppelstranges, dies geschieht bei 94-95°C, wobei die Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen den beiden DNA-Strangen aufgebrochen werden. Durch Reduzierung der
Temperatur, abhéngig von Primer-Sequenz und -Lange, kdnnen die Oligonukleotide an die
einzelstrangige DNA binden (Annealing). Im Anschluss an die Hybridisierung erfolgt die

Elongation, katalysiert durch die DNA-Polymerase werden bei 72°C DNA-Doppelstrange neu



2 Material und Methoden | 55

synthetisiert. Da es in jedem Zyklus optimaler weise zur Verdopplung der Molekile kommt,
konnen theoretisch bei n Zyklen 2" Molekiile entstehen. Das Design der Primer erfolgte mit
Hilfe der Programme PrimerExpress 2.0, BeaconDesigner (http://www.premierbiosoft.com
/qOligo /Oligo.jsp?PID=1) oder OligoArchitect™ (http://www.Oligo architect.com/ Login.jsp).
Es musste darauf geachtet werden, dass die Primer eine Lange von mindestens 17 Basen
haben, ihre Spezifitat gewahrleistet ist (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/) und es nicht zur Bildung
von Primer-Dimeren kommt. Im Falle einer quantitativen Real Time PCR (qPCR), musste
darauf geachtet werden, dass die zu amplifizierende Sequenz moglichst kurz ist und ihre
Sekundarstruktur Gberprift wurde (http://mfold.rna.albany. edu/?g=mfold).

Standard HiFidelity PCR Ansatz:

Komponenten Volumen/Reaktion Endkonzentration
5x HotStar HiFidelity PCR Buffer 10ul 1x, 0,3uM dNTPs
Primer-For (10puM) 2,5ul 0,5uM
Primer-Rev (10pM) 2,5ul 0,5uM
HotStar HiFidelity DNA Polymerase
(2,5 units/pl) 1u 25U
H2O reinst. variabel
Template DNA variabel 0,1-50ng Plasmid DNA
Gesamtvolumen 50ul

Standard HiFidelity PCR Profil:
Schritt Zeit Temperatur Bemerkung
Initialer Aktivierungsschritt 5min 95°C
3-Schritt Cycling Zyklenzahl 30-45
Denaturierung 15s 94°C
Annealing 1min 50-68°C Abhéngig von Primer-Sequenz
Elongation 1min 72°C Fir PCR-Produkte < 2kb
AbschlieRende Elongation 10min 72°C
Ende 0 4°C

2.253 gqPCR

Die quantitative Real Time PCR (gPCR) beruht auf dem Prinzip der herkdmmlichen PCR,
ermoglicht aber zusétzlich die Quantifizierung der Amplifikate wahrend dem Ablauf der PCR
(allgemeiner  Uberblick:  Bustin, 2004), hier sind also Aussagen Uber die
Ausgangskonzentration der DNA-Matrize mdglich. Allgemein kann man die PCR in drei
Phasen unterteilen, die frihe ,Hintergrundphase®, die exponentielle Wachstumsphase und
die Plateauphase, wobei die konventionelle PCR lediglich die Plateauphase sichtbar macht.
In der gPCR erfolgt die Quantifizierung der Amplifikate in der exponentiellen

Wachstumsphase mit Hilfe von Fluoreszenz-Messungen. Ein  Anstieg des


http://www/
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Fluoreszenzsignals korreliert dabei direkt mit der eingesetzten Menge an spezifischer

Matrize, die Amplifikation kann also folgendermaf3en beschrieben werden:
N = NOX (Econst)n

E: PCR Effizienz; von 1 = keine Amplifikation bis 2 = Verdopplung (100% Effizienz)
N: Anzahl der amplifizierten Molekile

No: Initiale Menge an Molekulen

n: Anzahl der Zyklen

Zur Detektion werden entweder nicht-Sequenz-spezifische Fluorochrome, welche mit dsDNA
interkalieren (SYBR-Green) oder Sequenz-spezifische Sonden eingesetzt, wie z.B. TagMan-
Sonden, Hybridisierungs-Sonden, Molecular Beacons oder Scorpion-Primer. In dieser Arbeit
wurden ausschlie3lich TagMan-Sonden verwendet (siehe 2.1.8.2), diese tragen an ihrem 5'-
Ende einen Reporter-Farbstoff und am 3"-Ende einen quencher. Befinden sich Reporter und
guencher in unmittelbarer Nahe kann die emittierte Fluoreszenz des angeregten Reporter-
Farbstoffes vom quencher aufgenommen werden und es kommt zur Fluoreszenzléschung
(dark-quencher) bzw. zur Anderung der Wellenlange, was die Detektion der Fluoreszenz im
Filter des Reporter-Fluorophors verhindert. Wahrend der Elongationsphase der PCR wird die
Sonde durch die 5’—3’-Exonukleaseaktivitat der Polymerase abgebaut (Holland et al., 1991),
was zur raumlichen Trennung von Reporter und quencher fiihrt und die Detektion der
Reporter-Fluoreszenz ermdglicht. Die Analysen erfolgten mit Hilfe des TagMan 7500 Real
Time PCR Gerates von Applied Biosystems Dieses Geréat besitzt 5 Filter, mit denen
beispielsweise die folgenden, haufig verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe detektiert werden
koénnen: Filter 1: Fam, SYBR-Green; Filter 2: Joe, HEX; Filter 3: TAMRA,; Filter 4: ROX; Filter
5: Cy-5. Der Farbstoff ROX wurde als passive Referenz eingesetzt, um die Reportersignale
der einzelnen Ansédtze zu normalisieren, er war bereits im verwendeten Master Mix

enthalten.

Singleplex gPCR Ansatz:

Komponente Volumen/Reaktion Endkonzentration
2x TagMan® Universal PCR Master Mix,

ohne AmpErase® UNG 10pl 1x

mit AmpliTag Gold®DNA Polymerase

Primer-For (10uM) 2ul 1uM
Primer-Rev (10uM) 2ul 1uM

Sonde (10pM) 0,5l 0,25uM

H50 einst. variabel

Template DNA variabel <1ug
Gesamtvolumen 20l

In einer Duplex-Reaktion wurden die beiden Primer-Paare jeweils 0,4uM eingesetzt, die
Sonden 0,25uM.
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qPCR Profil:

Schritt Zeit Temperatur Bemerkung

Initialer Aktivierungsschritt 10min 95°C

2-Schritt Cycling Zyklenzahl 50

Denaturierung 15s 94°C

Annealing/Elongation 1min 60°C Daten Akquisition

Fur genauere Information siehe: 50http://www3.appliedbiosystems.com/cms/groups/mcb_

support/documents/generaldocuments/cms_042996.pdf.

2254 Plasmid Standards zur absoluten Quantifizierung

Fur die absolute Quantifizierung wurden Plasmide einer definierten Teilchenzahl Uber
mehrere Stufen log,, titriert und in die gPCR eingesetzt. Zuvor wurden die Plasmide (siehe
2.1.9) zunéchst linearisiert (siehe 2.2.5.8), Uber ein Agarosegel aufgereinigt (siehe 2.2.5.6)
und die DNA-Konzentration bestimmt (siehe 2.2.5. 1.6), anschlieend erfolgte die
Berechnung der Teilchenzahl mit folgender Formel:

6x10% [Kopien/mol] x DNA-Konzentration [g/ul]

Teilchenzahl [Plasmide/pl] = MW [g/mol]

MW fir dsDNA: PlasmidgréiRe [bp] x 660 Dalton/bp

Teilsequenzen der Plasmide wurden in der gPCR amplifiziert dabei ermdglichte der Einsatz
verschiedener Titrationsstufen die Generierung von Standardkurven. Anhand dieser konnten
unbekannte Proben quantifiziert werden. Die Berechnung der Effizienz der PCR erfolgte
anhand der Steigung (m) der Standardkurve nach folgender Rechnung:

Effizienz = 10¥™ -1

Eine Effizienz von 100% entspricht einer Steigung von -3,32. Eine zufriedenstellende

Reaktion sollte eine Effizienz von 80%-100% (Steigung -3,9 bis -3,32) vorweisen.
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2.255 Native Gelelektrophorese von DNA

50xTAE-Puffer: Tris 400mM
EDTAx2H20 10mM
ad H20demin.

pH-Wert mit Eisessig auf 8,0 einstellen, autoklavieren
Gebrauchslésung: 1x TAE in H20demin.

10xTBE-Puffer: Tris 450mM
EDTAXx2H20 10mM
Borsaure 450mM
ad H20demin.

pH-Wert mit Eisessig auf 8,3 einstellen, autoklavieren
Gebrauchslésung: 1x TBE in H20demin.

10xProbenpuffer: Bromphenolblau 0,25% (w/v)
Saccharose 40% (w/v)

In Agarosegelen werden DNA Fragmente nach ihren Molekulargewichten elektrophoretisch
aufgetrennt. Mit Hilfe dieser Methode ist es moglich, GréRenabschatzungen von DNA
Fragmenten, Konzentrationsbestimmungen, Reinigung von linearen DNA Fragmenten nach
PCR oder Restriktion, Intaktheitstiberprifungen oder praparative Aufreinigungen von
Nukleinsduren  durchzufihren. Je nach GrolRe der DNA Fragmente wurden
Agarosekonzentrationen von 1-3% in 1XTAE Puffer verwendet und Gele einer Grof3e von
10x6,5cm, 20x10cm oder 20x20cm gegossen. Restringierte BAC-Plasmide mit
FragmentgréRen von 1-30kbp wurden in 0,7%igen Gelen (20x25cm) bei 4°C UN aufgetrennt
(Gel-Herstellung siehe Gassen & Schrimpf, 2002), dabei kam 1xTBE als Laufpuffer zum
Einsatz, da dieser eine hohere Pufferkapazitdt im Vergleich zu TAE Puffer hat. Durch
Aufkochen konnte die entsprechende Agarosemenge in dem jeweiligen 1x Puffer gelést und
nach Abkihlen unter Zusatz von Ethidiumbromid (Endkonzentration 1pg/ml) in einen
Elektrophoreseschlitten gegossen werden. Ethidiumbromid ist ein DNA interkalierendes
Reagenz, welches unter UV-Licht fluoresziert und somit die DNA sichtbar machen kann. Um
das Einsinken der Nukleinsauren in die Geltaschen zu ermdglichen, wurden die Proben vor
dem Auftragen mit Probenpuffer (1/10 Volumen) versetzt. Die Auftrennung der Fragmente
erfolgte in Elektrophoresekammern, gefillt mit dem jeweiligen 1x Puffer, bei einer Spannung
von 0,5-5 V/cm Elektrodenabstand je nach Fragment- bzw. Gelgrof3e. Zur Beurteilung der
FragmentgréRen wurde zusatzlich ein entsprechender DNA GréRenmarker aufgetragen.
AbschlieRend fand die Dokumentation der Gele mit Hilfe einer Sofortbildkamera oder einer
CCD Videokamera statt.
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2.25.6 Gelelution

OlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen)

Fur die Elution von DNA aus Agarosegelen wurde das QIAquick Gel Extraction Kit von
Qiagen verwendet. Es beruht auf dem Prinzip der Absorption von DNA an eine
Silicamembran unter Hochsalzbediungen. Die DNA wurde im Anschluss an zwei
Waschschritte unter Niedrigsalz-Bedingungen in einem Volumen von 30-50ul 10mM Tris
Puffer eluiert. Die Extraktion erfolgte nach dem Versuchsprotokoll der Firma Qiagen:
http:/iwww.giagen.com/products/dnacleanup/gelpcrsicleanupsystems/qgiagquickgelextractionkit

.aspx#Tabs=t2.

2257 Reinigung von DNA

High Pure PCR Product Purification Kit (Roche)

Die Reinigung von DNA z.B. nach PCR oder Restriktionsenzymverdau wurde mit Hilfe des
High Pure PCR Product Purification Kit von Roche durchgefuhrt. Dieses Kit macht sich die
Tatsache zunutze, dass DNA in Anwesenheit chaotroper Salze an eine Glasfasermembran
bindet und durch Waschen von kontaminierenden Molekilen, wie z.B. Oligonukleotiden und
Proteinen befreit werden kann. Die DNA wurde unter Niedrigsalzbedingungen in einem
Volumen von 50-100ul 10mM Tris Puffer eluiert. Die Durchfiihrung erfolgte nach dem
Versuchsprotokoll der Firma Roche: https://www.roche-applied-science.com/PROD _INF/
MANUALS/napi_man/pdf/chapter%202/ page%2040-46.pdf.

2.258 Enzymatische Restriktion von Nukleinsduren

Restriktionsenzyme wurden, zum Zwecke der DNA Manipulation, zur Insertion von Genen,
Genfragmenten bzw. DNA in Plasmidvektoren verwendet. Fur analytische Zwecke kamen
standardmaRig 0,2-1,5ug Plasmid-DNA und eine Enzymmenge von 5-20U in einem 10-20pul
Ansatz zum Einsatz. Die Restriktion fand fir die Dauer von 2-16h in einem fur die Aktivitat
des Enzyms geeigneten Puffer und einer Temperatur, bei welcher das jeweilige Enzym-
spezifische Aktivitatsoptimum erreicht wurde, statt. Mehrfachrestriktionen waren bei
Ubereinstimmenden Reaktionsbedingungen moglich. Praparative DNA Restriktionen

verlangten den Verdau grof3erer Mengen Nukleinsdure (5-20ug) und erfolgten stets UN.

Standard-Restriktionsansatz:

10xReaktionspuffer 2ul
Restriktionsenzym(e) Xl
DNA yul

H2Oreinst. ad 20yl


https://www.roche-applied-science.com/PROD_INF/%20MANUALS/napi_man/pdf/chapter%202/
https://www.roche-applied-science.com/PROD_INF/%20MANUALS/napi_man/pdf/chapter%202/
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Der Erfolg des enzymatischen Verdaus wurde durch Auftrennung der DNA-Fragmente
mittels Gelelektrophorese (siehe 2.2.5.5) uberprift. Anschliel3end erfolgte eine Aufreinigung
der DNA (siehe 2.2.5.6 oder 2.2.5.7).

2259 Dephosphorylierung linearer DNA

Da, Vektoren nach Linearisierung mittels enzymatischer Restriktion wieder religieren kénnen,
wurden die terminalen Phosphatgruppen am 5°-Ende der DNA dephosphoryliert. Dazu kam
eine alkalische Phosphatase (CIP: calf intestinal alkaline phosphatase) zum Einsatz. Wurden
Enzyme der Firma NEB zur Restriktion verwendet, konnte die CIP direkt zugegeben werden,
andernfalls mussten die Ansatze wie in 2.2.5.7 beschrieben, gereinigt werden. Nach
einstindiger Inkubation mit 0,5U Enzym pro pg DNA bei 37°C, wurde der Ansatz zur
Entfernung des Enzyms Uber ein praparatives Agarosegel gereinigt (siehe 2.2.5.5 und
2.2.5.6).

2.2.5.10 Verwendeter Bakterienstamm

DH10B (Invitrogen):

Genotyp: F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢p80dlacZAM15 AlacX74 recA1
endA1 araD139 A(ara, leu)7697 galU galKA™ rpsL nupG

2.25.11 Bakterienanzucht

Mit Hilfe von, auf Plasmiden vorhandenen Antibiotika-Resistenzgenen ist eine Selektion der
Bakterien, welche ein solches Plasmid enthalten, moglich. Es wurden folgende Antibiotika

verwendet:

Antibiotika-Stammldsungen:

Ampicillin (Amp): 200mg/ml (1:1.000 in H,Oyeinst., 100ug/ml)
Chloramphenicol (Cam): 34mg/ml (1:2.000 in Ethanol (100% (v/v), 17ug/ml)
Kanamycin (Kan): 10mg/ml (1:400 in H;Oreinst, 25pg/ml)

Losungen sterilfiltrieren, aliquotieren und bei -20°C lagern.

Antibiotikazugabe nach Autoklavieren des Mediums.



2 Material und Methoden | 61

225111 Flussigkultur

LB Medium: NacCl 10g
Bacto Trypton 10g
Hefeextrakt 59
H2O0gemin. ad 1l

pH-Wert mit NaOH auf 7,0 einstellen, autoklavieren

Ausgehend von einer einzelnen Plattenkolonie wurden Flussigkulturen in LB-Medium
angesetzt, 2-5ml fir high-copy Plasmide bzw. 10ml fir low-copy Plasmide. Dazu wurde die
Kolonie mit einer sterilen Pipettenspitze gepickt und in ein Kulturrdhrchen mit Medium,
welches mit einem entsprechenden Antibiotikum versetzt war, Uberfihrt. Die Anzucht fand
bei 37°C unter Schitteln mit 250 U/min UN statt. Wurde ein gréR3eres Volumen (>10ml)
Bakterienkultur bendtigt, erfolgte das Ansetzen einer 5ml Vorkultur. Nach 5-8h Inkubation bei
37°C wurde die Hauptkultur mit 1/1.000 Volumen der Vorkultur angeimpft.

2.25.11.2 Plattenkultur

LB-Agar: NacCl 10g
Bacto Trypton 10g
Hefeextrakt 59
Bacto Agar 15¢g
HZOdemin. ad 1l

pH-Wert mit NaOH auf 7,0 einstellen, autoklavieren

Um Bakterien Uber einen begrenzten Zeitraum (~2 Wochen) zu lagern, Transformanden zu
selektionieren oder Flissigkulturen anzuimpfen, erfolgte die Anlage von Plattenkulturen. Der
LB-Agar wurde durch Aufkochen verflissigt, auf 40-45°C abgekihlt, mit dem
entsprechenden Antibiotikum versetzt und in sterile Einweg-Plastikschalen gegossen. Die
Platten konnten nach der Polymerisierung fir mehrere Wochen bei 4°C gelagert werden. Je
nach Anwendung wurden die Kulturen mit einem Drigalski-Spatel flachig ausplattiert oder es

wurde ein Verdiinnungsausstrich mit einer Impfose angelegt.

2.2.5.11.3 Dauerkultur

Dauerkulturen dienten zur langen stabilen Lagerung von Bakterienklonen. Eine frische
Flissigkultur (500ul) wurde mit 86%igem Glycerin (500ul) versetzt, gemischt und bei -70°C

aufbewabhrt.
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2.25.12 Herstellung elektrokompetenter Bakterien

Glycerin 10% (v/v): vorgekihlt auf 4°C

LB-Medium: (2.2.5.12.1)
Antibiotikum: (2.2.5.12)

Zur Herstellung kompetenter Bakterien wurde eine Einzelkolonie einer Plattenkultur gepickt
und in 10ml LB-Medium, welches, wenn nétig, mit einem Antibiotikum versetzt war, unter
Schitteln (250U/min) bei entsprechender Temperatur kultiviert. Am darauffolgenden Tag
wurden 1000ml LB-Medium (bendtigtes Antibiotikum enthaltend) mit der Vorkultur Gberimpft
(1:100) und die Bakterien bis zum Erreichen einer ODgy von 0,5-0,7 unter Schitteln bei
entsprechender Temperatur wachsen gelassen. AnschlieRend erfolgte das Pelletieren der
Bakterien in 250ml Zentrifugenbehdltern fur 15min bei 4.000xg und 4°C. Alle weiteren
Schritte erfolgten mit vorgekuihlter Glycerinldsung und kalten Pipettenspitzen auf Eis. Die
Bakterienpellets wurden dreimal in Glycerin gewaschen (4.000xg, 15min), wobei der 1. und
2. Waschschritt in 2000ml, der 3. nur noch in 500ml Glycerin erfolgte. AnschlieRend wurden
die Pellets vereinigt, in 50ml Glycerin aufgenommen und abermals zentrifugiert. Das so
erhaltene Pellet wurde in 3-4ml Glycerinldsung aufgenommen, in Aliquots & 50pl in flissigem
Stickstoff schockgefroren und bei -70°C gelagert.

2.25.13 Transformation elektrokompetenter Bakterien

LB-Medium: (2.2.5.12.1)
LB-Platten: (2.2.5.12.2)
Antibiotikum: (2.2.5.12)

Die elektrokompetenten Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und 50ul davon mit 1-2ul
Ligationsansatz bzw. 1-5ng Plasmid DNA in einer Elektroporationskivette (@ 0,2cm)
vermischt. Erfolgte die Transformation von BAC-Plasmiden, wurde eine Kivette mit einem
Durchmesser von 0,1cm verwendet und es wurden 1-3ul BAC-DNA zugegeben. Aul3erdem
sollten sowohl DNA als auch Zellen moglichst frisch prapariert sein. Nach ein-minutiger
Inkubation auf Eis wurden die Bakterien bei 2,5kV, 400Q und 25mF perforiert, bei BAC-
Plasmiden erfolgte die Elektrotransformation bei 1,75kV, 400Q und 25mF (Protokoll
modifiziert nach Swaminathan & Sharan, 2004). AnschlieRend wurden die Bakterien in 1ml
LB-Medium aufgenommen, fur 60min bei entsprechender Temperatur unter Schutteln

inkubiert und auf einer LB-Platte mit Antibiotikum ausgestrichen.
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2.25.14 Plasmid-DNA Pré&paration
2.25.14.1 Schnellpréparation von Plasmid-DNA

70% Ethanol (v/v)

Isopropanol
Puffer I: Tris 50mM
Na,EDTAXx2H,0 10mM
Hzodemin. ad 1l
pH-Wert mit HCI auf 8,0 einstellen, autoklavieren,
danach 100mg RNase zugeben, bei 4°C lagern
Puffer Il NaOH 200mM
SDS 1% (vIv)
HZOdemin. ad 100ml
autoklavieren, bei RT lagern
Puffer 111 KAc 3M
H2Odemin. ad 1l

pH-Wert auf 5,5 einstellen, autoklavieren, bei 4°C lagern

Mit dieser Methode wurde Uberprift, ob transformierte Bakterienkolonien das gewiinschte
Klonierungsprodukt enthielten. Einzelkolonien des ausplattierten Transformationsansatzes
wurden in 2-5ml LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum UGN bei der jeweils optimalen
Temperatur kultiviert. Am darauffolgenden Tag erfolgte das Pelletieren von 1,5ml der
Bakteriensuspension durch Zentrifugation bei 6.000xg und 4°C fur 1min. Aus der
Ubriggebliebenen Bakterienkultur wurden Dauerkulturen angelegt (siehe 2.2.5.12.3), um
spater auf eine Kolonie mit gewiinschter Plasmid-DNA zuriickgreifen zu kénnen. Das Pellet
wurde in 100ul Puffer | resuspendiert, zur alkalischen Lyse mit 200ul Puffer Il vorsichtig
gemischt und nach 5min Inkubation bei 23°C mit 150ul Puffer Il versetzt. Anschlie3end
erfolgte eine 10-mindtige Inkubation auf Eis, wahrenddessen SDS, chromosomale DNA und
Proteinbestandteile ausfielen. Diese wurden durch Zentrifugieren (20.000xg, 4°C, 15min)
prazipitiert, die im Uberstand befindliche DNA konnte mittels Zugabe von 400pl Isopropanol
gefallt und bei 20.000xg fir 30min bei 4°C pelletiert werden. Bevor die DNA in 20-50ul 10mM
Tris resuspendiert wurde, musste sie mit 250ul 70% (v/v) Ethanol gewaschen und fir 10min

bei 23°C getrocknet werden. Die Lagerung der DNA erfolgte bei -20°C.

2.25.14.2 Schnellpréparation von BAC-Plasmid-DNA

Die Schnellprdparation von BAC-Plasmid-DNA fand gemafl der unter 2.2.5.15.1
beschriebenen Methode statt, allerdings mussten einige Anderungen vorgenommen werden.
Da es sich bei BAC-Plasmiden um sehr grof3e low-copy Plasmide handelt (in diesem Fall mit

einer Grofle von ~240kbp), wurde zur Vermeidung von Scherkraften auf vortexen verzichtet
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und es wurden abgeschnittene Pipettenspitzen verwendet. Die Modifizierungen bestanden
zum einen darin, dass eine grof3ere Menge LB-Medium (10ml) mit einer Einzelkolonie
angeimpft werden musste. Zum anderen wurden jeweils 250ul Puffer I, 350ul Puffer Il und
350pl Puffer I, sowie 700ul Isopropanol und 1ml 70% (v/v) Ethanol verwendet. Aul3erdem
erfolgte die Lagerung von BAC-DNA bei 4°C.

2.25.14.3 QIAprep Spin Minipréparation

Sollte der Reinheitsgrad der DNA besonders hoch sein, z.B. fur Anwendungen wie
Transformationen oder zur Herstellung von Plasmid-DNA Standards fur die gPCR, war eine
Saulenaufreinigung die Methode erster Wahl. Dazu wurde das QIAGEN Plasmid Mini Kit
verwendet, es beruht ebenso wie die Plasmid-Schnellpraparation auf dem Prinzip der
alkalischen Lyse, allerdings schlief3t sich hier die Reinigung tber eine Silica-Gel-Matrix an.
Die DNA adsorbiert dabei an die Silica-Membran und durch unterschiedliche
Salzbedingungen ist es moglich, genomische DNA, RNA, Proteine und Zellbruchstiicke
auszuwaschen. Es wurde nach dem Versuchsprotokoll der Firma Qiagen vorgegangen:
http://www.giagen.com/products/plasmid/giagenplasmidpurificationsystem/giagenplasmidmin
ikit.aspx#Tabs=t2.

225144 QIAGEN Plasmid Maxipraparation

Zur Aufreinigung gréRerer Plasmidmengen wurde das QIAGEN Plasmid Maxi Kit verwendet.
Auch dieses Protokoll beruht auf dem Prinzip der alkalischen Lyse, allerdings erfolgt die
Bindung der Plasmid-DNA anschlie3end unter Niedrigsalz- und Niedrig-pH-Bedingungen an
eine Anionenaustauscher-Saule. Bei mittlerer Salzkonzentration ist es moglich, zellulare
Bruchstlicke, Proteine, RNA und andere niedermolekulare Verunreinigungen auszuwaschen.
Die gereinigte Plasmid-DNA wird unter Hochsalzbedingungen eluiert und zur Entsalzung mit
Isopropanol geféllt.

Es erfolgte die Anlage einer 5ml Vorkultur mit entsprechendem Antibiotikum, mit welcher die
Hauptkultur (150ml selektives LB-Medium fur high-copy Plasmide bzw. 500ml fur low-copy
Plasmide) in einem Verhéltnis von 1:1.000 angeimpft und bei entsprechender Temperatur
unter Schitteln (250U/min) UN kultiviert wurde. Die Elution der DNA erfolgte in 10mM Tris-
Puffer. Es wurde nach dem Versuchsprotokoll der Firma Qiagen vorgegangen:

http://stanxterm.aecom.yu.edu/wiki/data/Product_manuals_attach/giagenmidimaxi.pdf.
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2.25.145 BAC-Plasmid Maxipraparation

Um hochreine BAC-DNA aufzureinigen, wurde das Nucleobond Kit PC 500 von Macherey &
Nagel verwendet. Die Kultivierung der Bakterien erfolgte in 500ml LB-Medium mit selektivem
Antibiotikum durch Zugabe einer Vorkultur im Verhaltnis 1:500 bei entsprechender
Temperatur UN. Das durch Zentrifugation fir 10min bei 5.000xg und 4°C entstandene Pellet
wurde, wie im Firmenprotokoll beschrieben, weiterbehandelt, wobei das Lysat Uber einen
Faltenfilter geklart wurde. Die isolierte DNA wurde in 250ul 10mM Tris-Puffer aufgenommen
und bei 4°C gelagert. Versuchsprotokoll: http://www.mn-net.com/Portals/8/attachments/
Redakteure_Bio/ Protocols/Plasmid %20DNA%Z20Purification /UM_pDNA_NuBo.pdf.

2.25.15 Herstellung von DNA Sonden fiir die In Situ Hybridisierung

DIG-dUTP (Roche)

Fluorescein-dUTP (Roche)

DIG Wash and Block Buffer Set (Roche)

Um virale Genome virusinfizierter Zellen nachzuweisen wurden spezifische Sonden hergestellit.
Die DTR-Sonde erkennt die Gensequenz des DTR, spezifisch fur mCMV-Aie2-DTR, die gB-
Sonde die Gensequenz, welche fur das Oberflachenglykoprotein gB kodiert. Die nicht-radioaktive
Markierung der Sonden, fur DTR mit Digoxigenin sowie gB mit Fluorescein erfolgte mittels PCR,
dabei wurden die Sonden Uber ihre ganze Lange markiert (Feinberg & Vogelstein, 1983; Raap et
al., 1991; Schmitz et al. 1991). Wahrend der PCR kdnnen DIG-dUTP (Deoxyuridintriphosphat)
und Fluorescein-dUTP neben dTTP (Deoxythymidintriphosphat) als Substrat fiir die Tag-
Polymerase dienen und in den DNA-Strang eingebaut werden. Auf diese Art und Weise findet der
Einbau der Marker mit sehr hoher Effizienz statt. Es wurde eine Touchdown PCR in Anlehnung
an die Herstellerprotokolle (Roche:https://elabdoc.roche.com/LFR_PublicDocs/ras/11093088910
_en_10.pdf;  https://e-labdoc.roche.com/LFR_PublicDocs/ras/11373242910_en_16.pdf) nach

folgendem Schema unter Verwendung der unter 2.1.8.4 angegeben Primer durchgefihrt.


https://elabdoc.roche.com/LFR_PublicDocs/ras/11093088910%20_en_10.pdf
https://elabdoc.roche.com/LFR_PublicDocs/ras/11093088910%20_en_10.pdf
https://e-labdoc.roche.com/
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PCR-Ansatz:
Komponente 1x Ansatz Endkonzentration
S 1x

5x HotStar HiFidelity PCR Puffer (5x) 10ul 0,3uM dNTPs
DIG-dUTP (1mM)/Fluorescein-dUTP (1mM) 1,5pl/3,3ul 30uM/66uM
dTTP (10mM) 0,85ul/0,65pl 170uM/130uM
dATP (10mM) 1l 200uM
dCTP (10mM) 1l 200uM
dGTP (10mM) 1l 200uM
DTR_Forl (10uM)/

Flox_Forl (10uM) 2,50l 0.5uM
DTR_Revl (10uM)/

Flox Rev1 (10uM) 2,50l 0,5uM
HotStar HiFidelity

DNA Polymerase (2,5 units/ul) 1ul 25U

27,65uM/26,

HZOreinst. Og-ul -
Template DNA (20pg) 1ul 20pg
Gesamtvolumen 50ul -
PCR-Profil:

Schritt Zeit Temperatur Bemerkung

Initialer Aktivierungsschritt 15min 95°C

Denaturierung 30s 95°C

. . 65-49°C Zyklenzahl

Annealing 2min (-1°C/ZyKlus) 17

Extension 1min 72°C

Denaturierung 30s 95°C

Annealing 2min 49°C Zykltlegzahl

Extension 1min 72°C

Die Sonden wurden iber ein Gel aufgereinigt (siehe 2.2.5.6) und die Uberprifung der
Markierungseffizienz erfolgte mittels Dot-Blot. Dazu wurden definierte Mengen der Sonden
Uber funf Stufen logye titriert und 1pl davon auf eine Nylonmembran aufgetragen. Das
dauerhafte Fixieren der DNA an die Membran (crosslinking) erfolgte durch Bestrahlung mit
UV-Licht (0,15J/cm?). Die Detektion mittels a-DIG-AP bzw. a-Fluorescein-AP (jeweils
1:10.000 in
Versuchsprotokoll des DIG Wash and Block Buffer Sets der Firma Roche (https://e-
labdoc.roche.com/LFR_PublicDocs/ras/11585762001_en_10.pdf) durchgefiihrt.

Blockierungslosung) und CSPD-Detektionslésung wurde nach dem


https://e-labdoc.roche.com/LFR_PublicDocs/ras/11585762001_en_10.pdf
https://e-labdoc.roche.com/LFR_PublicDocs/ras/11585762001_en_10.pdf
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2.2.6 Molekularbiologische Methoden: RNA
2.26.1 Vorbehandlung von Flissigkeiten und Geraten

Ribonukleasen (RNasen) sind sehr aktive und stabile Enzyme, welche RNA zerstoren und
daher ein grol3es Problem darstellen. Durch Benutzung von Handschuhen, gereinigten oder
sterilen Geraten und vorbehandelten Losungen wurde versucht, diesem aus dem Weg zu
gehen. Zur Reinigung von Geraten und Oberflachen wurde RNase-ExitusPlus Ldsung
verwendet, Losungen wurden generell mit DEPC (Diethylpyrocarbonat) behandeltem,
RNase-freiem Wasser (0,2% DEPC in H;Ogemin UN riihren, anschlielend autoklavieren)
hergestellt.

2.2.6.2 Isolierung von Gesamt-RNA

RNeasy Mini Kit (QIAGEN)

AllPrep DNA/RNA Kit (QIAGEN)

RNase freie DNase (QIAGEN)

Die Isolierung von Gesamt-RNA erfolgte unter Verwendung des RNeasy Mini Kits (Isolierung
aus Zellen) oder des AllPrep DNA/RNA Kits (Isolierung aus Organen) von QIAGEN. Diese
Kits basieren auf der selektiven Bindung von bis zu 100pg RNA (>200 Basen) an eine Silica-
Gel-Matrix unter Hochsalz-Bedingungen. Die Proben wurden zundchst in einem
denaturierenden, Guanidin-Thiocyanat-haltigen Puffer lysiert und homogenisiert, um RNasen
zu inaktivieren und die Isolierung intakter RNA zu gewdhrleisten. Nach Binden der RNA an
die Silica-Membran wurden kontaminierende Substanzen ausgewaschen und zur
Eliminierung von DNA erfolgte ein DNase Verdau (siehe RNeasy Mini Handbuch S.69-70;
http://www.giagen.com/products/rnastabilizationpurification/rneasysystem/rneasymini.aspx#T
abs=t2). Die Elution der RNA erfolgte in 30-60ul RNase-freiem Wasser und die Lagerung bei
-70°C.

2.26.21 Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellen

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellen erfolgte unter Verwendung des RNeasy Mini
Kits. Nach einem Waschschritt mit PBS wurden die Zellen mit Hilfe eines Zellschabers
abgel6st und in 350ul RLT Puffer (+ B-ME) aufgenommen. Alle weiteren Schritte erfolgten

nach dem in 2.2.6.2 angegebenen Herstellerprotokoll.


http://www.qiagen.com/products/rna
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2.2.6.2.2 Isolierung von Gesamt-RNA aus Organen

Die Praparation von Gesamt-RNA aus Organen erfolgte mit Hilfe des AllPrep DNA/RNA Kits
von Qiagen nach dem Versuchsprotokoll der Firma: http://www.giagen.com/products/rnasta
bilizationpurification/rnadnasystem/allprepdnarnaminikit.aspx#Tabs=t2. Das Homogenisieren
von 20-30mg Gewebe fand unter Zugabe von 600ul RLT Plus Puffer und 2 Stahlkugeln (@
3mm) pro Ansatz, in der Schwingmuhle MM300 bei 30Hz fur 8min, statt. Nachdem das Lysat
Uber eine AllPrep spin column gegeben wurde, befand sich die DNA gebunden an der Silica-

Membran der Saule und die RNA konnte aus dem Durchfluss aufgereinigt werden.

2.2.6.3 Isolierung von mRNA aus Organen und aus Gesamt-RNA

UMACS mRNA Isolation Kit (Miltenyi)

Fur Genexpressionsanalysen mittels RT-gPCR wird besonders reine mRNA benétigt, welche
lediglich 1-5% der Gesamt-RNA ausmacht. Daher erfolgte die direkte Isolierung von mRNA
aus Organen oder aus Gesamt-RNA mit Hilfe des u(MACS mRNA Isolation Kit von Miltenyi.
Es handelt sich um eine sehr sensitive Methode, dadurch wird es mdglich aus der isolierten
mMRNA im Anschluss geringe Transkriptmengen zu detektieren und auch mit kleinen
Probenmengen Genexpressionsanalysen durchzufthren. Die Methode basiert auf der MACS
Technologie, die Kernkomponente stellen superparamagnetische Oligo(dT) Micro-Beads dar,
welche mit den Adenosinresten am 3"-Ende der mRNA hybridisieren. Die so markierte
mMRNA kann dann mittels magnetischer Separation Uber pColumns in einem MACS
Separator isoliert werden. Ausgehend von einer Menge von maximal 1x10’ Zellen, 30mg
Gewebe oder 200ug Gesamt-RNA konnten 1-10ug mRNA gewonnen werden. Zur Isolierung
von MRNA aus Gesamt-RNA wurden 25ul der Gesamt-RNA eingesetzt und nach dem
Herstellerprotokoll vorgegangen (http://www.miltenyibiotec.com/download/datasheets_en/97/
DS130_075_101 2 201 090 276 7.pdf). Das Organgewebe wurde zunachst mit 1ml
Lysis/Binding Puffer und 2 Stahlkugeln (@ 3mm) in der Schwingmihle fur 8min bei 30Hz
homogenisiert. Zur Entfernung von genomischer DNA erfolgte eine DNase Behandlung
(siehe Versuchsprotokoll S. 25-26).

2264 RT-qPCR

Die Reverse-Transkriptase quantitative Real Time PCR (RT-qPCR) dient der Quantifizierung
von RNA, sie vereinigt die Methoden der Reversen Transkription von RNA in cDNA mit der
gPCR (allgemeiner Uberblick: Bustin, 2000; Derveaux et al., 2010). In dieser Arbeit wurde
das OneStep RT-PCR Kit von Qiagen verwendet (http://www.giagen.com/products/pcr/

giagenreversetranscriptases/onesteprtpcr.aspx#Tabs=t2), es erlaubt den Ablauf beider


http://www.qiagen.com/products/
http://www.miltenyibiotec.com/
http://www.qiagen.com/products/pcr/
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Methoden als Ein-Schritt-Reaktion. Der enthaltene Enzym-Mix aus Omniscript und
Sensiscript Reverser Transkriptase ermoglicht eine hoch effiziente und spezifische Reverse
Transkription von RNA in einem Bereich von 1pg-2ug, wobei das Omniscript Enzym auf
Ansatze mit einem RNA-Gehalt von >50ng optimiert ist, die Sensiscript Reverse
Transkriptase bevorzugt Mengen <50ng. Mit Sequenz-spezifischen Primern wird die
eingesetzte RNA in cDNA umgeschrieben, dies erubrigt den Einsatz unspezifischer Random-
hexamer-Primer oder Oligo-d(T)-Primer. Wé&hrend der nachfolgenden Aktivierung der
HotStarTag-DNA-Polymerase (15min, 95°C) kommt es zur simultanen Inaktivierung der
Reversen Transkriptasen. Um DNA Kontaminationen ausschliel3en zu kdnnen, wurden alle

Ansatze zusatzlich ohne Reverse Transkriptase Enzyme lediglich unter Verwendung der

HotStarTag-DNA-Polymerase amplifiziert.

Singleplex RT-gPCR Ansatz:

Komponente Volumen/Reaktion Endkonzentration
5x QIAGEN OneStep RT-PCR Puffer 5ul 1x, 2,5mM MgCl,
dNTP Mix (10mM je dNTP) 1,67yl 0,67mM
MgCl, (25mM) 1,5ul 1,5mM
Primer-For (10uM) 1,5ul 0,6uM
Primer-Rev (10uM) 1,5ul 0,6uM
Sonde (10uM) 0,66pl 0,26uM
ROX (10uM) 0,33l 0,13uM
QIAGEN OneStep RT-PCR Enzym Mix 1l

HZORNAse frei variabel

Template RNA variabel < 1ug
Gesamtvolumen 25ul

Singleplex RT-gPCR Ansatz ohne RT:

Komponente Volumen/Reaktion Endkonzentration
10x PCR Puffer 2,5ul 1x, 1,5mM MgCl,
dNTP Mix (10mM je dNTP) 1,67ul 0,67mM
MgCl, (25mM) 2,5ul 2,5mM
Primer-For (10uM) 1,5ul 0,6uM
Primer-Rev (10puM) 1,5ul 0,6uM
Sonde (10uM) 0,66ul 0,26uM
ROX (10uM) 0,33ul 0,13uM
HotStarTag Polymerase 1ul

H2Ornase frei variabel

Template RNA variabel < 1ug
Gesamtvolumen 254l

In einer Duplex-Reaktion blieben die Konzentrationen der beiden Primer-Paare, sowie der

Sonden im Vergleich zur Singleplex-Reaktion unverandert.




70| 2 Material und Methoden

RT-gPCR Profil:

Schritt Zeit Temperatur Bemerkung

Reverse Transkription 30min 50°C

Initialer PCR Aktivierungsschritt 15min 95°C

2-Schritt Cycling Zyklenzahl 50

Denaturierung 15s 94°C

Annealing/Extension 1min 60°C Daten Akquisition
2.2.6.5 Herstellung von in vitro Transkripten

Zur absoluten Quantifizierung wurden in vitro Transkripte als Standards fur die RT-gPCR
eingesetzt. Ein Vektor mit der gewiinschten Matrizen-DNA (10ug) wurde linearisiert, tUber
Gelelution aufgereinigt (siehe 2.2.5.6) und in 20ul RNase-freiem Wasser eluiert. Die in vitro
Transkription erfolgte mit Hilfe des MEGAscript Kit von Ambion, dabei wurde folgender

Reaktionsansatz verwendet:

Komponente 1x Ansatz
ATP Losung 2ul
CTP LOsung 2ul
GTP Lésung 2ul
UTP Loésung 2ul
10x Puffer 2ul
Enzym Mix 2ul
linearisierte DNA 1ug
HZORNase frei ad 20“'

Nach Inkubation fir 2h bei 37°C erfolgte die Zugabe von 1ul DNase | und der Ansatz wurde
weitere 15min bei 37°C inkubiert. AnschlieRend konnte die RNA Uber das RNeasy Mini Kit
(siehe 2.2.6.2) aufgereinigt und in 60pl eluiert werden.

Versuchsprotokoll: http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/1330MF.pdf

2.2.6.6 Einstellen der in vitro Transkripte fir die RT-gPCR

Die Transkriptmenge wurde nach Herstellung (siehe 2.2.6.5), Aufreinigung (siehe2.2.6.2)
und Konzentrationsmessung (siehe 2.2.5.1.6) der in vitro Transkripte folgendermalf3en

berechnet und eingestellt:

6x10?° [Kopien /mol] x RNA-Konzentration [g/ul]

Teilchenmenge [Transkripte/pl]= MW [g/mol]

MW fur ssRNA: Grof3e in vitro Transkript [b] x 340 Dalton/b


http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/1330MF.pdf
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2.2.7 Histologische Methoden

In dieser Arbeit wurde eine immunhistochemische Methode zur Farbung des viralen Proteins
IE1 angewandt, um Virus-infizierte Leberzellen zu quantifizieren. Des Weiteren sollte die
Virusmutante mCMV-Aie2-DTR, sowie mCMV-WT-BAC Uber spezifische Sonden, mittels

ISH in histologischen Leberschnitten detektiert werden.

2271 Vorbehandlung der Organe und Anfertigung histologischer Schnitte
4% Formalin (gepuffert): KH,PO, 66mM

Na,HPO,xH,O 84mM

Formalin 37% (v/v) 140ml

HZOdemin. ad 1|

pH-Wert mit NaOH auf 7,4 einstellen
Isopropanol (20%, 40%, 60%, 80%, 90%, 100% (v/v))

Xylol

Paraffin

Nach der Organentnahme erfolgte die Fixierung der Lebern in 4% Formalin bei 23°C fir
~18h. Am né&chsten Tag wurden sie nach 2h Waschen in Leitungswasser in einer
aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert. Um einer osmotisch bedingten Zellschadigung
vorzubeugen, geschah dies in kleinen Schritten fur jeweils 45min in 20%, 40%, 60%, 80%,
90%, 2x 100% (v/v) Isopropanol und 1x18h in100% (v/v) Isopropanol. Anschlie3end erfolgte
eine dreimalige Inkubation in Xylol fiir jeweils 1h gefolgt von dem Transfer in 2 Paraffinbader
(Nr. 1 far 4h bei 55°C und Nr.2 fur 18h bei 55°C). Danach wurden die Organe in Paraffin
eingebettet und bei -20°C gelagert.

Aus -20°C kalten Paraffinblécken wurden am Mikrotom 2uM dicke Schnitte angefertigt und in
einem Kaltwasserbad (20°C) aufgefangen. Nach Strecken der Serienschnitte im
Warmwasserbad (40°C) wurden sie auf silanisierte Objekttrager aufgezogen und UN bei
37°C getrocknet.

Vor der immunhistochemischen Farbung wurden die Schnitte deparaffiniert und rehydriert.
Dies erfolgte durch eine Inkubation in Xylol (3x5min) und in einer absteigenden Alkoholreihe:
2x3min in100% (v/v) Isopropanol und jeweils 3min in 90%, 80%, 70% und 50% (v/v)

Isopropanol.
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2.2.7.2 IE1l-spezifische Immunhistochemie (IHC)
Trypsin: NaCl 137mM
KCI 2,7mM
KH,PO, 1,5mM
Na,HPO, 6,5mM
EDTA 3,4mM
Hzodemin. ad 1|

pH-Wert mit NaOH auf 7,4 einstellen, autoklavieren,
1,259 Trypsin zugeben, bei 4°C lagern

0,3% H,0, (v/v) in Methanol

1xXTBS-Puffer: Tris 100mM
NacCl 150mM
Hzodemin. ad 1'

pH-Wert mit HCI auf 7,4 einstellen
VECTASTAIN Elite ABC-Kit (Vector Laboratories)

Substrat: DAB (Sigma) 10mg
NiSO, (Fluka) 75mg
in 50ml Tris-HCI (50mM, pH 7,5) l6sen, 17ul H,O, 30% (v/v) zugeben

Entellan

Die IHC ermdglicht den Nachweis spezifischer Antigene in Organschnitten und kam zur
Bestimmung der viralen Replikationsfahigkeit in vivo (siehe 2.2.2.6) zum Einsatz. Dazu
wurde das virale Protein IE1 angefarbt, seine Expression beginnt 2h p.i., wahrend der spaten
L-Phase des Replikationszyklus akkumuliert es im Nukleus.

Im Anschluss an das unter 2.2.7.1 beschriebene Verfahren wurden die Schnitte zur
Permeabilisierung mit Trypsin behandelt (15min, 37°C). Nach einem Waschschritt in
H2O4emin. (3Min), erfolgte die Inaktivierung der endogenen Peroxidase mit 0,3% H,O, (v/v) in
Methanol (30min, 20°C). Die Mdglichkeit unspezifischer Antikdrperbindungen wurde durch
Blockieren mit Kaninchenserum 1:10 (v/v) in TBS fur 20min bei 23°C verhindert. Der IE1-
spezifische Antikdorper CROMA 101 wurde 1:250 in TBS (v/v) verdunnt und der
Gewebeschnitt GN bei 4°C mit der Antikdrperldésung inkubiert. Nach 2x Waschen in TBS fur
3min fand am nachsten Tag die Inkubation mit dem Sekund&rantikdrper a-Maus-(Fab)-Biotin
(2:200 in TBS (v/v)) fur 30min bei 23°C statt. Als Isotypkontrolle erfolgte die Inkubation der
Schnitte alleine mit dem Sekundarantikdrper. AnschlieRend wurde die Reaktionslésung des
VECTASTAIN Elite ABC-Kit (Vector Laboratories) nach Versuchsprotokoll (http://www.
vectorlabs.com/data/ protocols/ PK-6100.pdf) angesetzt und die Schnitte fir 30min bei 23°C
darin inkubiert. Die ABC-Systeme basieren auf der Interaktion von Avidin mit einem
biotinylierten  Sekundarantikérper.  Avidin  bindet  zusatzlich eine  biotinylierte
Meerrettichperoxidase, welche das Substrat DAB in einer Farbreaktion umsetzen kann. Nach

dreimaligem Waschen in TBS fir 10min erfolgte die Inkubation der Schnitte mit dem
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Substrat, bis eine schwarze Farbreaktion sichtbar war. Uberflissiges Substrat wurde mit
H>Ogemin. @usgewaschen (3x 1min), die Gegenfarbung der Schnitte erfolgte fir 5s in
Hamatoxylin. Nach ausspilen Gberschiissiger Farbe mit H,O4emin. fOlgte eine aufsteigende
Alkoholreihe (je 30s 20%, 40%, 60%, 80%, 90%, 2x 100% (v/v) Isopropanol) und die
getrockneten Praparate wurden in Entellan mit einem Deckglaschen eingebettet.

2.2.7.3 DTR- und gB-spezifische In-situ Hybridisierung (ISH)
Pepsin-Lésung: HCI 25% (v/v) 1750yl
H2Ogemin. ad 60ml

150ul Pepsin (Endkonz. 0,5mg/ml) zugeben
0,3% H,0, (v/v) in Methanol

Isopropanol (20%, 40%, 60%, 80%, 90%, 100% (v/v))

ChipHybe Hybridisierungspuffer (Ventana)

20xSSC: NacCl 3M
Natriumcitrat 0,3mg
H2O gemin. ad 1l

Normal-Serum Ziege (10% (v/Vv))

1XTBS-Puffer: Tris 100mM
NacCl 150mM
Hzodemin. ad 1l
pH-Wert mit HCI auf 7,4 einstellen

Substrat: DAB (Sigma) 10mg
NiSO, (Fluka) 75mg

in 50ml Tris-HCI (50mM, pH 7,5) lésen, 17ul H,O, 30% (v/v) zugeben
Neufuchsin Kit

Paramount

Die ISH ermoglichte den Nachweis viraler Genome durch spezifische Sonden, welche eine
bestimmte Gensequenz des Genoms erkennen kénnen. Der Einsatz von gB- und DTR-
spezifischen Sonden ermdglichte die Unterscheidung zwischen den Genomen der beiden
Viren mCMV-WT-BAC und mCMV-Aie2-DTR in infizierten Zellen histologischer
Leberschnitte. Im Anschluss an das unter 2.2.7.1 beschriebene Verfahren wurden die
Schnitte zur Permeabilisierung fir 25min mit Pepsin-Losung (Endkonz. 0,5mg/ml) bei 37°C
inkubiert. Nach einem Waschschritt in H;Ogemin. (3min), erfolgte die Inaktivierung der
endogenen Peroxidase mit 0,3% H,0O, (v/v) in Methanol (30min, 20°C). Gefolgt von einem
weiteren Waschschritt in HyOgemin. (3min) wurden die Schnitte in einer aufsteigenden
Alkoholreihe (je 30s 20%, 40%, 60%, 80%, 90%, 2x 100% (v/v) Isopropanol) dehydriert und

anschlie@end trocknen gelassen. Zur Hybridisierung wurden die Sonden in
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Hybridisierungspuffer angesetzt (1:15, 1ul Sonde plus 14ul Puffer) und jeweils 10ul davon
auf einen Schnitt gegeben. Nach Luftblasen-freiem Abdecken des Ansatzes mit
Deckglaschen und Kleber, um das Verdunsten der Flussigkeit zu verhindern, erfolgte die
Denaturierung der DNA-Strange bei 95°C fur 6min. AnschlieRend wurden die Objekttrager
UN bei 50°C in einer feuchten Kammer inkubiert. Am n&chsten Tag erfolgten die
Posthybridisierungs-Waschschritte zunachst 2x in 2xSSC bei 23°C fir 5min, dann jeweils 1x
in 1xSSC und 0,5xSSC fir 5min bei 23°C, nach einem warmen Waschschritt in 50°C heiRem
0,1xSSC fur 20min wurde nochmals in 0,1xSSC bei 23°C fur 5min gewaschen und die
Schnitte in 1XTBS-Puffer fur 10min gespult. Die Doppelfarbung erfolgte mit den Antikdrpern
a-Fluorescein-AP (1:200 in 1XTBS-Puffer) bzw. a-DIG-POD (1:25 in 1xTBS-Puffer) fir 30min
bei 23°C, unspezifische Bindungen wurden durch die gleichzeitige Zugabe von 10% Ziegen-
Normal-Serum blockiert. Als Isotypkontrolle erfolgte die Inkubation der Schnitte alleine mit
dem Antikérper ohne vorherige Hybridisierung. Nach 3x Waschen in TBS fir 5min wurden
die Schnitte durch Zugabe der Substrate (Fuchsin, DAB) und deren Umsetzung in Farbstoffe
mittels Phosphatase bzw. Peroxidase gefarbt. Die Herstellung der Fuchsin-Losung erfolgte
nach Herstellerprotokoll (http://www.dako.com/de/download.pdf? objectid=112778003),
jeweils 100ul davon wurden auf einen Schnitt gegeben und dieser flr 15-45min in einer
feuchten Kammer inkubiert. Das Enzym alkalische Phosphatase setzt dabei das Substrat
Fuchsin in einen roten Farbstoff um. Nach einem Waschschritt fir 20min in 1XTBS erfolgte
die Farbung mittels Peroxidase, dazu wurden 100ul der DAB-L6sung auf die Schnitte
pipettiert und diese fir 10-15min in einer feuchten Kammer inkubiert. Uberfliissiges Substrat
wurde mit H,Ogemin, @aUsgewaschen (3x 1min), die Gegenfarbung der Schnitte erfolgte fur 5s
in Hamalaun/Hamatoxylin. Nach ausspulen Uberschissiger Farbe mit HyOgemin. folgte eine
aufsteigende Alkoholreihe (je 30s 20%, 40%, 60%, 80%, 90%, 2x 100% (v/v) Isopropanol)

und die getrockneten Praparate wurden in Paramount mit einem Deckglaschen eingebettet.


http://www.dako.com/de/download.pdf?%20objectid=112778003
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Sowohl Leber als auch Lunge sind Orte der mCMV Pathogenese, Latenz und Reaktivierung.
Fur die Leber konnte gezeigt werden, dass die sinusoidalen Leber-Endothelzellen (LSECS)
den Hauptort der zellularen Latenz darstellen (Seckert et al., 2009). Auch fur die Lunge gibt
es Hinweise darauf, dass sich die mCMV Latenz in Endothelzellen (ECs) manifestiert
(Seckert, unveréffentlicht). Infiltrierende, antivirale CD8" T-Zellen terminieren die akute
Infektion in den Organen (Podlech et al., 2000), allerdings verbleiben latente virale Genome
lebenslang im Organismus.

Nach der Definition von Roizman & Sears (1987) versteht man unter molekularer Latenz das
Vorhandensein eines replikativ inaktiven Genoms, welches allerdings transkriptionell aktiv
sein kann. In unserer Gruppe wurde diese transkriptionelle Aktivitat wahrend der mCMV
Latenz in Lungengewebe bereits mehrfach nachgewiesen (Kurz et al. 1999 a, b; Grzimek et
al., 2001; Simon et al., 2006b). In den zitierten Arbeiten war dies allerdings nur zu einem
definierten Zeitpunkt in der Latenz mdéglich (point prevalence), es wird jedoch vermutet, dass
diese Aktivitat wahrend des gesamten Zeitraumes der Latenz nachweisbar ist (period
prevalence).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte die Genexpression wéahrend der Latenz im
BALB/cJ Modellsystem der mCMV-Infektion nach experimenteller KMT zum ersten Mal in
einer Zeitkinetik anhand von ausgewahlten Transkripten der drei kinetischen Klassen IE (IE1,
IE3), E (E1, m164, M105) und L (M86) in Lungengewebe charakterisiert werden. Zu diesem
Zweck wurden fir die genannten Transkripte spezifische, hochsensitive RT-gPCRs etabliert.
Die gewonnenen Ergebnisse ermdglichten zum ersten Mal die Darstellung von
Genexpressionsmustern zu verschiedenen Zeitpunkten (Monat 4, 6, 8 nach KMT) in der
Latenz. Um auszuschlieen, dass die entstandenen Transkript-Expressionsmuster auf
divergierende Transkriptstabilitaten zurtickzufiihren sind, wurde zuséatzlich die Stabilitat der
Transkripte bestimmt.

Die Anreicherung von Epitop-spezifischen CD8" T-Zellen wahrend der Latenz (memory
inflation) legt nahe, dass es, ausgeldst durch die virale Genexpression, zu einer Peptid-
spezifischen CD8" T-Zell-vermittelten immunologischen Kontrolle in der Latenz kommt.
Simon et al. (2006b) konnten dies fir die Kontrolle der IE-Genexpression durch IE1-
spezifische CD8" T-Zellen zeigen. In der vorliegenden Arbeit wurde zeitgleich zur
Transkriptbestimmung die Zahl der IE1-, m164- und M105-spezifischen CD8" T-Zellen in der
Kinetik (Monat 4, 5, 6, 8 nach KMT) ermittelt. Parallel dazu erfolgte erstmals die
Charakterisierung einzelner CD8" T-Zell-Subpopulationen, sowie die Untersuchung des
Zusammenhanges zwischen IFN-y und dieser Subpopulationen.

Des Weiteren sollte die Frage geklart werden, ob die IE-Genexpression fir die Etablierung

von Latenz notwendig ist. Dazu wurde das bereits etablierte Modell der Diphtherietoxin-
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vermittelten Zelldepletion nach Infektion mit der Rekombinanten mCMV-Aie2-DTR verwendet
(Scheller, 2011).

3.1 Charakterisierung der transkriptionellen Latenz von mCMV

Wie bereits erwahnt wurde die transkriptionelle Latenz im BALB/cJ Modellsystem der
mCMV-Infektion nach experimenteller KMT im Lungengewebe in einer Kinetik untersucht.
Hierfir wurden zunachst spezifische RT-QPCRs etabliert, sowie ihre Detektionsgrenzen
definiert. Die RT-gPCRs dienten dem Nachweis der viralen Transkripte IE1, IE3, m164,
M105 und M86 aus Lungenstticken zu den Zeitpunkten 4, 6 und 8 Monate post KMT.

3.1.1 Singleplex und Duplex RT-gPCRs zum Nachweis viraler Transkripte

Zur absoluten Quantifizierung wurden in vitro Transkripte verwendet, um entsprechende
Standardkurven zu generieren. Die in vitro Transkripte mussten, nach Herstellung aus
linearisierten Plasmiden mittels in vitro Transkription (2.2.6.5), auf eine definierte
Teilchenzahl eingestellt werden (2.2.6.6). Alle in vitro Transkript-Standards wurden in log;o-
Stufen von 10’ bis 10" in RNase-freien ReaktionsgefaRen titriert, wobei ab der
Verdiinnungsstufe 10° die Zugabe von 2ug Poly-A* RNA erfolgte, um unspezifische
Bindungen der in vitro Transkripte an die Gefal3wand zu verhindern. In allen Ansatzen
wurden die Standards von 10" bis 10° einzeln und die 10° sowie 10" Titrationsstufen als
Duplikate in die RT-qPCR eingesetzt.

Fur die Detektion von IE1/IE3, E1, m164, M86 und 3-Actin wurden bereits publizierte Primer
und TagMan Sonden verwendet: IE1/IE3, M86: Seckert et al., 2009; E1: Simon et al., 2006b;
m164: Ubersicht: Lemmermann et al., 2010; R-Actin: Wilhelmi et al., 2008. Die Ermittlung der
spezifischen Sequenzen von Primern und Sonde fiir das M105 Transkript erfolgte mit dem
Programm Primer Express 2.0. Alle verwendeten Sonden waren mit dem Reporter FAM
markiert mit Ausnahme der Cy5 markierten Sonde fiur IE3, so dass IE1 und IE3 in einer
Duplex-RT-gPCR  quantifiziert ~werden konnten. Um die Uberlappung der
Reporterfluoreszenzen mit den Eigenfluoreszenzen der quencher zu verhindern, kamen in
der Duplex RT-gPCR black hole quencher ohne Eigenfluoreszenz zum Einsatz (Wilson &
Johansson, 2003).

Die Amplifikationskurven der Standards sollen unter optimalen Bedingungen parallel
ansteigen und bei log;o-Titrationen den gleichen Abstand zueinander zeigen. Idealerweise
betragt der Abstand zweier Stufen in der exponentiellen Phase der PCR 3,33 Zyklen. Dieser
Abstand beschreibt die exakte Verdoppelung des PCR Produktes je Zyklus (2°* = 10).
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Zur Auswertung wurde durch den exponentiellen Anstieg der Amplifikationskurven der
Schwellenwert (threshold) gelegt; dieser reflektiert einen statistisch signifikanten
Signalanstieg im Vergleich zum Hintergrundsignal (baseline). Die Schnittpunkte des
thresholds mit den titrierten in vitro Transkript-Standards definieren die C+-Werte (Abb.3.1,
linke Spalte), eine Auftragung der Cr-Werte gegen die Kopienzahl des jeweiligen Plasmid-
Standards resultiert in der dazugehorigen Standardkurve (Abb. 3.1, rechte Spalte).
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Abb. 3.1: Amplifikationsprofile und Standardkurven der Duplex-RT-qPCR fur IE1 und IE3

Die in vitro Transkript-Standards fir IE1 und IE3 wurden in einer Kopienzahl von 10" bis 10" Teilchen
titriert (markiert durch Exponenten), wobei die Standards von 10’ bis 10° Teilchen einzeln und die 10°
sowie 10" Titrationen als Duplikate eingesetzt wurden. Zur Quantifizierung in einer Duplex-RT-qPCR
wurden Sonden (0,25uM) mit folgenden Markierungen verwendet: IE1-FAM und IE3-Cy5. In den
Amplifikationsprofilen (linke Spalte) ist die normalisierte relative Fluoreszenzintensitat (ARn) auf der y-
Achse aufgetragen. Diese stellt den Quotienten aus den Fluoreszenzen des Reporters und des
passiven Referenzfarbstoffs ROX dar, letzterer definiert das Hintergrundsignal (baseline). Die
horizontale griine Linie bezeichnet den threshold, der die Definition der C+-Werte erlaubt, also der
Schnittpunkte des thresholds mit den titrierten in vitro Transkript-Standards. In der rechten Spalte sind
die korrespondierenden Standardkurven fur IE1 grin und fir IE3 rot dargestellt. Die jeweiligen C+-
Werte sind gegen die korrespondierende Kopienzahl des Plasmid-Standards aufgetragen. Anhand der
resultierenden Steigung (slope) erfolgte die Berechnung der Amplifikationseffizienz (E) (siehe Text).
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Abb. 3.2: Amplifikationsprofile und Standardkurven der Singleplex-RT-gPCRs fur E1, m164,
M105, M86 und [3-Actin

Die in vitro Transkript-Standards wurden in einer Kopienzahl von 107 bis 10" titriert (markiert durch
Exponenten), wobei die Standards von 10’ bis 10° einzeln und die 10° sowie 10" Titrationen als
Duplikate eingesetzt wurden. Zur Quantifizierung wurden Sonden (0,25uM) mit FAM Markierungen
verwendet. In den Amplifikationsprofilen (linke Spalte) ist die normalisierte relative
Fluoreszenzintensitdt (ARn) gegen die Anzahl der Zyklen aufgetragen. Mit Hilfe des thresholds
konnten die C-Werte definiert werden. In der rechten Spalte sind die zugehérigen Standardkurven
dargestellt. Die jeweiligen C;-Werte sind gegen die korrespondierende Kopienzahl des Plasmid-
Standards aufgetragen. Anhand der resultierenden Steigung (slope) erfolgte die Berechnung der
Amplifikationseffizienz (E) (siehe Text).
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Anhand der Steigung (slope) der Standardkurven wurden die Kkorrespondierenden
Amplifikationseffizienzen (E) mit folgender Formel berechnet: E = (10*5°?) -1 Als
akzeptabel gelten Effizienzen von 80%-110% (entspricht einer slope von 3,9-3,0) (QPCR
Technical Guide, Sigma: http://www.sigmaaldrich.com/life-science/molecular-
biology/pcr/quantitative-pcr/gpcrtechnical-guide.html). Um die Vergleichbarkeit der einzelnen
RT-gPCRs zu  gewaéhrleisten, sollten die  Abweichungen der jeweiligen
Amplifikationseffizienzen (AE) nicht mehr als 5% betragen (Roche Molecular Biochemicals,
Technical Note No. LC 10/2000). AuRerdem ist darauf zu achten, dass der
Korrelationskoeffizient (R?), der als MaR fiir die Genauigkeit der Standardtitration dient und
die Linearitat der Standardkurve reflektiert, nicht < 0,985 ist (R® nicht in den Abbildungen
gezeigt).

Die Amplifikationsprofile der in vitro Transkript-Standards fur IE1/IE3 sind in Abbildung 3.1,
die der Ubrigen Transkripte in Abbildung 3.2, jeweils in der linken Spalte dargestellt. Man
kann deutlich erkennen, dass die Amplifikationen Uber 7 log;o-Stufen gleichmaRig titrierten
und die exponentiellen Anstiege nahezu parallel verliefen. Die zugehdrigen Standardkurven
sind jeweils in der rechten Spalte der Abbildungen 3.1 und 3.2 dargestellt, zuséatzlich ist die
jeweilige slope angegeben. Die Berechnung der Amplifikationseffizienzen ergab fur IEL:
96,8%, IE3: 95,7%, E1: 95,7%, m164: 96,5%, M105: 99,7%, M86: 99,3% und R-Actin:
98,8%. Da AE < 5% sein sollte, wurde das Verhaltnis der gréRten zur geringsten
Amplifikationseffizienz E = 99,7% : E = 95,7% ermittelt, es betrug 4%; demnach wurde die
Forderung AE < 5% erfillt. Die in vitro Transkripte erfiliten also alle Anforderungen einer
guten Standardkurve und konnten im Folgenden zur Quantifizierung der jeweiligen

Transkripte eingesetzt werden.

3.1.2 Bestimmung des Detektionslimits viraler Transkripte fur die RT-gPCR

Fur die IE1-/IE3-, E1-, m164-, M105-, M86- und 3-Actin-spezifischen RT-gPCRs wurde im
Folgenden das Detektionslimit bestimmt. Die Bestimmung dieser Sensitivitdtsgrenzen
erfolgte mittels limiting dilution (Finney, 1952; Fazekas de St. Groth, 1982; Taswell, 1987).
Dazu wurden die in vitro Transkript-Standards log, von 4 bis 0,5 Transkripte/pl titriert, so
dass sich rechnerisch in einem 2pul Ansatz eine Transkriptanzahl von 8, 4, 2, bzw. 1 befand.
Diese Titrationen wurden in jeweils 12 Replikaten in die RT-gPCR eingesetzt. Mit Hilfe der
ELDA-Software (http://bioinf.wehi.edu.au/software/elda/; Hu & Smyth, 2009) erfolgte anhand
der Informationen Uber die Transkriptanzahl, Replikatanzahl, und Anteil negativer Replikate,
die Kalkulation der In-linearen Regression nach der maximum likelihood Methode (Fisher,
1922).


http://www.sigmaaldrich.com/life-science/molecular-biology/pcr/quantitative-pcr/qpcrtechnical
http://www.sigmaaldrich.com/life-science/molecular-biology/pcr/quantitative-pcr/qpcrtechnical
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Abb. 3.3: Sensitivitdtsbestimmung der IE1-/IE3-, E1-, m164-, M105-, M86- und R-Actin-
spezifischen RT-qPCRs

Die jeweiligen in vitro Transkripte wurden log, von 4 bis 0,5 Transkripte/ul titriert und in 12 Replikaten
zu jeweils 2ul in die RT-gPCR eingesetzt (entspricht einer Transkriptmenge von 8, 4, 2 und 1
Transkripten). Die Anzahl negativer Replikate wurde in die limiting dilution Analyse eingesetzt (siehe
Text) und ermdglichte die Berechnung der most probable number (MPN), der benétigten Teilchenzahl,
um eine Detektion zu gewahrleisten. Die dargestellten Regressionsgeraden wurden nach der
maximum likelihood Methode kalkuliert. Die Berechnung der MPN erfolgte aus dem Schnittpunkt von
In 1/e und der Geraden (gestrichelte Linie) basierend auf der Poisson-Verteilung. Das 95% Konfidenz-
Intervall (Cl) ist grau hinterlegt. P definiert den Wahrscheinlichkeitswert, als MafR fir die
Anpassungsgiite des statistischen Modells.
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Fur alle getesteten in vitro Transkripte sind in Abbildung 3.3 die berechneten
Regressionsgeraden mit ihren 95% Konfidenz-Intervallen (CI; grau hinterlegt) dargestellt.
Basierend auf der Poisson-Verteilung erfolgte die Berechnung der most probable number
(MPN), die der minimal detektierbaren Teilchenzahl entspricht.

Fur IE1 lag die MPN bei 11,35 Teilchen mit einem 95% Konfidenz-Intervall von 6,8-19,3, IE3
erreichte eine Nachweis-Sensitivitdt von 12,79 Kopien mit einem Intervall von 7,4-22,3. Das
Detektionslimit von E1 lag bei 4,72 Teilchen (Cl: 3,28-6,92), fir m164 betrug es 4,77 (Cl: 3,3-
7,01) und far M105 10,91 (6,6-18,4). M86 und R-Actin erreichten Nachweis-Sensitivitaten
von 4,61 (Cl: 3,1-6,9) bzw. 12,16 Teilchen (Cl: 7,1-21,0). Insgesamt lagen die
Detektionslimits der jeweiligen RT-gPCRs in Bereichen von 5-13 Kopien.

3.1.3 Identifizierung stochastisch verteilter Transkript-Expressionsmuster

wahrend der Latenz

Nach Etablierung der entsprechenden RT-qPCRs sollten nun die viralen Transkripte in latent
infizierten Lungen quantifiziert werden. Die Etablierung der Viruslatenz erfolgte in dem in
Abbildung 3.4 dargestellten Modell der syngenen KMT, welches das Erreichen einer

besonders hohen viralen DNA-Load in der Latenz durch temporare Immunsuppression

ermaoglicht.
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Abb. 3.4: Modell der KMT zur Etablierung von mCMV Latenz fir die Analyse von Transkript-
Expressionsmustern

Die Rezipienten wurden durch Bestrahlung mit einer Dosis von 6,5 Gray (Gy) immunsupprimiert und
erhielten zur Rekonstitution des Immunsystems KMZ (5x10° Zellen/Maus, i.v.) der Donor-Tiere. Die
mCMV-WT-BAC Infektion erfolgte mit einer Dosis von 2x10° PFU i.pl.. Nach Etablierung von Latenz
wurden je 5 Tieren zu den Zeitpunkten 4 und 6 Monate p.i., bzw. 4 Tieren zum Zeitpunkt 8 Monate p.i.
die Lungen entnommen, wobei der superiore (SL), mediale (ML) und inferiore Lobus (IL) der rechten
Lungenhalfte, sowie der post-cavale Lobus (PCL) in insgesamt acht Stiicke geteilt wurden. Aus diesen
Stiicken erfolgte die Aufreinigung von PolyA™ RNA und die Analyse der gezeigten Transkripte. Der
Lobus der linken Lungenhélfte kam in einer durchflusszytometrischen Analyse zur Charakterisierung
Epitop-spezifischer CD8" T-Zellen zur Verwendung (siehe 3.1.6).
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Hierfir wurden BALB/cJ Rezipienten durch y-Bestrahlung (6,5 Gray) immunsupprimiert und
mit 5x10° Knochenmarkzellen (KMZ) rekonstituiert. AnschlieRend erfolgte die Infektion i.pl.
mit 2x10° PFU mCMV-WT-BAC.

Nach KMT erfolgt die Kontrolle der akuten Infektion hauptsachlich durch Gewebe-
infiltrierende, rekonstituierte CD8* T-Zellen (Podlech et al., 1998) und nur zu einem
geringeren Anteil durch CD4" T-Zellen und NK-Zellen. Zun&chst ist die Kontrolle der
produktiven Infektion im KM und spater in den weiteren Zielorganen nachweisbar, wobei dies
in der Milz friher als in der Lunge und dort wiederum friher als in der Speicheldriise sichtbar
ist (Ubersicht: Reddehase et al., 2002).

Um die Kontrolle der Infektion zu verfolgen wurden die Virustiter von Lungenhomogenaten
aus jeweils 5 Tieren zu den Zeitpunkten 4, 6, 8 und 14 Wochen nach KMT bestimmt. Wie in
Abbildung 3.5 deutlich zu erkennen ist, war in der Lunge bereits 14 Wochen nach KMT keine
produktive Infektion mehr nachweisbar. Dies bedeutet, dass ab diesem Zeitpunkt von einer
Beendigung der produktiven Infektion und vollstandigen mCMV-Latenz-Etablierung in der

Lunge gesprochen werden kann.

Akute Latenz
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Abb. 3.5: Nachweis von mCMV-Latenz durch Rickgang der produktiven Infektion in der Lunge
Die Virustiter der Lunge wurden fur jeweils 5 Mause zu den angegebenen Zeitpunkten im Plaque-
Assay bestimmt. Die horizontalen Balken reprasentieren die Mediane, die gestrichelte Linie stellt das
Detektionslimit dar.

Fur die Analyse der viralen Transkript-Expressionsmuster wurden die Zeitpunkte 4, 6 und 8
Monate nach KMT gewahlt. Zu jedem Zeitpunkt wurden die Lungen von jeweils 5 Tieren
entnommen. Der superiore (SL), mediale (ML) und inferiore Lobus (IL) der rechten
Lungenhalfte, sowie der post-cavale Lobus (PCL) wurden in insgesamt acht Stlicke geteilt.
Eine &hnliche Unterteilung der Lunge in mehrere Stlicke kam bereits bei Kurz et al. (1999)
zum Einsatz; hier konnte gezeigt werden, dass die latenten viralen Genome annahernd

gleichmé&Rig in der Lunge verteilt sind.
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Abb. 3.6: Virale Transkriptanalyse latent infizierter Lungenstiicke-Monat 4

Dargestellt ist die detektierte Transkriptzahl der jeweiligen Lungenstiicke 1 bis 8 von 5 Mausen fiir IE1,
IE3, E1, m164, M105 und M86, normiert auf 2x10° R-Actin Transkripte. Pro Lungenstiick wurde 1/25
(3ul) der aufgereinigten PolyA™ RNA in die spezifische RT-gPCR eingesetzt; es wurden jeweils

Triplikate quantifiziert. Die horizontalen Balken reprasentieren die Mediane.
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Abb. 3.7: Virale Transkriptanalyse latent infizierter Lungenstiicke -Monat 6

Dargestellt ist die detektierte Transkriptzahl der jeweiligen Lungenstiicke 1 bis 8 von 5 Mausen fiir IE1,
IE3, E1, m164, M105 und M86, normiert auf 2x10" R-Actin Transkripte. Pro Lungenstiick wurde 1/25
(3ul) der aufgereinigten PolyA™ RNA in die spezifische RT-gPCR eingesetzt; es wurden jeweils
Triplikate quantifiziert. Die horizontalen Balken reprasentieren die Mediane.
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Abb. 3.8: Virale Transkriptanalyse latent infizierter Lungenstiicke -Monat 8

Dargestellt ist die detektierte Transkriptzahl der jeweiligen Lungenstiicke 1 bis 8 von 5 Mausen fir IE1,
IE3, E1, m164, M105 und M86, normiert auf 2x10" R-Actin Transkripte. Pro Lungenstiick wurde 1/25
(3ul) der aufgereinigten PolyA™ RNA in die spezifische RT-gPCR eingesetzt; es wurden jeweils
Triplikate quantifiziert. Die horizontalen Balken reprasentieren die Mediane.
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In der hier vorliegenden Arbeit diente die Stickelung dem Nachweis von Genexpressions-
Mustern in jedem einzelnen Lungenstiick. Ungleiche Muster waren ein Hinweis auf
differenzielle, virale Genexpression einzelner Lungenstiicke und damit einzelner Zellen
und/oder einzelner Genome. Fir die Transkriptanalyse wurde aus den Lungenstiicken
PolyA™ RNA isoliert und mittels RT-qgPCR erfolgte die Quantifizierung von Transkripten der
drei kinetischen Klassen IE (IE1, IE3), E (E1, m164, M105), L (M86). Jeweils 1/25 der, aus
den Stlcken aufgereinigten, PolyA™ RNA wurde in Triplikaten in die spezifische RT-gPCR
eingesetzt.

Zur Kontrolle und fur eine Normierung wurde zusatzlich fir jedes Lungenstiick das zellulare
Transkript 3-Actin quantifiziert. Dieses sollte in allen Stiicken, unter der Voraussetzung einer
erfolgreichen PolyA™ Aufreinigung in vergleichbaren Mengen vorhanden sein. Es konnten in
allen Lungenstiicken B-Actin Transkripte nachgewiesen werden, ihre Zahl lag im Mittel bei
10° bis 10’ Transkripten, mit Schwankungen von ~10° bis ~102 (nicht gezeigt).

Um die Vergleichbarkeit der Transkriptmengen verschiedener Lungenstiicke zu
gewabhrleisten, wurde die quantifizierte Menge viraler Transkripte auf eine Anzahl von 2x10’
zellulare R-Actin Transkripte mit Hilfe folgender Formel normiert:

virale Transkripte x (2x107)
3-Actin Transkripte

normierte Anzahl viraler Transkripte =

Die Ergebnisse der Transkriptanalysen sind in den Abbildungen 3.6 bis 3.8 dargestellt. Es ist
deutlich zu sehen, dass die Menge der viralen Transkripte zu allen Zeitpunkten im Mittel 100
Transkripte/2x10’ zellularen Transkripten betrug, wobei die meisten Werte in einem Bereich
von 10-1.000 Transkripten lagen. Vergleicht man die einzelnen Monate miteinander, ist Gber
die Zeit ein Rlickgang der Transkriptmengen und damit einhergehend ein Anstieg der
Transkript-negativen Lungenstiicke, also eine niedriger werdende Transkriptionsaktivitat, zu
beobachten.

Zur besseren Ubersicht wurde anhand der detektierten Triplikate ein binares Muster der
viralen Transkription abgebildet. Hierzu wurden die jeweiligen Lungenstiicke als positiv oder
negativ fur das entsprechende Transkript bewertet. Positive und negative Stiicke wurden
nach folgender Regel definiert: Ein Stlick galt als negativ, sobald zwei der Triplikate negativ
waren. Ein positives Stiick musste hingegen mindestens zwei positive Triplikate aufweisen.
Das dadurch entstandene Muster der viralen Transkription ist in Abbildung 3.9 dargestellt.
Dieses verdeutlicht die stochastische Verteilung der Expressionsmuster und ermoglicht
zugleich das direkte Erkennen der Uber die Zeit abnehmenden Ereignisse der viralen

Transkriptexpression.
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Abb. 3.9: Muster der viralen Transkription in der Latenz

Zur Ubersicht der viralen Transkriptanalyse latenter Lungenstiicke wurde ein Expressionsmuster
generiert. Ein Stuck galt als negativ, sobald 2 der gemessenen Triplikate negativ waren. Ein Stick
wurde positiv bewertet, sobald mindestens zwei Replikate positiv waren. In der Legende ist der
Farbcode fur die jeweiligen Transkripte dargestellt.

In der produktiven Infektion und nach Reaktivierung folgt die Transkriptexpression der IE-E-L
Kinetik (Honess & Roizman, 1974; Emery & Griffiths, 1990; Mocarski et al., 2006), dies
scheint jedoch fur die sporadische Genexpression wahrend der Latenz nicht zu gelten. So
konnten zu allen untersuchten Zeitpunkten Licken im Expressionsmuster beobachtet
werden. Beispielsweise konnten E- oder L-Transkripte auch ohne das Vorhandensein von

IE-Transkripten nachgewiesen werden; in Stick 7 der Maus Nr. 4 und in Stick 7 der Maus



88 | 3 Ergebnisse

Nr. 12. Zusatzlich gab es Falle mit IE- und L-Expression ohne E-Expression; in Stiick 6 der
Maus Nr.9 und in Stick 3 der Maus Nr.12. Allgemein ist zu sagen, dass die Muster in der
Latenz stochastisch verteilt waren und nicht mit dem typischen Muster einer produktiven
Infektion Ubereinstimmten.

Interessanterweise konnten in der vorliegenden Arbeit auch IE3 Transkripte in der Latenz
nachgewiesen werden, was in gewissem Widerspruch zu der Publikation von Kurz et al.
(1999) steht. Diese Arbeit entstand jedoch in einer Zeit zu der nur semiquantitative Analysen
madglich waren. AufRerdem untersuchten die Autoren nur einen sehr spaten Zeitpunkt der
Latenz, zu dem auch die IE1-Transkription bereits fast erloschen war.

Insgesamt waren in den hier gezeigten Versuchen 37 von 40 getesteten Lungenstiicken an
Monat 4 positiv fir das IE1 Transkript. Mit voranschreitender Zeit konnte eine Reduktion der
positiven Stlcke auf 27 an Monat 6 und auf 22 an Monat 8 beobachtet werden. Fir IE3
wurden 27 positive Lungenstiicke an Monat 4, 18 an Monat 6 und 8 an Monat 8
nachgewiesen. Ahnliche Daten konnten auch fiir E1: 34-6-2 positive Stiicke und m164: 36-
10-4 fur die Monate 4-6-8 erhoben werden. Die Transkripte M105 und M86 waren etwas
seltener vertreten: M105: 12-2-1; M86: 20-2-2 positive Stlicke in den Monaten 4-6-8.

Zusammenfassung: In den Lungen mCMV-infizierter BALB/cJ Mause war bereits 14 Wochen

nach KMT die akute Infektion beendet und Latenz etabliert. Wahrend der Latenz konnte zu
den Zeitpunkten 4, 6 und 8 Monate nach KMT ein stochastisches Expressionsmuster der
viralen Transkripte IE1, IE3, E1, m164, M105 und M86 nachgewiesen werden. Dieses
Muster stimmte nicht mit dem typischen IE-E-L-Muster der produktiven Infektion und

Reaktivierung uberein.

3.1.4 Einfluss der viralen Load auf die Transkriptexpression

Es stellte sich nun die Frage, ob die beobachtete Abnahme der viralen Transkriptexpression
von der latenten viralen DNA-Load beeinflusst wird. Daher wurde aus den Lungenstiicken
Nr. 7 und 8 jeder Maus zu jedem Zeitpunkt neben der RNA auch virale DNA aufgereinigt
(siehe 2.2.5.1.2) und zur Bestimmung der viralen Load herangezogen. Mittels gB- und pthrp-
spezifischer gPCR wurde die Anzahl der viralen Genome Uber gB determiniert und anhand
des zellularen Gens pthrp auf 1x10° Zellen normiert. Infektidses Virus war zwar bereits 14
Wochen nach KMT nicht mehr nachweisbar (Abb. 3.5), latente virale Genome konnten
allerdings in einer Gr6Renordnung von mehreren tausend Kopien pro Lunge weiterhin
nachgewiesen werden (Abb. 3.10 A).

Zwischen Monat 4 und 6 war eine signifikante Abnahme der viralen Load zu beobachten
(P-Wert = 0,01 im t-Test; Zweistichproben-t-Test mit logarithmisch normalverteilten Werten).

Dem gegeniuber war der Riickgang der Load zwischen Monat 6 und 8 nicht signifikant
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(P-Wert = 0,52). Folglich konnte eine Abnahme der viralen Load nur den Ruckgang der
Transkriptexpression zwischen Monat 4 und 6 beeinflussen, wahrend der weitere Ruckgang
der Transkriptexpression zwischen Monat 6 und 8 nicht durch die Load bedingt war.

In Abbildung 3.10 B sind die transkriptionellen Ereignisse pro Maus dargestellt. Wie die
Berechnung dieser Ereignisse erfolgte ist im folgenden Kapitel erklart. Durch die direkte
Gegentberstellung von viraler Load und transkriptioneller Ereignisse wurde deutlich, dass
eine Betrachtung einzelner Ma&ause gegen eine Korrelation von Load und
Transkriptionsereignissen sprach. Zum Beispiel war Maus Nr. 5 an Monat 4 nicht diejenige
mit der hochsten transkriptionellen Aktivitat, obwohl sie die héchste Load besal3. Umgekehrt
war die Maus Nr. 15 mit der niedrigsten Load nicht diejenige mit der geringsten Anzahl an

transkriptionellen Ereignissen.
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Abb. 3.10: Anzahl der viralen Genome und der Transkriptmenge wahrend der Latenz

(A) Die DNA aus den Lungenstiicken Nr. 7 und 8 diente als template fir gB- und pthrp-spezifische
gPCRs. Die Zahl der viralen Genome wurde auf 1x10° Zellen normiert Die schwarzen Balken
reprasentieren die Mediane der quantifizierten Stiicke. Die gestrichelte Linie reprasentiert das
arithmetische Mittel, das 95% Konfidenz-Intervall ist grau hinterlegt. Ein P-Wert von P < 0,05 (t-Test;
Zweistichproben-t-Test mit logarithmisch normalverteilten Werten) zeigt einen statistisch signifikanten
Unterschied, gekennzeichnet durch (*). (B) Die Darstellung der transkriptionellen Ereignisse pro Maus
an den Monaten 4, 6 und 8 nach KMT erlaubte einen direkten Vergleich zur Anzahl der viralen
Genome derselben Maus.
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Zusammenfassung: Die transkriptionelle Aktivitat verringerte sich im Laufe der Latenz.

Zwischen Monat 4 und 6 koinzidierte diese Abnahme mit einem Riickgang der viralen Load.
Die weitere Abnahme der Transkriptmenge zwischen Monat 6 und 8 konnte jedoch nicht
durch einen fortschreitenden Riickgang der viralen Genome erklart werden.

3.15 Berechnung der transkriptionellen Ereignisse wahrend der Latenz

Mit Hilfe der in Abbildung 3.9 dargestellten Expressionsmuster der viralen Transkription in
latenten Lungenstucken konnte deutlich gezeigt werden, dass die transkriptionelle Aktivitat
wahrend der Latenz stochastischer Natur ist. Es ist allerdings nicht mdglich zu definieren, ob
die quantifizierten Transkripte von der Aktivitdt einer latent-infizierten Zelle oder von
mehreren latent-infizierten Zellen stammen.

Die Poisson-Verteilungsfunktion ermdéglicht eine mathematische Abschatzung der Zahl
transkriptioneller Ereignisse, wobei auch hier nicht geklart werden kann, ob ein Ereignis das
Resultat einer einzelnen Zelle oder einer Gruppe von Zellen ist. Negative Stlicke enthalten
keine Ereignisse, im Gegensatz zu positiven Stlcken, welche mindestens ein Ereignis
aufweisen mussen, jedoch auch mehrere beinhalten kénnen.

Zunachst wurde der Poisson-Verteilungsparameter A mit der Formel A = -In F(0) berechnet.
Bei F(0) handelt es sich um die Fraktion negativer Stlicke, pro Anzahl der insgesamt
getesteten Sticke. Die Fraktionen mit n= 0, 1, 2, 3, ... Ereignissen wurden mit Hilfe der
Formel F(n) = Mn x F(n-1) berechnet. Die Poisson-Verteilungsfunktion zur Kalkulation der
transkriptionellen Ereignisse wurde bereits von Kurz et al. (1999), Kurz & Reddehase (1999)
und Grzimek et al. (2001) publiziert.

In Tab. 3.1 ist eine Ubersicht der Ereignisse fiir alle getesteten Transkripte zu den jeweiligen
Monaten dargestellt. Fur IE1 waren beispielsweise 3 von 40 getesteten Lungenstiicken an
Monat 4 negativ. Daraus ergab sich A = -In F(3/40) = 2,59. Aus der Tabelle kann abgelesen
werden, dass es fur IE1 an Monat 4 drei Sticke mit O Ereignissen, 8 Stuicke mit 1 Ereignis
usw. gab. In der Summe kamen in 37 IE1 positiven Stiicken 100 transkriptionelle Ereignisse

vor.
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Tab. 3.1: Berechnung der transkriptionellen Ereignisse in latent infizierten Lungenstiicken

Die Poisson-Verteilungsfunktion F(n) = A/n x F(n-1) erlaubte eine Abschatzung der Anzahl
transkriptioneller Ereignisse fiir die einzelnen Lungenstiicke. Fir den Poisson-Verteilungsparameter A
gilt: A = -In F(0), wobei F(0) die Fraktion negativer Stlicke pro Anzahl der insgesamt getesteten Stiicke
ist. In der ersten Spalte sind die Ereignisse pro Stiick dargestellt. Fir die getesteten Transkripte kann
die Anzahl der Stucke mit jeweils 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 bzw. 7 Ereignissen abgelesen werden, sowie die
Summe der Ereignisse. Insgesamt wurden pro Monat jeweils 40 Lungenstiicke untersucht. In der grau
hinterlegten Zeile ist die zugehdrige Gesamtzahl der transkriptionellen Ereignisse zu sehen.
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Die jeweils berechnete Zahl der transkriptionellen Ereignisse wurde in das Muster der viralen

Transkription eingefiigt (Abb. 3.11); dabei erfolgte die Zuordnung der Ereignis-Haufigkeit zu

einzelnen Lungensticken anhand der quantifizierten Transkriptmengen der jeweiligen

Stucke.
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Abb. 3.11: Muster der viralen Transkription mit den zugehérigen transkriptionellen Ereignissen

In das Expressionsmuster aus Abbildung 3.9 wurde die Zahl der berechneten transkriptionellen
Ereignisse aus Tabelle 3.1 eingeflgt (schwarze Punkte). Die Zuordnung der Ereignis-Haufigkeit zu

den jeweiligen Lungenstiicken erfolgte anhand der quantifizierten Transkriptmengen der einzelnen

Stiicke.
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Aus Abbildung 3.11 geht hervor, dass es wéahrend fortschreitender Latenz nicht nur zu einem
Riuckgang der Transkriptexpression kam, sondern auch zu einer Reduktion der
transkriptionellen Ereignisse. Eine hohere Transkriptmenge muss nicht unbedingt mit einer
groRBeren Anzahl an Ereignissen korrelieren. Es konnte sein, dass wenige transkriptionell
aktive Genome eine sehr hohe Anzahl an Transkripten produzieren, was einer geringeren
Menge von Ereignissen gleich kame. Da es jedoch sehr wahrscheinlich ist, dass die
Anwesenheit hoher Transkriptmengen zugleich die Existenz mehrerer transkriptioneller
Ereignisse bzw. mehrerer transkriptionell aktiver Genome bedeutet, wurde dieses Modell der
Auswertung zugrundegelegt.

Die Quantifizierung der viralen Genome ergab im Mittel 1.000-6.000 Genome/1x10° Zellen
(Abb. 3.10 A). Da die Lunge einer Maus aus ~6-8x10" Zellen besteht befanden sich folglich
60.000-480.000 Genome in einer Lunge. Geht man davon aus, dass eine Zelle etwa 10
Genome enthélt (LSEC: Seckert et al. 2009; Lunge: Scheller, 2011), kbénnte man in einer
Lunge 6.000-48.000 latent infizierte Zellen nachweisen. Die folgende Kalkulation soll die
transkriptionelle Aktivitat in der gesamten Lunge wahrend der Latenz verdeutlichen:
Basierend auf der Zahl von 60.000-480.000 Genomen pro Lunge und einer Kopienzahl von
~10 pro Zelle, ergibt sich fur IE1 mit ~40 transkriptionellen Ereignissen in einer berechneten
Durchschnitts-Lunge an Monat 4, dass 1 Zelle von ~150-1.200 latent infizierten Zellen dieses
Transkript zu diesem Zeitpunkt exprimiert. Dies entspricht ~0,67-0,08% aller latent infizierten

Zellen einer Lunge.

Zusammenfassung: Die Poisson-Verteilungsfunktion F(n) = AMn x F(n-1) erlaubte eine

Abschatzung der Anzahl an transkriptionellen Ereignissen fiir einzelne Lungenstiicke. Die
Reduktion der transkriptionellen Ereignisse Uber die Zeit, ermdglichte eine deutlichere
Darstellung der mit fortschreitender Latenz abnehmenden Transkriptexpression. Die
theoretische Berechnung der Transkriptexpression zum Zeitpunkt 4 Monate nach KMT ergab
fur das sehr haufig nachgewiesene Transkript IEL1 eine Aktivitat von ~0,67-0,08% aller latent

infizierten Zellen einer Lunge.
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3.1.6 Einfluss der Transkript-Stabilitat auf die quantifizierten Transkripte

In einer Zelle wird die Konzentration eines Transkripts sowohl von seiner Syntheserate als
auch von seiner Zerfallsrate definiert (Ross, 1995). Die mittlere Halbwertszeit von
Transkripten prokaryontischer Zellen betragt 20-30min (Bernstein et al., 2002), wahrend fur
eukaryontische Zellen im Durchschnitt eine Zeit von 10h flr den Abbau von 50% der mRNA
beschrieben wird (Yang et al., 2003). Es wird angenommen, dass die spezifische Stabilitat
einer mMRNA mit ihrer physiologischen Funktion in Verbindung steht. So sind fur die mRNAs
der meisten housekeeping-Gene in Eukaryonten lange Halbwertszeiten beschrieben. Bei
MRNAs mit sehr kurzer Halbwertszeit handelt es sich meist um Transkripte regulatorischer
Gene, deren Proteine nur fir kurze Zeit in der Zelle benétigt werden, wie z.B.
Transkriptionsfaktoren, Zell-Zyklus Regulatoren und Wachstums- oder Differenzierungs-
Faktoren (Yang et al., 2003; Raghavan & Bohjanen, 2004).

Um die Stabilitat der viralen Transkripte IE1, IE3, E1, m164, M105 und M86, sowie den
Einfluss dieser Stabilitat auf die quantifizierten Transkripte zu ermitteln, wurden die
entsprechenden Halbwertszeiten in vitro bestimmt. Zunéchst wurde in einer Kinetik die
Transkriptsynthese in infizierten murinen embryonalen Fibroblasten (MEF) zur Detektion des
Plateau-Levels der jeweiligen Transkripte bestimmt. Dazu wurden die MEF mit mCMV-WT-
BAC zentrifugal infiziert (MOI 4) und die Menge der viralen Transkripte IE1, IE3, E1, m164,
M105 und M86, sowie des zellularen Transkripts R-Actin zu den Zeitpunkten 30, 60, 90, 120,
180, 240, 300 und 360min p.i., mittels RT-gPCR quantifiziert. Das Ende der 30 minutigen
Zentrifugation definierte dabei den Zeitpunkt Omin p.i..

Wie in Abbildung 3.12 deutlich zu erkennen ist, kam es fir alle getesteten viralen Transkripte
zunachst zu einem raschen Anstieg der Transkriptmenge, bevor sich ein Plateau bildete, das
fur IE1 und IE3 nach 60min, fur E1, M105 und M86 nach 90min und fir m164 nach 120min
erreicht war. Die Transkriptmengen der viralen RNAs unterschieden sich untereinander
sowohl in ihrem Start-Level 30min p.i. als auch in der Hohe der erreichten Plateaus.
Ausgehend von ~1x10° Transkripten 30min p.i. erreichten die Vertreter der IE-Klasse (IE1
und IE3) ein Plateaulevel von ~1x10® Transkripten, was eine Erhéhung von ~3 log;o-Stufen
bedeutete. Ahnliche Anstiege der Transkriptmengen waren auch fiir die Gbrigen Transkripte
nachweisbar: M86 30min p.i.: ~2x10*% Plateau: ~7x10°, Anstieg: ~2,5 log;o-Stufen; M105
30min p.i.: ~4x10%, Plateau: ~5x10°, Anstieg: ~3 log:o-Stufen; E1 30min p.i.; ~5x10% Plateau:
~1x10’, Anstieg: ~3,5 log;o-Stufen. Die Werte fir m164 zum Zeitpunkt 30min p.i. sind mit
Vorbehalt zu betrachten, da hier die gemessene DNA Kontamination in zwei Fallen héher als
die gemessene Transkriptmenge war; das Plateau lag im Mittel jedoch bei ~7x10°
Transkripten. Die Transkriptmengen des zellularen Gens R-actin waren wie zu erwarten

konstant und lagen tiber den gesamten Zeitraum der Messung bei ~3x10® Transkripten.
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Abb. 3.12: Menge viraler Transkripte in mCMV-WT-BAC infizierten MEF

Die Menge der viralen Transkripte IE1, IE3, E1, m164, M105, M86, sowie des zellularen Transkripts 13-
Actin wurde mittels RT-gPCR verfolgt. Die zentrifugale Infektion von MEF erfolgte mit mCMV-WT-BAC
(MOI = 4). Zu den Zeitpunkten 30, 60, 90, 120, 180, 240, 300 und 360min p.i. wurde die Gesamt-RNA
der Zellen isoliert. In der spezifischen RT-gPCR kamen jeweils 1/20 (3ul) der gesamt RNA zum
Einsatz und fur jeden Zeitpunkt wurden Triplikate quantifiziert, die Balken reprasentieren die Mediane.
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Im Gegensatz zur Kinetik der viralen Transkriptsynthese wurde zur Messung der Transkript-
Halbwertszeiten die Transkription nach Erreichen des Plateau-Levels durch Actinomycin D
(Act-D) geblockt und anschlieBend der RNA-Abbau Uber die Zeit verfolgt. Act-D konkurriert
mit dem Transkriptions-Initiations-Komplex um die gleiche DNA-Bindestelle und verhindert
damit die RNA-Polymerase-vermittelte Elongation der RNA (Sobell, 1985). Fir diesen
Versuch wurden MEF mit mCMV-WT-BAC zentrifugal infiziert (MOl = 4) und die
Transkription nach Erreichen des jeweiligen Transkript-Plateau-Levels durch Act-D-Gabe
(5ug/ml) blockiert. Mittels spezifischer RT-qPCR wurden die viralen Transkripte IEL, IE3, E1,
m164, M105 und M86, sowie das zellulare Transkript 3-Actin zu den Zeitpunkten %h, 1h, 2h,
4h, 8h, 12h, 16, 20h und 24h nach Act-D-Gabe aus aufgereinigter mRNA quantifiziert.

In Abbildung 3.13 ist der verbleibende prozentuale Anteil der entsprechenden mRNAs Uber
die Zeit dargestellt. Der erste Wert nach 0,5 Stunden wurde als 100% definiert, wahrend die
einzelnen Werte den Mittelwert von 4 Messungen aus 2 unabhangigen Experimenten
reprasentieren. Mit Hilfe der Steigung (X) der Regressionsgeraden wurden die
Halbwertszeiten und deren 95% Konfidenz-Intervalle unter Verwendung der Formel
T1/2=1log 2/x berechnet. FiUr das zelluldre Kontroll-Transkript R-Actin wurde eine
Halbwertszeit von ~6h bestimmt.

Wahrend fir B-Actin der Abbau Uber 24 Stunden verfolgt werden konnte, erreichten die
viralen Transkripte ein Plateau, nach dem keine weitere Abnahme der mRNA mehr
nachgewiesen werden konnte. Zur Berechnung der Halbwertszeit wurden daher nur jene
Zeitpunkte einbezogen, an denen einen Rickgang der mMRNA gemessen werden konnte. Die
viralen Transkripte IE1 (3,65h), E1 (2,35h), m164 (2,89h) und M105 (2,68h) zeigten
vergleichbare Stabilitaiten mit Halbwertszeiten zwischen 2-4h, M86 war mit einer
Halbwertszeit von 5,56h geringfligig stabiler. Unter Betrachtung der Konfidenz-Grenzen
besitzen diese Transkripte eine mit den Transkripten des housekeeping-Gens [3-actin
vergleichbare Stabilitat. Lediglich IE3 wies eine sehr viel niedrigere Halbwertszeit von 0,48h
auf, die den Halbwertszeiten instabilerer Transkripte von regulatorischen Genen gleicht.

Bei der Betrachtung des Act-D-vermittelten Arrests der Transkription muss allerdings eine
madgliche Beeinflussung der Transkriptstabilitdét durch zellularen Stress beachtet werden.
Hierdurch kann eine erhebliche Stabilisierung individueller Transkripte ausgelost werden
(Bhattacharyya et al., 2006).

Die Entstehung des Transkript-Expressionsmusters wahrend der Latenz war jedoch nicht
von den unterschiedlichen Halbwertszeiten der Transkripte beeinflusst, da die instabilen IE3-
Transkripte nicht die geringste Messfrequenz aufwiesen und das vermeintlich stabilste

Transkript M86 nicht am Haufigsten vertreten war.
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Abb. 3.13: Halbwertszeiten viraler Transkripte in mCMV-WT-BAC infizierten MEF

Die Stabilitat der Transkripte IE1, IE3, E1, m164, M105 und M86 wurde in mCMV-WT-BAC infizierten
MEF (MOI 4) bestimmt. Nach Erreichen des jeweiligen Transkript-Plateau-Levels wurde die
Transkription durch Act-D (5ug/ml) geblockt und der mRNA-Abbau gemessen. In einer spezifischen
RT-gPCR wurde jeweils 1/25 (3ul) der mRNA-Proben quantifiziert, dargestellt ist der prozentuale
Anteil an mRNA, normiert auf den ersten Messwert nach 0,5h. Die einzelnen Punkte repréasentieren
den Mittelwert von 4 Messungen aus 2 unabhangigen Experimenten. Die Halbwertszeiten und ihre
95% Konfidenz-Intervalle (Cl) wurden mit Hilfe der Steigung (x) der Regressionsgeraden (schwarze
Geraden) berechnet (T1/2 = -log 2/x).

Zusammenfassung: Durch die Messung der Transkriptsynthese in mCMV-WT-BAC
infizierten MEF konnten sowohl IE- (60min p.i.) als auch E- und L- (90-120min p.i.)

Transkripte bereits kurz nach Infektion in der Zelle nachgewiesen werden. Die
Halbwertszeiten der viralen Transkripte IE1 (3,65h), E1 (2,35h), m164 (2,89h) und M105
(2,68h) ~2-4h, M86 (5,56h) waren unter Beachtung der Konfidenz-Grenzen vergleichbar mit
dem zellularen housekeeping-Gen 3-Actin (5,97h). Alleine IE3 mit einer Halbwertszeit von
0,48h glich den sehr viel instabileren Transkripten regulatorischer Gene. Es konnte somit
gezeigt werden, dass das gemessene Transkript-Expressionsmuster wahrend der Latenz

nicht auf unterschiedliche Stabilitdten der Transkripte zurtickzufiihren ist.
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3.1.7 Charakterisierung Epitop-spezifischer CD8" T-Zellen in der Latenz

In den bisherigen Kapiteln konnte gezeigt werden, dass die mCMV-Latenz durch ein
stochastisches Muster der Transkriptexpression charakterisiert ist, es herrscht also ein
dynamisches Offnen und SchlieRen der Leseraster viraler Gene. Die proteasomale
Prozessierung viraler Proteine, resultierend aus der Genexpression wahrend der Latenz,
fuhrt zur Prasentation antigener Peptide und ihrer Erkennung durch spezifische CD8" T-
Zellen (Simon et al. 2006b). Aufgrund der niedrigen transkriptionellen Aktivitat wéahrend der
Latenz und der daraus folgenden geringen Translationswahrscheinlichkeit war es bisher
nicht moglich, entsprechende virale Proteine zu detektieren.

Es ist bekannt, dass Epitop-spezifische CD8" T-Zellen das Risiko einer Rekurrenz
vermindern kénnen (Steffens et al., 1998). Ausfihrlichere Analysen zeigten, dass die Epitop-
spezifischen CD8" T-Zellen die Latenz im Lungengewebe kontrollieren, indem sie eine
transkriptionelle Reaktivierung in latent infizierten Zellen erkennen und terminieren (Simon et
al., 2006b).

Bisher wurden fiir den Haplotyp H-2¢ (BALB/cJ) 9 antigene mCMV Peptide identifiziert
(Ubersicht: Holtappels et al., 2013). Je nach Frequenz der gegen diese Epitope gerichteten
CD8" T-Zellen werden die zugehorigen Peptide als immundominant, intermediar oder
subdominant definiert. Um eine mogliche Verbindung zwischen molekularer Latenz und
Immunkontrolle zu untersuchen, wurden in dieser Arbeit die gegen die Epitope der
immundominanten Peptide IE1, m164 und M105 gerichteten spezifischen CD8" T-Zellen in
einer Kinetik parallel zur Anzahl viraler Transkripte wahrend der Latenz detektiert und ihre

jeweiligen Subpopulationen charakterisiert.

3.1.71 Detektion von IE1-, m164- und M105-spezifischen CD8" T-Zellen in der

Latenz

Parallel zur Kinetik der Transkriptquantifizierung sollten an den Zeitpunkten 4, 5, 6 und 8
Monate p.i. die in der Lunge befindlichen, Epitop-spezifischen CD8" T-Zellen der
immundominanten Peptide IE1, m164 und M105 analysiert werden. Dazu wurden die
Lymphozyten aus dem Lungengewebe isoliert (siehe 2.2.3.7). Wie bereits oben beschrieben
(Abb. 3.4) wurden pro Zeitpunkt die linken Lungenhéalften von 5 Mausen aufgearbeitet. Zur
Charakterisierung mittels zytofluorometrischer Analyse wurden die Lymphozyten mit PE
konjugierten und mit IE1, m164 oder M105 beladenen MHC-I Multimeren (Dextrameren),
sowie mit den Antikdrpern a-CD8-ECD, a-CD127-PC5, a-KLRG1-FITC und a-CD62L-PC7
gefarbt (siehe 2.2.4.2). Die Antikorper a-CD127, a-KLRG1 und a-CD62L waren erst fir die
Identifizierung der CD8" T-Zell-Subpopulationen von Bedeutung (3.1.6.2).



3 Ergebnisse | 99

1023

0.2%

Kontroll-Dextramer-PE
[log FL-2]

O ;
(7)) 0 Lh
0 3 o 1 2 3
L CD8a-ECD [log FL-3] 1\% CD8a-ECD [log FL-3]
B
Monat 4 Monat 5 Monat 6 Monat 8
3 3 3
7,8% 13,1% 11,2%
21 21
IE1 | i
1 1
01 07
3 3 3 3
3 3
2 27
m164 1 17
0 07
I~ 3 3 3 3
T
E 3 3T 4,4%
o 2] 21 27
a
M105 511 11 1-
§
5 0] 07 07
x
(O]
a)

CD8a-ECD [log FL-3]

Abb. 3.14: Detektion IE1-, m164- und M105-spezifischer CD8" T-Zellen in der Lunge

Isolierte Lymphozyten latent infizierter Lungen wurden zur zytofluorometrischen ldentifizierung der
CD8" T-Zellen wie unter 2.2.4.2 beschrieben gefarbt. (A) Zun&achst wurde auf alle CD8" T-Zellen
fokussiert. (B) Die zusatzliche IE1-, m164- oder M105-Peptid-spezifische Dextramer-Farbung
ermdoglichte die Analyse der Epitop-spezifischen CD8" T-Zellen in der Lunge zu den Zeitpunkten 4, 5,
6 und 8 Monate nach KMT. (C) Als Kontrolle wurden die Lymphozyten mit K°-SIINFEKL Dextrameren,
gefarbt. Diese Dextramere binden nicht an CD8" T-Zellen von BALB/cJ Mé&usen (Haplotyp H-2d).
Dargestellt sind jeweils color density plots, wobei rot fir die héchste und blau fur die niedrigste
Zellzahl steht. In den plots ist der prozentuale Anteil der jeweiligen Regionen angegeben. SSC: side
scatter; FL: Fluoreszenz, logarithmisch dargestelit.
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In Abbildung 3.14 A ist beispielhaft die Lymphozyten-Population der Lunge dargestellt.
Nachdem auf die CD8" T-Zellen fokussiert wurde, erfolgte eine weitere Fokussierung auf
IE1-, m164- und M105-Epitop-spezifischne CD8" T-Zellen (Abb. 13.4 B). Die spezifische
Bindung der Dextramere wurde in einem Kontrollansatz deutlich. Das Kontroll-Dextramer K"-
SIINFEKL bindet im BALB/cJ Mausmodell (Haplotyp H-2% nicht an CD8" T-Zellen
(Abb. 3.14 C). Es war lediglich ein als Hintergrund definierter Anteil von 0,2% der Zellen
Dextramer-positiv.

In der Analyse wurde deutlich, dass die Frequenzen IE1- und m164-spezifischer CD8" T-
Zellen wahrend der Latenz in der Lunge zunahmen. Fiir m164 stieg die Frequenz der CD8"
T-Zellen von 6,8% an Monat 4 auf 10,9% an Monat 8, auch wenn es zwischen Monat 5 und
6 nicht zu einer Zunahme sondern eher zu einer geringfligigen Abnahme der Frequenzen
kam. Der Anteil IE1-spezifischer CD8" T-Zellen expandierte zwischen Monat 4 und 6 von
7,8% auf 13,1%. An Monat 8 kam es mit 11,2% zu einem leichten Rickgang der Frequenz
IE1-spezifischer CD8" T-Zellen. Die Beobachtung, dass einige Epitop-spezifische CD8" T-
Zellen mit zunehmender Zeit wahrend der mCMV-Latenz in ihrer Anzahl zunehmen ist nicht
neu (Ubersicht: Holtappels et al., 2013; IE1: Holtappels et al., 2000; m164: Holtappels et al.,
2002; Karrer et al., 2003;), sie erregte in den letzten Jahren grof3e Aufmerksamkeit und das
Phanomen wurde unter der Bezeichnung "'memory inflation” bekannt.

Trotz Immunodominanz des M105-Peptids wahrend der akuten Phase der Infektion war fiir
die M105-spezifischnen CD8" T-Zellen wahrend der Latenz keine groRe Veranderung der
Frequenzen zu beobachten. Sie blieben fir den Zeitraum von 4 bis 8 Monaten p.i. auf einem

Level von 3-4%, dieses Ergebnis bestatigte die Daten von Holtappels et al. 2013.
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Abb. 3.15: Normierung der Epitop-spezifischen CD8" T-Zellen in der Lunge

Die in Abb. 3.14 gezeigten Frequenzen der Epitop-spezifischen CD8" T-Zellen in der Lunge zu den
Zeitpunkten 4, 5, 6 und 8 Monate nach KMT wurden auf 1x10° gesamt-CD8" T-Zellen normiert.
Normierte man diese gemessenen Frequenzen an Epitop-spezifischen CD8" T-Zellen in der
Lunge auf 1x10° gesamt-CD8" T-Zellen, so war deutlich zu erkennen, dass es zwischen

Monat 4 und 6 fur alle Epitop-spezifischen CD8" T-Zellen (IE1, m164 und M105) zu einem
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Anstieg kam (Abb. 3.15). Fur M105 war diese Zunahme zwar nur gering, aber nachweisbar.
Die groRte Erhohung der Anzahl Epitop-spezifischer CD8" T-Zellen war fir IE1 zu
beobachten, m164 zeigte einen mittleren Anstieg. An Monat 8 kam es zur Abnahme aller
Epitop-spezifischnen CD8" T-Zellen und zwar unterhalb des an Monat 4 gemessenen Levels.
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Abb. 3.16: Detektion IE1-, m164- und M105-spezifischer CD8" T-Zellen in der Milz

Analyse der Lymphozyten latent infizierter Milzen analog zur Lunge (Abb. 3.14). (A) Zunachst wurde
auf alle CD8" T-Zellen fokussiert. (B) Die zusétzliche IE1-, m164- oder M105-Peptid-spezifische
Dextramer-Farbung ermdglichte die Analyse der Epitop-spezifischen CD8" T-Zellen in der Milz zu den
Zeitpunkten 4, 5, 6 und 8 Monate nach KMT. (C) Als Kontrolle wurden die Lymphozyten mit K"-
SIINFEKL Dextrameren, gefarbt. Dargestellt sind jeweils color density plots, wobei rot fur die hochste
und blau fir die niedrigste Zellzahl steht. In den plots ist der prozentuale Anteil der jeweiligen
Regionen angegeben. SSC: side scatter; FL: Fluoreszenz, logarithmisch dargestellit.
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Zusatzlich zur Lunge wurden die Frequenzen der Epitop-spezifischen CD8" T-Zellen auch in
der Milz analysiert, einem sekundaren lymphatischen Organ, in welchem die Differenzierung
und Replikation von T- und B-Lymphozyten stattfindet. Die aufgereinigten Lymphozyten aus
5 Milzen pro Monat (2.2.3.8) wurden analog zu den Lymphozyten der Lunge geféarbt (2.2.4.2)
und zytofluorometrisch analysiert. In Abbildung 3.16 A ist analog zu Abbildung 3.14 die
Fokussierung auf die CD8" T-Zellen der Milz dargestellt. Die Farbung mit dem Kontroll-
Dextramer K"-SIINFEKL zeigte auch in der Milz lediglich einen Hintergrund von 0,2% (Abb.
3.16 C). Wie in Abbildung 3.16 B deutlich zu erkennen ist, waren die Frequenzen der IE1-,
m164- und M105-spezifischen CD8" T-Zellen in der Milz niedriger als in der Lunge. Das
Phanomen der "memory inflation” war hier, anders als in der Lunge, fur alle drei analysierten
Epitop-spezifischen CD8" T-Zellen zu beobachten. Die IE1l-spezifischen CD8" T-Zellen
expandierten zwischen Monat 4 und 6 von 2,8% auf 8,8%, fir m164 kam es zu einem
Anstieg von 1,9% auf 4,7% und fir M105 von 0,9% auf 3.1%. Zwischen Monat 6 und 8 war

fur alle Epitop-spezifischen CD8" T-Zellen eine Abnahme der Frequenz zu beobachten.
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Abb. 3.17: Normierung der Epitop-spezifischen CD8" T-Zellen in der Milz

Die in Abb. 3.16 gezeigten Frequenzen der Epitop-spezifischen CD8" T-Zellen in der Milz zu den
Zeitpunkten 4, 5, 6 und 8 Monate nach KMT wurden auf 1x10° gesamt-CD8" T-Zellen normiert.

Auch in der Milz war nach Normierung der Frequenzen Epitop-spezifischer CD8" T-Zellen
auf 1x10° gesamt-CD8"* T-Zellen ein Anstieg aller gemessenen Epitop-spezifischen CD8" T-
Zellen zwischen Monat 4 und 6 zu beobachten (Abb. 3.17). Die Hierarchie der Zunahme
folgte dem gleichen Muster, das bereits in der Lunge sichtbar war: IE1 > m164 > M105. An
Monat 8 kam es auch in der Milz zu einer Abnahme aller Epitop-spezifischnen CD8" T-Zellen,
allerdings nicht unterhalb des Levels, welches an Monat 4 gemessen wurde. Insgesamt war
der Anstieg der Epitop-spezifischen CD8" T-Zellen in der Milz sehr viel niedriger als in der
Lunge. Beispielsweise betrug die Zahl IE1-spezifischer CD8" T-Zellen pro 1x10°> gesamt-
CD8" T-Zellen an Monat 6 in der Lunge ~2000, wohingegen es in der Milz lediglich ~550

Zellen waren.
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Durch gleichzeitige Analyse der Epitop-spezifischen CD8" T-Zellen und der
Transkriptexpression fur IE1, m164 und M105 im Zeitverlauf sollte eine mogliche Verbindung

zwischen Immunkontrolle und molekularer Latenz untersucht werden.
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Abb. 3.18: Gegenuberstellung der Anzahl transkriptioneller Ereignisse und der Frequenzen
Epitop-spezifischer CD8" T-Zellen in der latent infizierten Lunge

(A) Wiederholung der Abb. 3.15. Dargestellt ist die Anzahl der Epitop-spezifischen CD8" T-Zellen pro
1x10° gesamt-CD8" T-Zellen zu den Analysezeitpunkten 4, 5, 6 und 8 Monate nach KMT fir IE1,
m164 und M105. (B) Im Vergleich dazu wurde die Summe der transkriptionellen Ereignisse aus 40
analysierten Lungenstiicken von 5 Mausen pro Monat fur IE1, m164 und M105 berechnet. Die
Transkripte wurden nur zu den Zeitpunkten 4, 6 und 8 Monate nach KMT analysiert.

Da die Transkriptexpression in der Présentation antigener Peptide und ihrer Erkennung
durch spezifische CD8" T-Zellen resultiert, kann ein Zusammenhang zwischen der
transkriptionellen Aktivitat und der Anzahl spezifischer CD8" T-Zellen erwartet werden. In
Abbildung 3.18 ist die Summe der transkriptionellen Ereignisse aus 40 analysierten
Lungenstticken pro Zeitpunkt im direkten Vergleich zur Anzahl der Epitop-spezifischen CD8"
T-Zellen pro 10° CD8" T-Zellen fir IE1, m164 und M105 dargestellt. Die Betrachtung der

Werte fur die einzelnen Monate verdeutlichte, dass durchaus eine gewisse Korrelation
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bestand. Die Menge der transkriptionellen Ereignisse fuir M105 war stets am geringsten,
einhergehend mit den niedrigsten Werten Epitop-spezifischer CD8" T-Zellen, umgekehrt
dominierte IE1 sowohl die Transkriptionsereignisse als auch die Epitop-spezifische CD8" T-
Zell-Anzahl. Betrachtet man die Monate 4, 6 und 8, so kénnte man sagen, dass die hohe
Anzahl transkriptioneller Ereignisse an Monat 4 zeitversetzt fur eine steigende Menge
Epitop-spezifischer CD8" T-Zellen an Monat 6 im Vergleich zu Monat 4 fiihrte. Die geringer
werdende Anzahl transkriptioneller Ereignisse an Monat 6 wiederum ware dann fir
niedrigere Mengen Epitop-spezifischer CD8" T-Zellen an Monat 8 verantwortlich.

Allerdings muss man beachten, dass es zwischen stochastischer Genexpression und
Immunkontrolle noch mehrere Zwischenschritte gibt und der triviale Vergleich zwischen
Transkriptmenge und CD8" T-Zell-Frequenz nur Hinweise geben kann. Folgende Aspekte
spielen in diesem Prozess eine groRe Rolle: die Aviditat der CD8" T-Zellen, die Affinitat
zwischen Peptid und MHC-Molekil, die Effizienz der proteasomalen Prozessierung und der

Translation, die Stabilitat der Transkripte, sowie die Starke der jeweiligen Promotoren.

Zusammenfassung: In Lunge und Milz konnte fir IE1 und m164 das Phanomen der "memory

inflation” verifiziert werden. Fir das immunodominante Epitop M105 zeigte sich lediglich in
der Milz ein leichter Anstieg. Bei Betrachtung der normierten Zahlen der Epitop-spezifischen
CD8* T-Zellen pro 1x10° gesamt-CD8* T-Zellen hingegen waren fir alle Epitope sowohl in
der Lunge als auch in der Milz zwischen Monat 4 und 6 Anstiege der Zellzahl zu beobachten.
Die direkte Gegenuberstellung der transkriptionellen Ereignisse und der Anzahl Epitop-
spezifischer CD8" T-Zellen lieferte einen Hinweis auf einen moglichen, direkten Einfluss der

Transkriptexpression auf die Immunkontrolle.

3.1.7.2 Charakterisierung einzelner Subpopulationen der Epitop-spezifischen
CD8" T-Zellen

In der Literatur wird die T-Zell-Antwort in 4 Phasen unterteilt: Aktivierung, Expansion,
Kontraktion und memory. In Folge eines primdren antigenen Kontaktes kommt es zur
Aktivierung der CD8" T-Zellen, diese expandieren zunachst, allerdings gehen 90-95% der
Zellen wahrend der Kontraktionsphase in Apoptose. Letztlich bleibt eine geringe Menge
langlebiger memory-Zellen zurtick (Kaech et al., 2002).

Dieser memory-Zell-Pool kann in lymphatischem und nicht-lymphatischem Gewebe
nachgewiesen werden und birgt das Potential bei sekundarem antigenen Kontakt erneut
Effektor-Zellen hervorzubringen (Sallusto et al.,, 1999; Masopust et al., 2001). Die
Differenzierung von Effektor- und memory-CD8" T-Zellen und die Rolle antigener
Stimulation, Ko-Stimulation, sowie inflammatorischer Cytokine bei diesem Prozess steht

noch immer im Fokus wissenschaftlicher Diskussionen (Ubersicht: Lefrancois & Obar 2010).
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Abb. 3.19: Strategie zur Charakterisierung der CD8" T-Zell-Subpopulationen

Der Identifizierung von CD8" Lymphozyten folgte die Charakterisierung der Epitop-spezifischen CD8"
T-Zellen. Eine weitere Phanotypisierung der Lymphozyten durch die Marker CD127, CD62L, sowie
KLRG1 ermdogliche die Unterteilung in early-effector cells (EECs), short-lived-effector cells (SLECs),
double-positive-effector cells-DPECs (CD127"9" CD62L"" KLRG1""), effector-memory cells (Tey) und
central-memory cells (Tcy) nach Obar & Lefrancois (2010a) und Obar et al. (2011).

Obar & Lefrancois (2010a) und Obar et al. (2011) beschreiben eine Phanotypisierung von

CD8" T-Zellen anhand der Oberflachenmarker CD127, CD62L sowie KLRG1, woraus sie
folgende CD8" T-Zell-Populationen herleiten: early-effector cells-EECs (CD127IOW CD62LIOW

KLRG1™), short-lived-effector cells-SLECs (CD127°" CD62L"™" KLRG1""), double-positive-
effector cells-DPECs (CD127"%" CD62L"" KLRG1""), effector-memory cells-Tgy (CD127""
CD62L"" KLRG1"") und central-memory cells-T¢y (CD127"" CD62L"" KLRG1"). KLRG1
(Killer cell lectin-like receptor subfamily G member 1) ist ein Transmembranprotein mit einem
ITIM-Motiv (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif), welches nicht nur auf CD8" T-
Zellen sondern auch auf Mastzellen, NK-Zellen und basophilen Granulozyten exprimiert wird
(Butcher et al., 1998b). CD62L oder L-Selektin gehort zur Familie der Selektine und wird
vornehmlich auf Lymphozyten exprimiert. Es fungiert als homing-Rezeptor und spielt eine
wichtige Rolle bei der Interaktion mit ECs. Nach Aktivierung der Lymphozyten wird der
Rezeptor nicht mehr exprimiert (Ubersicht: Tedder et al., 1995). CD127 oder IL-7Ra ist eine
Untereinheit des Interleukin-7 Rezeptors und wird auf Tgy und Ty exprimiert (Kondo et al.,
1994b), allerdings wird IL-7Ra vermutlich nicht zur Entwicklung von memory-Zellen bendtigt
(Klonowski et al., 2006).
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Anhand dieser Marker wurden in der vorliegenden Arbeit die Subpopulationen der IE1-,
m164- und M105-spezifischen CD8" T-Zellen von latent infizierten BALB/cJ Mausen in Lunge
und Milz zytofluorometrisch analysiert. In Abbildung 3.19 ist die Strategie zur
Charakterisierung der CD8" T-Zell-Subpopulationen anhand von color density plots
dargestellt und zusétzlich ist eine Marker-Ubersicht der Subpopulationen Epitop-spezifischer-
CD8" T-Zellen gegeben.
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Abb. 3.20: Charakterisierung der CD8" T-Zell-Subpopulationen in der latent infizierten Lunge

In der linken Spalte ist der prozentuale Anteil der jeweiligen Subpopulationen innerhalb der IE1-,
m164- oder M105-spezifischen CD8" T-Zellen dargestellt. Die Differenzierung erfolgte anhand der
folgenden Markerkombinationen: EECs (CD127"" CD62L"" KLRG1°"), SLECs (CD127°“ cD62L""
KLRG1"™", DPECs (CD127"" cD62L"" KLRG1"™), Tgy (CD127"™" CD62L™" KLRG1®™), Tew
(CD127"" CD62L"" KLRG1"™) zu den Zeitpunkten 4, 6 und 8 Monate p.i.. Die Diagramme rechts
zeigen die prozentuale Verteilung der Subpopulationen in der Gesamtheit der CD8" T-Zellen.
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Wie bereits beschrieben (siehe 3.1.7.1) wurden zu jedem Zeitpunkt die Lymphozyten von 5
linken Lungenhalften bzw. 5 Milzen aufgereinigt und im Anschluss an die AntikGrperfarbung
zytofluorometrisch analysiert. Die Charakterisierung der CD8" T-Zell- Subpopulationen in der
latent infizierten Lunge zu den Zeitpunkten 4, 6 und 8 Monate p.i. ist in Abbildung 3.20
gezeigt. Es ist deutlich zu erkennen, dass die SLECs in der Lunge mit ~30-50% der CD8" T-
Zellen die dominante Population darstellten, gefolgt von den Tgy mit ~10-20%, den EECs mit
~10-15% und den DPECs mit ~5-8%; den geringsten Anteil machten die T¢y mit < 3% aus
(Abb. 3.20, rechte Spalte).
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Abb. 3.21: Normierung der Subpopulationen Epitop-spezifischer CD8" T-Zellen in der Lunge

Die in Abb. 3.20 gezeigten Frequenzen der Subpopulationen Epitop-spezifischer CD8" T-Zellen in der
Lunge zu den Zeitpunkten 4, 6 und 8 Monate nach KMT wurden auf 1x10°> gesamt-CD8" T-Zellen
normiert.
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Eine ahnliche Verteilung der Subpopulationen war auch fir die Epitop-spezifischen CD8"
T-Zellen zu beobachten (Abb. 3.20, linke Spalte). Lediglich bei den M105-spezifischen CD8"
T-Zellen an den Monaten 4 und 6 dominierten die EECs statt der SLECs. Die SLECs
machten ~40-50% der Epitop-spezifischen CD8" T-Zellen aus, gefolgt von den EECs ~20-
30% (Ausnahme M105) und Tgy ~3-15%, sowie den T¢y mit <10%. Den geringsten Antell
machten die DPECs aus mit ~3% an Monat 4 und 6. An Monat 8 kam es allerdings zu einem
Anstieg der DPECs auf ~10-15%, vergleichbar mit den Tgy. Interessanterweise konnte fr
die M105-spezifischen CD8" T-Zellen an den Monaten 4 und 6 zwar ein geringerer Anteil an
SLECs nachgewiesen werden, dafir allerdings eine gréf3ere Menge EECs.

Die Normierung der Frequenzen der Subpopulationen Epitop-spezifischer CD8" T-Zellen in
der Lunge auf 1x10° gesamt-CD8" T-Zellen (Abb. 3.21), zeigte deutlich, dass die SLECs die
Hauptpopulation aller CD8" T-Zellen ausmacht, welche fiir die Zunahme der Epitop-
spezifischnen CD8" T-Zellen zwischen Monat 4 und 6 in der latent infizierten Lunge
verantwortlich sind. Auch die EECs zeigten einen Anstieg, der allerdings sehr viel geringer
war. Die Anstiege der DPECs, Tegy und Tey waren im Vergleich kaum nennenswert, jedoch
sollte erwéhnt werden, dass die M105-spezifischen DPECs im Gengenteil zu den ubrigen
Populationen an Monat 8 weiter zunahmen. Demzufolge sind die memory-Zellen, wie der
Begriff ‘memory inflation” vermuten lasst, nicht fir den Anstieg der CD8" T-Zellen wahrend

der Latenz verantwortlich.

Neben den CD8" T-Zell-Subpopulationen der Lunge wurden diese auch in der Milz
analysiert. Wie in Abbildung 3.22 zu erkennen ist, waren auch hier die SLECs die
dominierende Subpopulation unter allen Epitop-spezifischen CD8" T-Zellen, jedoch waren
auch wesentlich mehr DEPCs, Tgy und Tey nachweisbar. Der Anteil der M105-spezifischen
Tcwm Ubertraf an Monat 4 sogar den Anteil der SLECs, an Monat 6 waren beide Populationen
gleich stark vertreten. Der Anteil der DEPCs betrug unter den Epitop-spezifischen CD8" T-
Zellen an den Monaten 4 und 6 ~10% und stieg an Monat 8 auf ~20% an. Die EECs
verhielten sich gegenteilig und nahmen zwischen Monat 6 und 8 ab. Fir die Epitop-
spezifischen CD8" T-Zellen in der latent infizierten Milz ergab sich folgende Hierarchie
(Ausnahme M105, Monat 4 und 6): SLECs (~30-50%) > Teym (~10-20%), Tcm (~5-30%) und
DPECs (~10-20%) > EECs ~5-15%.

Betrachtet man die Verteilung der Subpopulationen in der Gesamtheit der CD8" T-Zellen der
Milz so dominierten an Monat 4 zunachst die SLECs mit einem Anteil von ~30%, mit
fortschreitender Zeit nahm der Anteil der SLECs jedoch ab und der Anteil der Tgy erhdhte
sich. Die EECs nahmen von ~13% an Monat 4 auf ~3% an Monat 8 ab. Der Anteil der

DEPC:s stieg gegenteilig von ~2% an Monat 4 auf ~5% an den Monaten 6 und 8 an. Die T¢y
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machten zu allen Zeitpunkten < 3% aller CD8" T-Zellen aus. Allgemein kann man sagen,

dass in der Milz, wie erwartet, mehr Epitop-spezifische Tgy und Ty hachgewiesen wurden.
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Abb. 3.22: Charakterisierung der CD8" T-Zell-Subpopulationen in der latent infizierten Milz

In der linken Spalte ist der prozentuale Anteil der jeweiligen Subpopulationen innerhalb der IE1-,
m164- oder M105-spezifischen CD8" T-Zellen dargestellt. Die Differenzierung erfolgte anhand der
folgenden Markerkombinationen: EECs (CD127"" CD62L"" KLRG1°"), SLECs (CD127°“ cD62L""
KLRG1"™", DPECs (CD127"%" cD62L"" KLRG1"™), Tgy (CD127"" CD62L™" KLRG1™), Tew
(CD127"" cD62L"" KLRG1"™™) zu den Zeitpunkten 4, 6 und 8 Monate p.i.. Die Diagramme rechts
zeigen die prozentuale Verteilung der Subpopulationen in der Gesamtheit der CD8" T-Zellen.

Auch nach Normierung der Frequenzen der Subpopulationen Epitop-spezifischer CD8" T-
Zellen in der Milz auf 1x10° gesamt-CD8"* T-Zellen (Abb. 3.23), wurde deutlich, dass die
SLECs die Hauptpopulation aller CD8" T-Zellen ausmachen, welche fir die Zunahme der

Epitop-spezifischen CD8" T-Zellen an Monat 6 in der latent infizierten Milz verantwortlich
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sind. EECs und Tgy trugen in der Milz zu etwa gleichen sehr viel geringeren Anteilen zum
Anstieg der Epitop-spezifischen CD8" T-Zellen bei. Damit sind auch in der Milz die SLECs
hauptséachlich fir die “‘memory inflation” verantwortlich. Die DPECs zeigten in der Milz einen
interessanten Phanotyp. Im Gegensatz zu den ubrigen Subpopulation, die nach 8 Monaten
im Vergleich zu Monat 6 wieder abnahmen, kam es fir die DEPCs zu einem fortwahrenden
Anstieg zwischen den Monaten 5 und 8.
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Abb. 3.23: Normierung der Subpopulationen Epitop-spezifischer CD8" T-Zellen in der Milz

Die in Abb. 3.22 gezeigten Frequenzen der Subpopulationen Epitop-spezifischer CD8" T-Zellen in der
Milz zu den Zeitpunkten 4, 6 und 8 Monate nach KMT wurden auf 1x10° gesamt-CD8" T-Zellen
normiert.
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Besonders im Falle der M105-spezifischen CD8" T-Zellen der Lunge an den Monaten 4 und
6 p.. wurde bei einem geringeren Anteil an SLECs im Vergleich zu Monat 8, ein
gleichzeitiger Anstieg der EECs beobachtet. Dieses Phdnomen sollte genauer untersucht
werden.

Da bereits bekannt war, dass IFN-y die Differenzierung von CD8" T-Zellen zu SLECs (Cui et
al., 2009) und die Expansion der SLECs fordert (Whitmire et al., 2005), sollte in einem
weiteren Versuch die Detektion IFN-y* Epitop-spezifischer CD8" T-Zellen erfolgen. Zu den
Zeitpunkten 4, 6 und 8 Monate p.i. wurden aufgereinigte Lymphozyten aus Lunge und Milz
mit Hilfe synthetischer Peptide (IE1 und M105) zur IFN-y-Produktion stimuliert (siehe 2.2.3.9)
und dieses intrazellular nachgewiesen (siehe 2.2.4.3).
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Abb. 3.24: Detektion des intrazellularen IFN-y Epitop-spezifischer CD8" T-Zellen in Lunge und
Milz

Die CD8" T-Zellen wurden mittels synthetischen Peptiden zur IFN-y-Produktion stimuliert. Die
Akkumulation von IFN-y in der Zelle wurde durch BrefeldinA erreicht und ermdglichte die
zytofluorometrische Detektion des intrazellularen IFN-y. In der unteren Spalte ist jeweils der
prozentuale Anteil IFN-y* Zellen pro IE1- und M105-spezifischer CD8" T-Zellen zu den Zeitpunkten 4,
6 und 8 Monate nach KMT dargestellt. Im Vergleich dazu zeigt die obere Spalte den prozentualen
Anteil IE1- und M105-spezifischer SLECs zu den gleichen Zeitpunkten. In der linken Spalte sind die
Daten fir die Lunge, in der rechten Spalte die Daten fiir die Milz zu sehen.
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In Abbildung 3.24 sind der prozentuale Anteil der Epitop-spezifischen SLECs (obere Reihe)
und die Menge der IFN-y produzierenden Epitop-spezifischen CD8" T-Zellen (untere Reihe)
dargestellt. Insgesamt war der Anteil an IFN-y* CD8" T-Zellen in der Milz niedriger als in der
Lunge, genauso verhielt es sich fir den Anteil an Epitop-spezifischen SLECs. Zwar waren
sowohl die Frequenz der IE1l-spezifischen SLECs als auch die Frequenz der IE1-
spezifischen IFN-y* CD8" T-Zellen in Milz und Lunge stets hoher als die Frequenzen fir
M105, allerdings konnte kein direkter Zusammenhang zwischen IFN-y und SLECs

nachgewiesen werden.

Zusammenfassung: Die Charakterisierung der Subpopulationen Epitop-spezifischer CD8" T-

Zellen in der latent infizierten Lunge ergab fir alle analysierten Zeitpunkte (4, 6 und 8
Monate p.i.) folgende Hierarchie: SLECs (~40-50%) > EECs (~20-30%) > Tgy (~3-15%) >
Tem (€10%) > DPEC (~3% Monat 4 und 6; Ausnahme Monat 8: ~10-15%). Eine weitere
Ausnahme bildeten die M105-spezifischen CD8" T-Zellen an den Monaten 4 und 6, hier
dominierten die EECs statt der SLECs. Vor allem fir M105 konnte beobachtet werden, dass
eine geringere Menge an SLECs stets mit einer groReren Anzahl EECs einherging.

Die Analyse der Milz lieferte folgende Hierarchie der Subpopulationen Epitop-spezifischer
CD8" T-Zellen: SLECs (~30-50%) > Tgy und Ty (~10-20% bzw. ~5-30%) > EECs ~5-15% >
DPECs (~2-5%). Auch hier bildete M105 wieder eine Ausnahme, in Monat 4 Ubertrafen die
M105-spezifischen T¢y den Anteil der SLECs, in Monat 6 waren beide Populationen gleich
stark vertreten. Wie zu erwarten konnte in der Milz eine grof3ere Menge memory-Zellen
detektiert werden.

Auch nach Normierung der Frequenzen der Subpopulationen Epitop-spezifischer CD8" T-
Zellen auf 1x10° gesamt-CD8" T-Zellen in Milz und Lunge verdeutlichte, dass die SLECs die
Hauptpopulation aller CD8" T-Zellen ausmachen, welche fir die Zunahme der Epitop-
spezifischen CD8" T-Zellen in der latent infizierten Lunge und Milz verantwortlich sind.
Demzufolge sind die SLECs und nicht die memory-Zellen, wie der Begriff ‘'memory inflation
vermuten lasst, fur den Anstieg der CD8" T-Zellen wahrend der Latenz verantwortlich.

Einen Interessanten Phanotyp zeigten die DPECs in der Milz und die M105-spezifischen
DPECs in der Lunge; zwischen Monat 5 und 8 war ein fortwahrender Anstieg dieser Zellen
zu beobachten.

Zwischen IFN-y und SLECs konnte kein direkter Zusammenhang nachgewiesen werden.
Demzufolge handelt es sich bei den SLECs nicht um die IFN-y* CD8" T-Zell-Population.
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3.2 Ist eine IE-Genexpression zur Etablierung von Latenz notwendig?

Im zweiten Teil dieser Arbeit lag der Fokus auf der Latenz-Etablierung. Da das mCMV-
Genom bereits kurz nach Infektion als zirkulares Episom im Nukleus der Wirtszelle vorliegt
(Marks & Spector, 1984) und mit Histonen assoziiert ist, erfolgt die Latenz-Etablierung
vermutlich schon zu sehr frlhen Zeitpunkten. Bevan et al. (1996) zeigten, dass Virus-
Replikation nicht notwendig ist, um Latenz zu etablieren. Auch Arbeiten mit einer AM94-
mCMV-Mutanten, welche nach Infektion einer Zelle diese nicht mehr verlassen kann,
zeigten, dass bereits die erste Infektionsrunde zur Latenz-Etablierung ausreicht (Mohr et al.,
2010).

In der vorliegenden Arbeit sollte geklart werden, ob eine IE-Genexpression der Etablierung
von Latenz vorausgeht. Hierbei kam das bereits etablierte Modell der Diphtherietoxin (DT)-
vermittelten Zelldepletion zum Einsatz (Scheller, 2011). Das rekombinante Virus mCMV-
Aie2-DTR kodiert fir den simian Diphtherietoxin-Rezeptor (DTR), der nach Infektion auf der
Oberflache von mCMV-Aie2-DTR infizierten Zellen exprimiert wird. Eine DT-Applikation
induziert in der Folge die Depletion dieser Zellen. Fur die Frage, ob Genexpression zur
Etablierung der Latenz notwendig ist, bietet sich dieses Modelsystem an, da das dtr-Gen
unter Kontrolle des ie2-Promotors steht, so dass es hach IE-Genexpression zur Prasentation
des DTR kommt. In Abbildung 3.25 ist die schematische Darstellung der verwendeten
Virusrekombinante mCMV-Aie2-DTR gezeigt.

mCMV-Aie2-DTR
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Abb. 3.25: Schematische Darstellung der Virusrekombinante mCMV-Aie2-DTR

Dieses Virus basiert auf mCMV-WT-BAC und enthalt zusatzlich ein fur den simian DTR kodierendes
Gen, welches unter Kontrolle des ie2-Promotors steht. Bei der Insertion des dtr-Gens mit
darauffolgendem Stop-Codon in das Exon 1 des ie2-Gens wurden 46bp von Exon 1 deletiert
(Scheller, 2011). Folglich kann nur DTR transkribiert werden und kein IE2.
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Mit Hilfe dieser Rekombinante sollte versucht werden, zwischen zwei Hypothesen der
Latenz-Etablierung zu unterscheiden: Zum einen kénnte das Genom von Anfang an inaktiv
vorliegen, so dass kein DTR exprimiert wird und die Zelle DT-resistent bleibt. Oder aber es
kommt zur IE-Genexpression und die DT-Applikation ermdéglicht folglich die konditionale
Depletion aller Zellen, die den DTR auf ihrer Oberflache exprimieren (Abb. 3.26). Zur
Uberprufung der Hypothesen sollte die Genom-Load im latent infizierten Zelltyp der Leber,
den LSECs, nach akuter Infektion mit und ohne DT-Applikation bestimmt werden. In Folge
einer IE-Genexpression ware nach DT-Applikation kein Genom mehr nachweisbar, wahrend

in Zellen mit inaktiven Genomen virale DNA quantifizierbar ware.

IE Transkripte "\ NN AN
DTR VWV

Apoptose Keine Apoptose

U

Verlustviraler Genome Latenz

Abb. 3.26: Modell zur Untersuchung der mCMV-Latenz-Etablierung

Es kommen zwei mdogliche Modelle der Latenz-Etablierung in Frage: in Modell A wird von
vorhergehender IE-Genexpression ausgegangen, wahrend das Genom in Modell B von Anfang an
inaktiv ist. Trifft Modell A zu kdme es aufgrund der Zelldepletion zum Verlust der viralen Genome.
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321 Optimierung der repetitiven DT-Applikation in vivo

Da das Modell der Zelldepletion bereits etabliert war, und die Funktionalitdt des DTR sowohl
in vitro als auch in vivo, sowie der optimale Zeitrahmen zur DT-Applikation bereits bestimmt
werden konnte (Scheller, 2011), erfolgte im Rahmen dieser Arbeit lediglich eine weitere
Optimierung der DT-Konzentration zur in vivo Applikation. Es war bekannt, dass eine
dreimalige i.v. DT-Applikation von 50ng/g Koérpergewicht zum Tod der Versuchstiere fihrt,
aber eine finfmalige DT-Gabe von 10ng/g Korpergewicht toleriert wird. Zur weiteren
Optimierung der DT-Konzentration wurde nun die repetitive Applikation von DT, entweder 3x
oder 5x, mit einer Konzentration von 20 und 30ng/g Koérperwicht im Vergleich zu 10ng/g
Maus untersucht (siehe Modell Abb. 3.27).

Hierfir wurden immunsupprimierte BALB/cJ Mause mit mCMV-Aie2-DTR i.pl. infiziert und
wie beschrieben mit DT behandelt. Die erste Applikation erfolgte 6h p.i., alle weiteren
Applikationen in einem Abstand von 16h. Nach 10 Tagen wurden in Speicheldriise und
Lunge die Virustiter bestimmt (siehe 2.2.1.5.2). Aus der Leber wurde zusatzlich mittels IE1-

spezifischer IHC die Anzahl infizierter Zellen ermittelt (siehe 2.2.7.2).

10,20 oder30ng DT/g Maus

mCMV-Aie2-DTR 6 22 38 [hpil]
6.5Gy {é} ot
\/\ / Repetitive DT Applikation Akute
e 3x Infektion @
Organentnahme
\l 10,20 oder30ng DT/g Maus Tag 10
BALB/cJ [ 1 1 [ | BALB/cJ

6 22 38 54 70 [hpil]

(A A

Repetitive DT Applikation
5x

Abb. 3.27: Modell zur Optimierung der DT-Applikation in vivo

Zur Ermittlung der optimalen DT-Konzentration fir in vivo Versuche mit immunsupprimierten, i.pl.
mCMV-Aie2-DTR-infizierten BALB/cJ Mausen wurden den Tieren 10, 20 oder 30ng
DT/g Korpergewicht i.v. injiziert. Die DT-Gabe erfolgte repetitiv entweder drei- oder funfmal, beginnend
6h p.i. in einem Abstand von 16h. An Tag 10 p.i. wurden die Organe zur Bestimmung des Virustiters
bzw. der Anzahl infizierter Zellen entnommen.

Wie aus Abbildung 3.28 deutlich wird, fihrte eine dreimalige i.v. DT-Applikation von 10ng/g
Korpergewicht zu einer Reduktion der Viruslast um ~1,5 logs-Stufen in Speicheldrise und
Lunge und um ~1 logy,-Stufe in der Leber. Die Erhéhung der Dosis auf 20 bzw. 30ng DT/g
Korpergewicht steigerte den Effekt auf ~2 bzw. ~2,5 logo-Stufen in Speicheldrise und Lunge

und auf ~1,5 bzw. ~4 log;o-Stufen in der Leber. Eine fiinfmalige Gabe von 10 bzw. 20ng DT/g
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Maus resultierte in einem um ~2 log,o-Stufen geringeren Virustiter in der Lunge. In der Leber
konnte eine um ~3 log;o-Stufen geringere Viruslast beobachtet werden. Nach flinfmaliger
DT-Applikation mit einer Dosis von 10ng/g Korpergewicht wurde der Titer der Speicheldriise
um ~2,5 logio-Stufen reduziert, bei weiterer Erhéhung der DT-Konzentration lag der Virustiter
unter der Detektionsgrenze. Eine finfmalige DT-Applikation von 30ng/g Korpergewicht fiihrte
in allen untersuchten Organen zur fast vollstandigen Reduktion der Viruslast unterhalb des
Detektionslimits. Daher wurde dieses Applikationsmodell fir alle folgenden in vivo Versuche

gewahlt.
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Abb. 3.28: Reduktion der Viruslast nach repetitiver DT-Applikation in vivo

Immunsupprimierte BALB/cJ Mause wurden mit 2x10° PFU mCMV-Aie2-DTR i.pl. infiziert, an Tag 10
p.i. erfolgte die Organentnahme. Die Bestimmung der Virustiter in Speicheldriise und Lunge nach drei-
(graue Punkte) bzw. finfmaliger (schwarze Punkte) DT-Gabe mit einer Konzentration von 10, 20 oder
30ng DT pro g Koérpergewicht erfolgte im Plaque-Assay. Im Vergleich dazu ist der Virustiter ohne DT-
Applikation dargestellt (weil3e Punkte) (A). Zusétzlich erfolgte die Analyse der Anzahl infizierter
Leberzellen. Dazu wurden die viralen IE1 Proteine mittels IHC angefarbt und die positiven Zellen pro
10mm? ausgezahlt (B). Jeder Punkt steht fir eine Maus, die schwarzen Balken reprasentieren die
Mediane von 5 Tieren pro Konzentration.
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3.2.2 DT vermittelt nach mCMV-Aie2-DTR Infektion einen antiviralen Effekt in

vitro und in vivo

Der Effekt der DT-Applikation wird durch die Blockade des EF-2 und damit durch die
Hemmung der viralen und zellularen Translation, sowie durch Induktion von Apoptose
vermittelt (Kato & Pappenheimer, 1960). Dies verursacht eine antivirale Aktivitat und damit
einen Schutz vor der mCMV-Infektion. In in vitro und in vivo Versuchen sollte diese Aktivitat

nun nachgewiesen werden.
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Abb. 3.29: Nachweis des DT-vermittelten antiviralen Effekts nach mCMV-Aie2-DTR Infektion

(A) DT verursacht eine antivirale Aktivitat in vitro. MEF wurden mit einer MOI von 4 mit mCMV-Aie2-
DTR zentrifugal infiziert und mit einer Konzentration von 100ng/ml DT behandelt, eine infizierte
Kontrollgruppe blieb unbehandelt. 48h nach der Infektion erfolgte die zytofluorometrische Analyse der
MHC-I (H-2Kd) Expression auf den Zellen. Infizierte Zellen sind H-2K®, nicht-infizierte Zellen H-2K%+.
(B) Effekt der DT-Applikation in vivo. Im Vergleich ist die rechte hintere Extremitat von i.pl. mCMV-
Aie2-DTR-infizierten BALB/cJ Mausen ohne Behandlung bzw. mit DT-Behandlung (verschiedene
Konzentrationen 10, 20 oder 30ng/Korpergewicht, drei- oder fiinfmal repetitiv i.v. verabreicht)
dargestellit.

Zur in vitro Analyse wurden MEF (MOI = 4) mit mCMV-Aie2-DTR zentrifugal infiziert und mit
DT (100ng/ml) behandelt, eine Kontrollgruppe blieb unbehandelt. In Abbildung 3.29 A ist die
zytofluorometrische Analyse der Zellen 48h nach Infektion dargestellt. Die Farbung mit
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einem a-H-2K® Antikorper erlaubte die Differenzierung zwischen infizierten und nicht-
infizierten Zellen. Dieser Antikdrper markiert MHC-Klasse-I-Molekile auf der Zelloberflache,
die wahrend der produktiven Infektion durch virale Immunevasine herunter reguliert werden.
Die H-2K® negative Population stellt also infizierte und die H-2K" positive Population nicht-
infizierte Zellen dar. Die antivirale Aktivitdt nach DT-Applikation mit 93,2% nicht-infizierten
und lediglich 6,8% infizierten Zellen (Abb. 3.29 A, links), im Vergleich zur unbehandelten
Kontrollgruppe mit 99% infizierten Zellen (Abb. 3.29 A, rechts) war deutlich zu erkennen.

In dem bereits vorgestellten in vivo Versuch (Abb. 3.27) zur Optimierung der DT-Applikation,
war der antivirale Effekt bereits mit dem blof3en Auge anhand einer reduzierten Pathogenitat
am Infektionsort zu sehen (Abb. 3.29 B). Ohne DT-Behandlung war eine deutliche
Hamorrhagie und Schwellung der Hinterpfoten zu erkennen, mit steigender Konzentration
und Anzahl der DT-Applikationen war dieser Phanotyp nur sehr schwach bzw. gar nicht

sichtbar.

3.2.3 Nachweis von mCMV-Aie2-DTR infizierten Leberzellen und der DT-

vermittelten Depletion dieser Zellen mittels DTR-spezifischer ISH

Zum direkten Nachweis der DT-vermittelten Depletion infizierter Zellen im Gewebeverband
wurde eine DTR-spezifische ISH etabliert. Die hierflir benétigte spezifische DTR-Sonde
umfasst die komplette Sequenz des dir-Gens und ist Uber ihre gesamte Lange mit
Digoxigenin markiert (2.2.5.17); diese Sonde detektiert spezifisch mCMV-Aie2-DTR infizierte
Zellen. Mit Hilfe einer gB-spezifischen, Fluorescein-markierten Sonde konnten sowohl
MCMV-Aie2-DTR- als auch mCMV-WT-BAC-infizierte Zellen nachgewiesen werden.
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Abb. 3.30: Modell zur histologischen Analyse mCMV-Aie2-DTR- und mCMV-WT-BAC-
koinfizierter, DT-behandelter Leberzellen

Immunsupprimierte BALB/cJ Mause wurden mit 2x10° PFU eines 1:1 Gemisches der beiden Viren
mCMV-Aie2-DTR und mCMV-WT-BAC i.pl. infiziert und anschlieBend mit DT (5x 30ng/g
Kdrpergewicht) behandelt, eine Kontrollgruppe bekam PBS verabreicht. An Tag 10 p.i. wurde die
Leber entnommen, die Detektion der infizierten Zellen erfolgte durch ISH Uber DTR- und gB-
spezifische Sonden.
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Zum Nachweis der Selektivitat der DT-Applikation wurde das in Abbildung 3.30 dargestellte
Modell einer Ko-Infektion mit mCMV-Aie2-DTR und mCMV-WT-BAC etabliert. Nach Infektion
immunsupprimierter BALB/cJ Mause mit einem 1:1 Gemisch beider Viren erfolgte eine
funfmalige DT-Gabe mit einer Konzentration von 30ng/g Maus in einem Zeitintervall von 16h,
beginnend 6h nach Infektion. Die Kontrollgruppe wurde zu den gleichen Zeitpunkten mit PBS
behandelt. An Tag 10 wurden histologische Leberschnitte angefertigt (2.2.7.1) und eine
DTR- und gB-spezifische ISH durchgefuhrt (2.2.7.3). Die Umsetzung des Substrates
DAB/Nickel bewirkte eine Schwarzfarbung mCMV-Aie2-DTR infizierter Zellen, das Substrat
Neufuchsin verursachte eine Rotfarbung mCMV-WT-BAC infizierter Zellen.

PBS

Abb. 3.31: Histologischer Nachweis der DT-vermittelten Depletion mCMV-Aie2-DTR infizierter
Zellen

Infizierte Zellen wurden in Leberschnitten von mCMV-Aie2-DTR und mCMV-WT-BAC ko-infizierten
Méausen mittels DTR- und gB-Sonden detektiert. Die gB-Sonde wurde mit roter, die DTR-Sonde mit
schwarzer Farbreaktion nachgewiesen. Beide Viren kodieren gB, wahrend alleine mCMV-Aie2-DTR
das dtr-Gen tragt. Demzufolge sind alle infizierten Zellen rot gefarbt, in mCMV-Aie2-DTR oder ko-
infizierten Zellen kommt es zur Uberlagerung der roten Farbe mit der Schwarzfarbung durch die DTR-
Sonde. In der PBS-Gruppe sind sowohl schwarz (mCMV-Aie2-DTR oder koinfizierte) als auch rot
gefarbte (MCMV-WT) Zellen detektierbar. Nach der DT-Behandlung kommt es zur Ausléschung der
MCMV-Aie2-DTR infizierten Zellen und es sind nur noch rot gefarbte mCMV-WT infizierte Zellen zu
sehen. Die Balken reprasentieren 50um.

Abbildung 3.31 zeigt die ISH in Leberschnitten PBS- bzw. DT-behandelter Tiere nach
Koinfektion. Wie zu erwarten waren nach PBS-Applikation sowohl schwarz gefarbte mCMV-
Aie2-DTR infizierte, als auch rote mCMV-WT-BAC infizierte Zellen nachweisbar. Es ist zu

beachten, dass die DTR-spezifische Schwarzfarbung eine Uberlagerung der roten gB-
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spezifischen Farbe verursacht. Nach fluinfmaliger Applikation von 30ng DT/g Maus konnten
nur noch rot gefarbte mCMV-WT-BAC infizierte Zellen detektiert und somit der direkte
Nachweis der DT-vermittelten Depletion mCMV-Aie2-DTR infizierter Zellen erbracht werden.

3.24 Analyse der Anzahl viraler Genome nach durchflusszytometrischer

Sortierung vitaler Zellen in vitro

Um zwischen den beiden zu Beginn aufgestellten Hypothesen der Latenz-Etablierung (Abb.
3.26), also einem von Anfang an inaktiven Genom oder einem Genom, welches IE-
Expression zur Etablierung von Latenz benétigt, unterscheiden zu kénnen, musste eine
Selektion auf lebende Zellen erfolgen. Anderenfalls wirde man eventuell noch in den
apoptotischen Zellen enthaltene Genombruchstiicke detektieren und ein verfélschtes

Ergebnis erhalten.
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Abb. 3.32: Durchflusszytometrische Analyse von Annexin V/7-AAD gefarbten MEF zur
Identifizierung der lebenden Zellpopulation

Das Diagramm oben links zeigt die Farbung nicht-infizierter MEF als Negativkontrolle. Als
Positivkontrolle erfolgte der Zusatz von 1uM des Apoptose-Auslésers Straurosporin 30min vor
Analyse. Fiir die Analyse der Ubrigen Ansétze wurden MEF mit mCMV-Aie2-DTR (MOI 4) zentrifugal
infiziert. Die Gruppe +DT wurde mit 100ng/ml DT behandelt, der —-DT-Ansatz blieb unbehandelt. Die
Zellen wurden 48h nach Infektion Annexin V-FITC und 7-AAD gefarbt. Lebende Zellen sind jeweils im
unteren linken Quadranten zu sehen, Apoptotische im oberen linken und nekrotische Zellen im oberen
rechten Quadranten.
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Bevor mit in vivo Studien begonnen wurde, erfolgte die Testung des Systems in vitro mit
MCMV-Aie2-DTR-infizierten MEF (MOI 4). Mit Hilfe einer Annexin V/7-AAD Farbung konnte
zytofluorometrisch zwischen lebenden, apoptotischen und nekrotischen Zellen unterschieden
werden (Abb. 3.32). Der Apoptosemarker Annexin V farbt das membranstandige
Phosphatidylserin (PS), welches bereits friih in der Apoptose von der inneren auf die aul3ere
Seite der Zellmembran transloziert. Der DNA interkalierende Farbstoff 7-AAD ist nicht
membrangéngig und farbt daher nur nekrotische Zellen mit zerstérter Membranintegritat.
Nach Infektion der Zellen wurde eine Gruppe mit 100ng/ml DT behandelt, eine Gruppe blieb
unbehandelt. Als Positivkontrolle wurde ein Ansatz nicht-infizierter MEF 30min vor Analyse
mit Staurosporin (1puM), einem Apoptose-Ausloser, versetzt. Nicht-infizierte, unbehandelte
MEF fungierten als Negativkontrolle. 48h nach Infektion erfolgte die Analyse.

Wie in Abbildung 3.32 dargestellt, befanden sich in der Negativkontrolle der nicht-infizierten
MEF lediglich 2% apoptotische Zellen, nach Auslésen von Apoptose mittels Staurosporin
waren 11,6% der Zellen apoptotisch. Ein vergleichbarer Anteil von apoptotischen Zellen, mit
10,8%, war nach DT-Behandlung nachweisbar. Ohne DT-Behandlung waren 7,8% der

infizierten MEF nekrotisch, Apoptose war in diesem Ansatz kaum zu finden.
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Abb. 3.33: Depletion mCMV-Aie2-DTR-infizierter Zellen in vitro

MEF wurden mit einer MOI von 4 mit mCMV-Aie2-DTR zentrifugal infiziert und mit einer Konzentration
von 100ng DT /ml behandelt, eine Kontrollgruppe blieb unbehandelt. In der rechten Spalte ist die
Anzahl der viralen Genome/10° Zellen von MEF Kulturen mit und ohne DT-Behandlung dargestellt.
Die Abbildung links zeigt die gleiche Analyse bei vorheriger positiver Selektion der vitalen Zellen. So
konnte die Detektion von viralen Genomen apoptotischer Zellen vermieden werden. Die schwarzen
Balken reprasentieren die Mediane.
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Die mittels FACS von den ubrigen Zellpopulationen abgetrennten vitalen Zellen standen zur
weiteren Analyse bereit. Nach Isolierung der DNA aus den Zellen (2.2.5.1.3) der lebenden
Population mCMV-Aie2-DTR-infizierter MEF zum Zeitpunkt 48h p.i., mit (100ng/ml) und ohne
DT-Behandlung, erfolgte die Quantifizierung der viralen Genome mittels gB-spezifischer
gPCR (2.2.5.3). Die viralen Genome wurden durch eine zusétzliche pthrp-spezifische gPCR
auf 1x10° Zellen normiert.

Die Analyse der viralen Genome in der vitalen Zellpopulation mCMV-Aie2-DTR infizierter
MEF zum Zeitpunkt 48h p.i. betrug nach Behandlung mit DT ~10° virale Genome/10° Zellen.
Im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe mit ~5x10° viralen Genomen/10° Zellen
bedeutete dies eine Reduktion der viralen Load um ~3,5 log;o-Stufen (Abb. 3.33, links). Die
noch nachweisbare Menge viraler Genome nach DT-Applikation scheint fir die Hypothese
des gene-silencing zu sprechen. Nahezu identische Werte wurden auch ohne
vorhergehende Selektion der vitalen Zellen ermittelt (Abb. 3.33, rechts), daher kénnte die
Verunreinigung durch virale Genome apoptotischer Zellen in vitro mdglicherweise zu

vernachlassigen sein.

Zusammenfassung: Nach DT-Behandlung (100ng/ml) mCMV-Aie2-DTR-infizierter MEF war

zum Zeitpunkt 48h p.i. ein Anteil von 10,8% der Zellen apoptotisch. In einem Ansatz ohne

DT-Behandlung war kaum Apoptose nachweisbar (1,4%). Nach positiver Selektion der
vitalen Zellpopulation wurde in der DT-behandelten Gruppe im Vergleich zur unbehandelten
Kontrollgruppe eine Reduktion der viralen Load um ~3,5 log;-Stufen nachgewiesen. Dieses

Ergebnis scheint fiir die Hypothese des gene-silencing zu sprechen

3.25 Analyse der Anzahl viraler Genome nach durchflusszytometrischer

Sortierung vitaler Zellen in vivo

Nach der erfolgreichen in vitro Etablierung folgten die in vivo Untersuchungen in infizierten
LSECs. Da bereits gezeigt wurde, dass LSECs der latent infizierte Zelltyp der Leber, mit ~10
Genomen pro Zelle, sind (Seckert et al., 2009), wurden diese fur die in vivo Studien
ausgewahlt. Zunachst erfolgte die Charakterisierung der akuten und latenten Infektion der
LSECs im Rahmen einer Kinetik. Auf der linken Seite der Abbildung 3.34 ist der Verlauf der
Infektion, sowohl in LSECs als auch in der gesamten Leber, wahrend der akuten Phase
dargestellt. Fur diesen Versuch wurden immunsupprimierte BALB/cJ Mause mit 2x10° PFU
MCMV-Aie2-DTR i.pl. infiziert und nach 2, 4, 6, 8 und 10 Tagen p.i. erfolgte die Entnahme
der Lebern. Von drei Tieren pro Zeitpunkt wurden die LSECs aus den Lebern isoliert (siehe
2.2.3.6), von drei weiteren Tieren wurde die gesamte Leber zur Analyse verwendet. Aus den
LSECs und der Gesamt-Leber wurden die viralen Genome mittels gB- und pthrp-spezifischer

gPCR guantifiziert.
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Die virale DNA-Load in der Leber und den LSECs stieg wahrend der akuten Infektion bis Tag
10 p.i. kontinuierlich an (Abb. 2.34, linke Seite). Wie zu erwarten war die virale Load in der
Gesamt-Leber hoher als in den LSECs, da die Hepatozyten den Hauptort der akuten
Infektion in der Leber reprasentieren. Zur Etablierung von Latenz wurde das unter Abbildung
3.4 beschriebene Infektionsmodell nach KMT verwendet. Analog zur akuten Phase wurde
auch hier die Anzahl der viralen Genome in der Gesamt-Leber bzw. in LSECs quantifiziert.
Im Vergleich zur akuten Infektion war wahrend der Latenz, zu den Zeitpunkten 3, 4, 6 und 8
Monate p.i., eine deutlich niedrigere virale DNA-Load detektierbar. Auf der rechten Seite von
Abbildung 3.34 ist deutlich erkennbar, dass die Load der LSECs an den Monaten 3 und 4
geringer als in der Gesamt-Leber war: An den Monaten 6 und 8 befanden sich wie erwartet
mehr Genome in den LSECs als in der Gesamt-Leber, da diese auch Zelltypen beinhaltet,

die nicht-infiziert sind. Unter allen Zellen einer Leber betragen die LSECs ~20%.
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Abb. 3.34: Kinetik der akuten und latenten mCMV-Infektion in der Leber und in LSECs

Die Anzahl der viralen Genome in der Leber sowie in isolierten LSECs ist fur die akute Infektion in
einem Zeitraum von 2-10 Tagen p.i. und in der Latenz fur die Zeitpunkte 3, 4, 6 und 8 Monate p.i.
dargestellt. Fiir die Analyse der akuten Infektion wurden immunsupprimierte BALB/cJ Mause mit 2x10°
PFU mCMV-Aie2-DTR infiziert, die Latenz-Studien erfolgten im KMT-Modell (siehe Abb. 3.4). Jeder
Punkt reprasentiert eine Maus, die schwarzen Balken stellen die Mediane dar.

In Abbildung 3.35 ist das Modell zur in vivo Untersuchung der zu Beginn aufgestellten
Hypothese der Latenz-Etablierung dargestellt. Immunsupprimierte BALB/cJ Mause wurden
mit MCMV-Aie2-DTR i.v. infiziert, anschlieRend erfolgte eine sechsmalige DT-Applikation
von 30ng/g Maus DT i.v., beginnend -6h p.i. in einem Intervall von 16h. Als Kontrollen
wurden jeweils eine unbehandelte und eine, zu den angegebenen Zeitpunkten, mit PBS
behandelte Gruppe verwendet. Die Enthnahme der Lebern und Isolierung der LSECs fand
16h nach der letzten DT-Gabe statt. Den in vitro Analysen entsprechend erfolgte auch hier

die positive Selektion der lebenden Zellen mittels FACS. Im Anschluss wurde eine
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Virustiterbestimmung durchgefiihrt und die viralen Genome wurden mittels gB- und pthrp-

spezifischer gPCR (2.2.5.3) quantifiziert.

mCMV-Aie2-DTR

{:é} +DT Detektion

30ng/g Maus viraler Genome/
Repetitiv: 6x, i.v. Virustiter
Intervall: 16h LSEC- Sortieren
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Abb. 3.35: Modell zur Analyse des Virustiters und der viralen Genome nach durchfluss-
zytometrischer Sortierung der vitalen LSEC-Population

Immunsupprimierte BALB/cJ Mause wurden mit 1x10° PFU mCMV-Aie2-DTR i.v. infiziert. Die
repetitive (6x, i.v.) DT-Applikation begann 6h vor der Infektion in einem Intervall von 16h und erfolgte
mit einer Konzentration von 30ng/g Korpergewicht. Eine infizierte Kontrollgruppe wurde zu den
gleichen Zeitpunkten mit PBS behandelt, eine weitere Gruppe blieb ohne Behandlung. 16h nach der
letzten DT-Gabe wurde die Lebern entnommen und daraus die LSECs isoliert. Nach Sortierung der
lebenden Zellen erfolgte die Analyse der Virustiter und der viralen Genome.

Fur die Virustiterbestimmung wurden 50ul der sortierten, vitalen Zellen in einen Plaque-
Assay eingesetzt. In Abbildung 3.36 sind die Ergebnisse der Virustiterbestimmung mCMV-
Aie2-DTR-infizierter LSECs mit bzw. ohne DT-Behandlung dargestellt. Es ist deutlich zu
erkennen, dass nach DT-Applikation kein infektioses Virus mehr in den lebenden Zellen

nachweisbar war. Unbehandelte, bzw. PBS-behandelte Zellen hingegen wiesen einen Titer
von ~2x10* PFU auf.
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Abb. 3.36: Depletion mCMV-Aie2-DTR infizierter Zellen in vivo -Virustiter

Aufgereinigte LSECs der DT-behandelten (6x, 30ng/g Koérpergewicht) Gruppe sowie der beiden
Kontrollgruppen (PBS, unbehandelt) wurden einer positiven Selektion der vitalen Zellpopulation
unterzogen. 50ul der Zellsuspension wurden im Plaque-Assay analysiert. Die schwarzen Balken
reprasentieren die Mediane.
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Die Quantifizierung der viralen Genome mittels gB- und pthrp-spezifischer gPCR ist in
Abbildung 3.37 gezeigt. Auf der linken Seite sind die Ergebnisse fur die sortierten, lebenden
Zellen mit und ohne DT-Behandlung zu sehen. Fir beide Kontrollgruppen (ohne
Behandlung; +PBS) war eine Anzahl von ~5x10° Genomen pro 1x10° Zellen detektierbar,
nach DT-Applikation erfolgte eine Reduktion der Load um ~2,5 log;,-Stufen auf ~1x10°

Genome.

Aufgereinigte LSECs

108 § 10° §
c 107 § c 107 §
ks 3 ks :
g 10° % ® S 1°] ooy
o 10° % o 10§
E 10° ¥ ~ g 10° § .
& 102 § S 102 3 —o
9 3 e 3
S 10' 1 S 10! 4
Z g Z g
1 T T T 1 T T
P o O Akute Infektion Latenz
- b

Abb. 3.37: Depletion mCMV-Aie2-DTR-infizierter Zellen in vivo —-DNA-Load

In der linken Spalte ist die Anzahl der viralen Genome/1x10° Zellen der DT-behandelten (6x, 30ng/g
Korpergewicht) Gruppe und der PBS- bzw. unbehandelten Kontrollgruppe, nach LSEC-Isolierung und
Sortierung der vitalen Zellen dargestellt (Infektionsmodell Abb. 3.35). Dem gegenuber ist in der
rechten Spalte die Anzahl viraler Genome von akut und latent mit 2x10° PFU mCMV-Aie2-DTR i.pl.
infizierten LSECs zu sehen (analog zu Abb. 3.34). Akute Infektion = Tag 6 p.i.; Latenz = Monat 4 p.i..
Jeder Punkt reprasentiert eine Maus; die schwarzen Balken stellen die Mediane dar.

Vergleicht man nun diese Resultate mit LSEC-Analysen der akuten Infektion (Tag 6 p.i.) und
der Latenz (4 Monate p.i.), die analog zu denen in Abb. 3.34 durchgefihrt wurden, so sind
gewisse Parallelen zu erkennen (Abb. 3.37, rechte Seite). Abgesehen von der etwas
hoheren Load im Falle der akuten Infektion auf der linken Seite der Abb. 3.37 ist in beiden
Fallen eine Reduktion der Anzahl viraler Genome um ~2,5 log;o-Stufen nachweisbar. Da
nach DT-Behandlung noch eine hohe Anzahl viraler Genome detektierbar war, vergleichbar
mit der Menge viraler Genome in LSECs wahrend der Latenz nach KMT, muss man von der
Glltigkeit der Hypothese des gene-silencing ausgehen. Im Falle des Modells der
vorhergehenden IE-Expression wére eine deutlich niedrigere Load, nahe oder unter der
Nachweisgrenze zu erwarten gewesen.

Allgemein lasst sich beobachten, dass eine repetitive (6x, i.v.) DT-Applikation, mit einer

Konzentration von 30ng/g Korpergewicht, von immunsupprimierten BALB/cJ Mausen nach
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Infektion mit mMCMV-Aie2-DTR zur Verhinderung einer akuten Infektion und zur Latenz-

Etablierung zu fihren scheint.

Zusammenfassung: Im in vivo Modell flihrte eine repetitive (6x, i.v.) DT-Applikation, mit einer

Konzentration von 30ng/g  Korpergewicht, in der vitalen LSEC-Population
immunsupprimierter BALB/cJ Mause, nach Infektion mit mCMV-Aie2-DTR, zur Verhinderung
der akuten Infektion. Im Vergleich zu einer unbehandelten bzw. PBS-behandelten
Kontrollgruppe lieR sich eine Reduktion der viralen Load um ~2,5 log;o-Stufen nachweisen.
Dabei war die Load der DT-Gruppe mit der Anzahl viraler Genome von LSECs wahrend der

Latenz vergleichbar.
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4 Diskussion

Nach der Primarinfektion etabliert CMV, wie alle anderen Herpesviren, lebenslange Latenz in
seinen Wirtszellen. In dieser Phase werden keine infektibsen Partikel gebildet und das Virus
liegt in einem nicht-replikativen Zustand vor. Allerdings kann es zu Reaktivierungen kommen,
die in immunsupprimierten Personen haufig zu lebensbedrohlichen Erkrankungen fihren. Da
die Mechanismen, die der Etablierung und Aufrechterhaltung der CMV-Latenz
zugrundeliegen, erheblich zur Pathogenitat des Virus beitragen, ist die Aufklarung dieser
Mechanismen von besonderer Wichtigkeit.

Es konnte bereits gezeigt werden, dass das virale Genom von mCMV wéhrend der Latenz
nicht vollstandig inaktiv vorliegt, sondern Episoden transienter, transkriptioneller Aktivitat
stattfinden. So wurden in latent infizierten Lungen, einem Hauptort der mCMV-Latenz, die
Transkripte des MIE-Lokus IE1 und IE2 nachgewiesen (Kurz et al., 1999; Kurz &
Reddehase, 1999; Grzimek et al., 2001). Auch fiir hCMV wurden bereits eine Reihe in der
Latenz exprimierter Transkripte nachgewiesen (Ubersicht: Slobedman et al., 2013). Der
Beitrag dieser Transkripte zur Etablierung und Aufrechterhaltung der Latenz wird jedoch
kontrovers diskutiert (Auswahl: White et al., 2000; Lunetta & Wiedeman, 2000; Cheung et al.,
2006; Goodrum et al., 2007).

Im Rahmen dieser Arbeit sollte erstmals die transkriptionelle Aktivitat der mCMV-Latenz in
vivo in einer Kinetik (iber mehrere Monate anhand der Expression der Transkripte IE1, IE3,
E1l, m164, M105 und M86 verfolgt werden.

Wahrend die Quantifizierung von Transkripten aus latent infizierten Geweben mittels
hochsensitiver RT-gPCR mdglich ist, konnte die virale Proteinexpression wahrend der
Latenz bisher nicht direkt nachgewiesen werden. Hinweise darauf wurden allerdings kiirzlich
von unserer Arbeitsgruppe erbracht. Da die virale Proteinmenge wahrend der Latenz unter
dem Detektionslimit des WesternBlots liegt, wurde der Nachweis tber die Expression eines
funktionalen DTR gefuhrt, dessen Gensequenz anstelle des ie2-Gens im CMV-Genom
insertiert war. Die DT-Applikation fiihrte nach Expression des DTR auf der Zelloberflache
latent infizierter Zellen zu einer deutlich reduzierten Anzahl latenter viraler Genome (Scheller,
2011). Weitere Hinweise ergaben sich aus der Verbindung zwischen der Epitop-spezifischen
CD8" T-Zell-Antwort und der transkriptionellen Aktivitat wahrend der Latenz (Simon et al.,
2006).

In der vorliegenden Arbeit wurde neben den Transkript-Expressionsanalysen zeitgleich die
immunologische Charakterisierung von immunodominanten, Epitop-spezifischen CD8" T-
Zellen (IE1, m164 und M105) vorgenommen. Dies sollte es ermdglichen, eine eventuelle
Verbindung der molekularen Latenz zur immunologischen Kontrolle zu erkennen. Eine

umfangreiche Charakterisierung einzelner Subpopulationen der Epitop-spezifischnen CD8" T-
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Zellen sollte genauere Erkenntnisse Uber die Vorgange der ‘memory inflation”-Entstehung
liefern.

Eine weitere Fragestellung bezog sich auf die Etablierung der Latenz und ob hierfir IE-
Genexpression notwendig ist. Dies wurde mit Hilfe des oben erwahnten DTR-Modells der
konditionalen Zell-Depletion untersucht.

Bis jetzt ist sehr wenig zur Etablierung der CMV-Latenz bekannt, es existieren jedoch
Arbeiten, die drauf schlieRen lassen, dass die Latenz-Etablierung vermutlich zu sehr frihen
Zeitpunkten nach Infektion stattfindet (Marks & Spector, 1984; Mohr et al., 2010).

4.1 Wahrend der Latenz findet Transkriptexpression auf geringem Level statt

Dass das latente herpesvirale Genom nicht in einem komplett inaktiven Zustand in seiner
Wirtszelle verweilt, sondern Phasen der transkriptionellen Aktivitat existieren, konnte bereits
mehrfach nachgewiesen werden. Die zugehdrigen Transkripte werden ,Latenz assoziierte
Transkripte“-LATs und speziell fur CMV ,CMV Latenz assoziierte Transkripte“-CLTs genannt.
Fur die LATs von HSV-1 und die Genprodukte der ORFs 4 und 63 von VZV wurde eine
wichtige Rolle bei der Latenz-Etablierung postuliert (Sawtell et al., 1992; Cohen et al., 2004;
2005). Des Weiteren erfolgt die Expression der Transkripte LMP-1/-2 und EBER-1/-2 von
EBV exkKlusiv in der Latenz (Robertson, 2010). Damit stellen diese Transkripte echte, Latenz-
spezifische Transkripte dar. Im Gegensatz dazu wird die Latenz-Spezifitat aller bisher
bekannten CLTs fur CMV, wie bereits erwéahnt, kontrovers diskutiert oder ist bereits widerlegt
worden. Deshalb ist der Begriff TELs-"transcripts expressed in latency” zu bevorzugen, da er
eine Expression der TELs in der akuten Phase der Infektion nicht ausschliel3t und lediglich
auf eine nachweisbare Expression wahrend der Latenz hinweist (Seckert et al., 2012).

Bisher wurden folgende TELs fur hCMV publiziert: Transkripte des ORF LUNA, antiparallel
zur UL81-82 Region (Bego et al., 2005), Transkripte der Genregion US28 (Beisser et al.,
2001) und UL111.5A. Dabei ist fur UL111.5A ein differierendes splicing in produktiver und
latenter Infektion bekannt (Kotenko et al., 2000; Jenkins et al., 2004). Weitere TELs stellen
einige sense und antisense Transkripte der MIE-Region (Kondo et al., 1994; 1996) und die
Transkripte der Genregion UL138 dar. Die Beteiligung von UL138 an der Latenz-Etablierung
ist gegenwartig heftig umstritten (pro: Goodrum et al., 2007; contra: Kondo et al., 1994; Hahn
et al., 1998; White et al., 2000; Cheung et al., 2006).

Cheung et al. (2006) demonstrierten mittels microarray-Technologie die Anwesenheit von 37
verschiedenen Transkripten in infizierten myeloiden Progenitorzellen. Da gezeigt wurde,
dass Latenz in diesen Zellen nach 14 Tagen erfolgreich etabliert ist (Slobedman & Mocarski,
1999), fokussierte sich die in vitro Studie mit Analysezeitpunkten von 1, 2, 3, 5, und 11

Tagen p.i. auf sehr frihe Zeitpunkte, zu denen vermutlich die Etablierung der Latenz erfolgt.
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Die Arbeitsgruppe vermutet, dass das Vorhandensein eines gewissen Transkript-Musters die

Latenz-Etablierung erst ermdglicht.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde nun erstmals eine longitudinale in vivo Studie zur
transkriptionellen Aktivitat wahrend der mCMV-Latenz durchgefuhrt. Dazu wurden die
Kinetiken einiger ausgewahlter Transkripte in der Lunge verfolgt. Friihere Arbeiten unserer
Gruppe identifizierten die Lunge als einen Hauptort der mCMV-Pathogenese (Reddehase et
al., 1985). Zusatzlich war die Zahl der latenten viralen Genome nach Uberstandener
produktiver Infektion in diesem Organ besonders hoch (Balthesen et al, 1993).
Weiterfiihrende Arbeiten demonstrierten, dass die produktive Infektion in der Lunge nach 3-4
Monaten vollstandig terminiert ist und die latenten viralen Genome annahernd gleichmé&Rig
verteilt in der Lunge vorliegen (Kurz et al., 1999).

Ebenso wie in den oben beschriebenen Arbeiten wurde auch in der Vorliegenden das
Latenzmodell der mCMV-Infektion nach Immunsuppression durch hamatoablative vy-
Bestrahlung und syngener, experimenteller KMT in BALB/cJ Méausen verwendet. In diesem
Modell konnte gezeigt werden, dass bereits 14 Wochen nach KMT kein infektioses Virus
mehr nachweisbar war und demzufolge ab diesem Zeitpunkt Latenz etabliert war (Abb. 3.5).
Die Analyse von Transkript-Expressionsmustern erfolgte mittels spezifischer RT-gPCR zu
den Zeitpunkten 4, 6 und 8 Monate nach Infektion. Als Material diente PolyA®™ RNA von
insgesamt acht Lungenstlicken des superioren, medialen und inferioren Lobus der rechten
Lungenhalfte, sowie des post-cavalen Lobus (PCL). Fir die Transkriptanalyse wurden
Vertreter aller drei kinetischen Klassen ausgewdahlt. Die Transkripte IE1 und IE3
reprasentierten die IE-Phase; E1, m164 und M105 die E-Phase und M86 die L-Phase.
Frihere Studien unserer Gruppe beschrieben die stochastische Expression der Transkripte
IE1 und IE2 in der Lunge (Kurz et al., 1999; Kurz & Reddehase 1999; Grzimek et al., 2001).
Das IE1 Protein fungiert als Ko-Transaktivator der E-Phase Genexpression (Messerle et al.,
1992), es spielt allerdings keine Rolle bei der Etablierung oder Aufrechterhaltung der Latenz
(Busche et al., 2009). Auch IE2, dessen genaue Funktion noch nicht aufgeklart wurde, ist
nicht an der Latenz-Etablierung oder Replikation beteiligt (Cardin et al., 1995). IE3, das
murine Homolog zu IE2 bei hCMV, fungiert als Schlissel-Transaktivator der E-Phase
Genexpression und ist essentiell fir eine erfolgreiche virale Replikation (Messerle et al.,
1992; Angulo et al., 2000). Interessanterweise konnten in den bisherigen Studien niemals
IE3-Transkripte in der latent infizierten Lunge nach KMT und mCMV-WT-Infektion detektiert
werden. In aufgereinigten LSECs, dem latent infizierten Zelltyp der Leber war es moglich 1E3
Transkripte wéahrend der Latenz nach KMT und mCMV-WT-Infektion zu detektieren (Seckert
et al., 2009). Auch nach Infektion mit einer IE1-Epitopmutanten (Simon et al., 2006) und
nach mCMV-WT-Infektion mit zusatzlicher TNF-a-Vorbehandlung (Simon et al., 2005) waren

IE3-Transkripte nachweisbar. Dies lasst vermuten, dass die in der hier vorliegenden Arbeit
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untersuchten Tiere moglicherweise durch zusatzliche Infektionen, bedingt durch die
Haltungsbedingungen einen erhdhten TNF-a-Level aufwiesen. Da IE1 und IE3 durch
alternatives splicing aus ihrem Vorlaufer-Transkript IE1/3 entstehen wurde vermutet, dass
dieses splicing einen molekularen Kontrollpunkt zur Aufrechterhaltung der Latenz
reprasentiert.

Fur das ebenfalls in die Analyse eingeschlossene Transkript E1 wurden bisher vier
verschiedene Isoformen beschrieben (Buhler et al., 1990; Ciocco-Schmitt et al., 2002). Damit
fuhrt ein differenzielles splicing des E1 Vorlaufer-Transkripts zur Entstehung von vier bisher
bekannten Proteinen (Ubersicht: Brune et al., 2013). In diesem Zusammenhang muss darauf
hingewiesen werden, dass durchaus mehr splice-Varianten der mCMV-Transkripte existieren
kénnten als bisher bekannt. Aufgrund der getroffenen Primer-Wabhl in dieser Arbeit kann nur
eine Aussage Uber jene Transkripte getadtigt werden, welche homolog zu den jeweils
amplifizierten Bereichen sind. Im Fall des E1-Transkripts binden die Primer Uber die Intron-
Exon-Grenzen der Exons 1 und 2 bzw. der Exons 3 und 2. Die Angabe dieser Informationen
(siehe 2.1.8.1) ist fUr die Evaluierung der Ergebnisse unter Beriicksichtigung zukinftiger
Erkenntnisse Uber splice-Varianten essentiell. Obwohl die E1-Proteine bereits seit geraumer
Zeit beschrieben sind, ist wenig Uber ihre Funktion bekannt. Sie scheinen die Expression von
Genen, die an der DNA-Replikation beteiligt sind, zu verstarken (Iskenderian et al., 1996;
Kerry et al., 1996). AuRerdem wurde postuliert, dass E1-Proteine dsDNA und ssDNA binden
sowie an den Orten der Replikation akkumulieren (lwayama et al., 1994). Tang et al. (2005)
beschrieben die Fahigkeit des grof3en E1-Proteins mit IE3 zu interagieren und damit die
Auto-Repression des iel/3-Promotors zu unterbinden.

Desweiteren wurde in der vorliegenden Arbeit die Expression des Transkripts M105
analysiert. Das zugehorige Protein stellt eine Untereinheit des herpesviralen Helikase-
Primase-Komplexes dar (Martignetti & Barrell, 1991; Rawlinson et al., 1996) und ist ein
struktureller Bestandteil des Virions (Varnum et al., 2004). Auf3erdem wurde die Expression
des Transkripts m164 untersucht. Der ORF m164 kodiert fur ein Glykoprotein (Rawlinson et
al., 1996; Daubner et al., 2010) und beinhaltet ebenso wie M105 ein immunodominantes
antigenes Peptid (Holtappels et al., 2002). Zusatzlich erfolgte die Analyse des L-Phase
Transkripts M86. Es kodiert fir das “major capsid protein”; das Hauptprotein des viralen
Capsids (Ubersicht: Caposio et al., 2013).

Alle ausgewahlten IE-, E- und L-Transkripte konnten in der vorliegenden Arbeit zu jedem
Zeitpunkt der Latenz detektiert werden. Im Mittel wurde fir jedes untersuchte Lungensttick,
das positiv fiir Transkripte war, eine Anzahl von ~100 Transkripten pro 2x10” zellularen R-
Actin Transkripten quantifiziert. Allerdings schwankten die Werte in einem Bereich von 10-
1000 Transkripten.
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Voraussetzung fir eine solche Analyse ist die Vergleichbarkeit der Sensitivitditen und
Effizienzen der jeweiligen Transkript-spezifischen RT-gPCRs. Die detektierten Transkripte
wurden anhand spezifischer in vitro-Transkriptstandards absolut quantifiziert. Um eine
Vergleichbarkeit der Amplifikationseffizienzen (E) der einzelnen Standards zu gewéhrleisten
durfte AE nicht mehr als 5% betragen. Diese Forderung wurde mit einem Wert von 4% sehr
gut erfullt. Die Bestimmung der Sensitivitatsgrenzen der spezifischen RT-gPCRs erfolgte
mittels limiting dilution Versuchen und ermdglichte die Berechnung der Detektionsgrenzen.
Diese lagen in Bereichen von 5-13 Kopien. Die in der vorliegenden Arbeit erfolgten Analysen
lagen demzufolge nahe am Detektionslimit. In Bezug auf Viruslatenz-Versuche stellen die
geringen Mengen nachweisbaren Materials das gréf3te Problem dar und erschweren das

Unterscheiden von technischen und biologischen Schwankungen (Bengtsson et al., 2008).

4.2 Die Transkriptexpression sinkt mit voranschreitender Zeit wahrend der

Latenz und ist stochastischer Natur

In der hier vorliegenden Arbeit konnte zum ersten Mal eine mit der Zeit voranschreitende
Abnahme der Transkriptmengen wahrend der Latenz in vivo nachgewiesen werden. Die
Generierung eines binaren Transkriptmusters ermdglichte eine bessere Ubersicht dieser
Beobachtung. Das entstandene Muster zeigte die stochastische Verteilung der
Transkriptexpression, welche in der Latenz im Gegensatz zur produktiven Infektion oder
infolge einer Reaktivierung nicht der klassischen IE-E-L-Kinetik folgt.

Insgesamt waren in den hier gezeigten Versuchen 37 von 40 getesteten Lungenstiicken an
Monat 4 positiv fir das IE1 Transkript. Mit voranschreitender Zeit konnte eine Reduktion der
positiven Stlcke auf 27 an Monat 6 und 22 an Monat 8 beobachtet werden. Ein starkerer
Ruckgang wurde fur die Transkripte IE3, E1 und m164 analysiert: IE3: 27-18-8, E1: 34-6-2,
m164: 36-10-4 positive Stiicke an den Monaten 4-6-8. Die Transkripte M105 und M86 waren
weniger stark vertreten: M105: 12-2-1, M86: 10-2-2 positive Stiicke an den Monaten 4-6-8.
Da die Transkriptexpression auch von der Zahl der latenten viralen Genome abhangig sein
kann, war es wichtig, diese parallel zur Transkriptmenge zu bestimmen. Die Load wurde pro
Monat aus zwei Lungenstiicken von insgesamt finf Mausen quantifiziert, wobei in Monat 4
im Mittel 5.000 Genome, in Monat 6: 2.000 und in Monat 8: 1.500 Genome pro 1x10° Zellen
vorhanden waren. Zwischen Monat 4 und 6 war eine signifikante Abnahme der viralen Load
zu beobachten, die moglicherweise den Ruckgang der Transkriptexpression beeinflusste.
Die Abnahme der Load zwischen Monat 6 und 8 war allerdings nicht signifikant und somit
der Riuckgang der Transkriptexpression auch nicht durch die Load bedingt. Generell sprach
auch eine Betrachtung auf Einzeltier-Ebene eindeutig gegen eine Korrelation von

Transkriptmengen und viraler Load.
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In Verbindung mit friheren Arbeiten unserer Gruppe ist die in der vorliegenden Arbeit
gemessene virale Load mit Werten von 1.000-6.000 Genomen pro 1x10° Zellen durchaus
vergleichbar. So beschrieben Grzimek et al. (2001) unter Verwendung des gleichen
Infektionsmodells eine Load von 3.000-6.000 Genomen zu einem Zeitpunkt von 10 Monaten
nach Infektion. Eine etwas hohere Anzahl viraler Genome von ~10.000 pro 1x10° Zellen
wurde von Simon et al. (2006) 12 Monate p.i. quantifiziert. Trotz der etwas geringeren Anzahl
an viralen Genomen konnte in der vorliegenden Arbeit eine Expressionsaktivitat fur alle
untersuchten Transkripte nachgewiesen werden. Diese war sogar hoher als in der bisher
existierenden Literatur. So waren in der Publikation von Grzimek et al. (2001) 10 Monate p.i.
von insgesamt 80 getesteten Lungentticken 43 positiv fur IE1; IE3 konnte nicht quantifiziert
werden. In der Studie von Simon und Kollegen waren 12 Monate p.i. lediglich 14 von 80
Lungenstiicken IE1 positiv. Verwendeten sie eine IE1-Epitop-Mutante wurde die
Transkriptexpression gesteigert, was den Nachweis von 51 IE1-positiven Stiicken bei
insgesamt 80 getesteten Lungentiicken ermdoglichte. Zusatzlich wurden auch IE3-positive
Stiicke (7/80) und ein einzelnes M55-positives Lungenstiick quantifiziert. Die Load von WT
und Mutante waren vergleichbar. So scheint die virale DNA-Load also nicht alleine fiir das
Ausmall an Transkriptexpression verantwortlich zu sein. Die Expressionsunterschiede
zwischen der hier vorliegenden Arbeit und den friiheren Publikationen kénnten auf
Schwankungen zwischen den einzelnen in vivo-Experimenten und den Unterschieden
bezlglich der Analysetechniken und Auswertezeitpunkten beruhen.

Die Hypothese einer stochastischen Transkriptexpression, welche mit voranschreitender Zeit
abnimmt, wird durch hCMV in vitro-Studien von Cheung et al. (2006) gestutzt. Sie
beschreiben die Analyse von 37 Transkripten in myeloiden Progenitorzellen wahrend der
Latenz-Etablierungsphase zu den Zeitpunkten 1-11 Tage nach Infektion. Auch hier war ein
Ruckgang der Transkription zu beobachten: an Tag 1 konnten 25 verschiedene Transkripte
quantifiziert werden, an Tag 11 waren es nur noch 7 verschiedene. Die virale DNA-Load

hingegen blieb Gber den gesamten Zeitraum konstant.

Aus dem binaren Muster der transkriptionellen Aktivitdt wurde mit Hilfe der Poisson-
Verteilungsfunktion eine statistische Abschatzung der transkriptionellen Ereignisse in den
latent infizierten Lungensticken durchgefiihrt. Diese Abschatzung erfolgte bereits
retrospektiv anhand der Daten von Kurz et al. (1999) publiziert in Seckert et al. (2013):
Basierend auf einer Anzahl von 500.000 Genomen pro Lunge und einer Kopienzahl von ~10
Genomen pro latent infizierter Zelle ergab sich fur IE1 mit ~10 transkriptionellen Ereignissen
in einer berechneten Durchschnitts-Lunge, dass 1 von 5.000 latent infizierten Zellen IE1
exprimiert. Dies entspricht 0,02% aller latent infizierten Zellen einer Lunge.

In der vorliegenden Arbeit wurden aufgrund der starkeren Transkriptexpression und

niedrigeren Load dementsprechend hohere Werte berechnet. Basierend auf der Zahl von
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60.000-480.000 Genomen pro Lunge und einer Kopienzahl von ~10 Genomen pro latent
infizierter Zelle ergab sich fur IE1 mit ~40 transkriptionellen Ereignissen in einer berechneten
Durchschnitts-Lunge im Monat 4 p.i., dass 1 von ~150-1.200 latent infizierten Zellen IE1
exprimiert. Dies entspricht ~0,67-0,08% aller latent infizierten Zellen einer Lunge.

Es handelt sich also um sehr selten auftretende Ereignisse, wobei IE1 noch eines der am
Haufigsten exprimierten Transkripte war. Dies lasst den Schluss zu, dass die
Transkriptexpression wahrend der Latenz mdoglicherweise “transcriptional noise’
reprasentiert. Dieses Phanomen wurde fur Eukaryonten bereits beschrieben (Blake et al.,
2003; Kaern et al., 2005) und scheint auch fur das latente mCMV-Genom zu gelten.
Verursacht durch seine Dynamik liegt das als transkriptionell inaktiv bekannte
Heterochromatin vermutlich nie vollstéandig geschlossen vor.

Die transkriptionelle Aktivitat wird durch Chromatin-Modifikationen beeinflusst. Fir mCMV
wurden in der Latenz Acetylierungen und Methylierungen, typisch fir inaktives
Heterochromatin, sowie die Rekrutierung der Repressor-Proteine HDAC, Daxx und HP-1
nachgewiesen (Liu et al., 2008; 2010). Heterochromatin ist keine statische Struktur; es sollte
im Gegenteil eher als dynamisch angesehen werden. Diese Dynamik wurde auch fur das
CMV-Genom beschrieben. So konnte gezeigt werden, dass zu frihen Zeitpunkten nach
Infektion Histon-Modifikationen an den IE-Promotoren vorliegen, die charakteristisch fir
transkriptionell aktives Chromatin sind, wahrend die L-Promotoren Modifikationen eines
inaktiven Heterochromatins aufweisen. Diese Verhdltnisse wechseln mit fortschreitender
Infektion und ermoglichen so die Transkription der L-Gene (Reeves et al., 2006; Cuevas-
Bennett & Shenk, 2008; Groves et al., 2009).

Aufgrund der dynamischen Natur des inaktiven Heterochromatins und der, in der
vorliegenden Arbeit, erhobenen Daten postulieren wir folgende Hypothese: die
Transkriptexpression wahrend der Latenz ist stochastischer Natur und es existieren
Episoden des desilencing und silencing einzelner Genom-Loci. Dabei wird die
transkriptionelle Aktivitdét mit voranschreitender Zeit wahrend der Latenz immer weiter
reduziert (siehe Abb. 4.1). Es ist davon auszugehen, dass die Transkripte aller ~180 ORFs
exprimiert werden kénnen und somit theoretisch 2'®° verschiedene binare Muster denkbar
sind. Fur die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Transkripte wéren mit n=6 also 32
verschiedene Muster mdglich. Lasst man das Transkript IE3 wegen seiner Kopplung an IE1
einmal auf’en vor, sind mit n=5 noch 32 verschiedene Muster mdglich. Bei einem
Probenumfang von insegesamt 120 analysierten Lungenstiicken konnten 13 von 32
moglichen Expressionsmustern nachgewiesen werden. Da die Enhancer bedingte Dominanz
von IE1 die Zahl der Muster einengt, wurde gezéahlt wieviele der 16 mdglichen Muster fir die
Transkripte E1, m164, M105 und M86 vorkamen. Von diesen 16 Expressionsmustern

wurden 11 realisiert.
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Die vermehrte Expression der IE-Transkripte im Vergleich zu den anderen Transkripten lasst
sich durch den starken enhancer des MIEP erklaren. Es ist sehr wahrscheinlich, dass solche
starken Promotoren den Modifikationen zugunsten eines inaktiven Heterochromatins langer
widerstehen koénnen als schwéchere Promotoren. Der enhancer des MIEP besitzt eine ganze
Reihe von cis-regulatorischen Elementen mit Bindestellen fir Transkriptionsfaktoren, welche
den Promotor und damit die Expression der zugehotrigen Gene verstarken (Boshart et al.,
1985; Dorsch-Hasler et al., 1985; Stinski & Isomura, 2008). Unsere eigene Arbeitsgruppe
publizierte bereits Analysen zur Promotorstarke von P und P'? (Grzimek et al., 2001;
Simon et al., 2006). Die Analyse der ubrigen Promotoren zu den in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Transkripten steht noch aus.

/

Stochastische
Transkript-Aktivitat

Latenz

&4- @"m & s“o‘@ > @mz @
\Nukleus €= Desilencing /

Voranschreitende Zeit
Zytoplasma

Abb.4.1: Hypothese der stochastischen Transkriptexpression, welche mit voranschreitender

Zeit immer weiter reduziert wird.

4.3 Die stochastische Natur der Transkriptexpression ist nicht durch die

Stabilitat der Transkripte bedingt

Es bestand die Moglichkeit, dass unterschiedliche Stabilitaten der einzelnen Transkripte die
guantifizierten Expressionsmuster beeinflussen. Aus diesem Grund wurden die
Halbwertszeiten fur IE1, IE3, E1, m164, M105 und M86 bestimmt.

Zunachst wurde die Transkriptexpression zu frihen Zeitpunkten nach mCMV-WT-BAC-
Infektion (MOI=4) zur Bestimmung der in vitro Transkript-Plateaus analysiert. Die Transkripte
IE1 und IE3 erreichten bereits nach 60min p.i. ihr Plateau, die E- und L-Transkripte E1, M105
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und M86 nach 90min p.i.. Nur das Transkript m164 erreichte erst 120min p.i. sein Plateau.
Warum ein E-Transkript, ohne bisher bekannte splice-Varianten, langere Zeit bendtigt sein
Transkript-Plateau zu erreichen als ein L-Transkript, konnte damit erklart werden, dass die
MRNA Prozessierung und das splicing fur verschiedene Transkripte unterschiedlich reguliert
werden.

Neuere Analysen bestéatigen die hier beobachtete friihe Initiation der Genexpression von
Vertretern aller kinetischer Klassen. Marcinowski et al. (2012) beschrieben einen Anstieg
aller untersuchten mCMV-spezifischen Transkripte wahrend der ersten Stunden nach
Infektion; der Hochstwert war bereits nach 1-2h p.i. erreicht. Nach 5-6h beobachteten sie
einen Rickgang der neu synthetisierten RNA, wobei fur die L-Transkripte mit dem Start der
DNA-Replikation ein erneuter Anstieg ihrer Syntheseraten einsetzte. Die Arbeitsgruppe
konnte zeigen, dass nach CMV-Infektion auch zelluldre Transkriptionsfaktoren vermehrt
exprimiert werden. So scheint das Virus durch bisher unbekannte Mechanismen die
Expression der Transkriptionsfaktoren zu regulieren und damit die eigene virale Transkription

ZuU initiieren.

Die Halbwertszeit von RNA kann durch Blockieren der Transkription mittels Inhibitoren, wie
Actinomycin D (Act-D) und der Detektion des anschlieenden RNA-Zerfalls Uber die Zeit
ermittelt werden. Die mittlere Halbwertszeit von Transkripten prokaryontischer Zellen betragt
20-30min (Bernstein et al., 2002), wohingegen flir eukaryontische Zellen im Durchschnitt
eine Zeit von 10h fur den Abbau von 50% der mRNA beschrieben wird (Yang et al., 2003).
Es wird angenommen, dass die spezifische Stabilitdt einer mRNA mit ihrer physiologischen
Funktion in Verbindung steht. Die Zerfallsraten von housekeeping Genen sind sehr niedrig,
wahrend die von regulatorischen Genen vergleichsweise sehr viel hdher sind (Yang et al.,
2003; Raghavan & Bohjanen, 2004; Tani et al., 2012). Analog dazu konnten Dolken et al.
(2008) Raten von 1-2% neusynthetisierter mRNA flr housekeeping Gene und von >95% flr
regulatorische Gene nachweisen.

Die Untersuchung der Halbwertszeiten der viralen Transkripte ergab Werte von 4h fir IE1,
2h fur E1, 3h fir m164 und M105; nur M86 war mit 6h geringfiigig stabiler. Diese Transkripte
wiesen alle eine mit dem housekeeping Gen [(-actin vergleichbare Stabilitat auf. Eine
Ausnahme bildete das Transkript IE3, das mit einer deutlich niedrigeren Halbwertszeit von
0,48h eher mit regulatorischen Genen vergleichbar ist. Diese niedrige Halbwertszeit war
beziglich seiner Funktion als Schlissel-Transaktivator der E-Phase-Genexpression zu
erwarten (Messerle et al., 1992; Angulo et al., 2000).

In diesem Zusammenhang muss erwéhnt werden, dass die Art und Weise der Auswertung
eine grol3e Rolle bei der Bestimmung der Halbwertszeiten spielt. So wurden in dieser Arbeit
analog zu Tani et al. (2012) nur jene Werte in die Berechnung einbezogen, die einen

Ruckgang der mRNA zeigten. Gerade zu spéteren Zeitpunkten mussten Werte aus der
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Kalkulation ausgeschlossen werden. Aufgrund von unterschiedlichen Auswertungsmethoden
wurde in der vorliegenden Arbeit eine sehr viel niedrigere Halbwertszeit fur IE1 quantifiziert
als in einer friheren Studie unserer Gruppe (Simon et al., 2007).

Die gemessenen mRNA Levels setzen sich aus Neusynthese und Degradierung der mRNA
zusammen. Der genaue Prozess des mRNA-Zerfalls ist noch nicht verstanden. Bekannt ist,
dass zunachst das PolyA™-Ende und die 5 CAP-Struktur durch Ribonukleasen entfernt
werden und anschliel3end 3"-5"- sowie 5°-3"-Exonukleasen fir den Abbau der mRNA sorgen.
Eingeleitet wird der gesamte Prozess wahrscheinlich von RNA-Bindeproteinen, welche tber
cis-Elemente der mRNA interagieren (Ubersicht: Raghavan & Bohjanen, 2004). Gaglia und
Glaunsinger (2010) postulierten, dass RNA-Viren Mechanismen entwickelt haben, um der
RNA-Degradierung durch die Wirtszelle zu entgehen und eine vermehrte virale Replikation
und Genexpression zu beglnstigen. Es ware ein interessanter Forschungsansatz
herauszufinden, ob auch CMV solche Mechanismen zur Beglnstigung der viralen
Replikation und Transkription besitzt.

Da sowohl die Neusynthese von Transkripten als auch der mRNA-Zerfall eine wichtige Rolle
bei der Regulation der Genexpression spielen, ist es wichtig, zwischen beiden unterscheiden
zu konnen. Dolken et al. (2008) entwickelten eine neue Methode, die ein screenen
neusynthetisierter mMRNA mittels thiolierten Nukleosiden (4-Thiouridin(4sU)) erlaubt. Nach
Thiol-spezifischer Biotinylierung kann die Gesamt-mRNA durch magnetische Separation in
neue, markierte und bereits existierende, unmarkierte mRNA getrennt und quantifiziert
werden. Tani et al. (2012) beschrieben eine ahnliche Methode, bei der die Inkorporation von
5-Bromuridin in die mRNA erfolgt und der anschlieBende RNA-Zerfall mittels deep
sequencing quantifiziert wird. Im Gegensatz zu den alten, auf Inhibitoren basierenden
Methoden wird die Transkription hier nicht blockiert. Es muss bedacht werden, dass der
Act-D-vermittelte Arrest der Transkription Stressreaktionen in der Zelle induziert, wodurch
individuelle Transkripte erheblich stabilisiert werden kdénnen (Bhattacharyya et al., 2006).
Daher sollte eine Analyse der Transkriptstabilitit unter Verwendung einer der neuen
Methoden durchgefihrt werden, um die in der vorliegenden Arbeit evaluierten Daten
bestmdglich zu bestétigen.

Die Verdffentlichung von Marcinowski et al. (2012) dokumentiert, unter Verwendung der 4sU-
Methode, die Syntheseraten der Transkripte IE1, m169, m152, m129/131 und M94 zu frihen
Zeitpunkten nach Infektion. Weitere Transkriptanalysen werden vermutlich in Kirze folgen
und dabei helfen, einen tieferen Einblick in die komplexe transkriptionelle Aktivitdt des CMV-
Genoms zu bekommen. Diese Analysen tragen moglicherweise zur Aufklarung der

Mechanismen bei, die der Latenz-Etablierung zugrundeliegen.
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4.4 Die Verbindung von molekularer Latenz zur ‘'memory inflation”

Nach der CMV-Infektion werden naive CD8" T-Zellen durch die Interaktion ihres T-Zell-
Rezeptors mit Peptid-MHC-I Prasentationskomplexen aktiviert. Nach ihrer Expansion tragen
die spezifischen CD8" T-Zellen erheblich zur Beendigung der Infektion bei. Diese
Aktivierung, auch priming genannt, wird nach bisherigen Erkenntnissen vorrangig durch
cross-prasentierende Zellen vermittelt (Joffre et al., 2012), welche virale Antigene aus der
Umgebung aufnehmen und préasentieren (Shen & Rock, 2006; Kurts et al., 2010). Eine Arbeit
von Snyder und Kollegen (2010) lieferte einen direkten Nachweis fur die Aktivierung von
CD8" T-Zellen durch cross-Prasentation in vivo. MHC-I defiziente MEFs (K D° -/-) wurden
mit einer Rekombinanten mMCMV-AgL, die nur eine Infektionsrunde zulasst, infiziert und
C57BL/6 Mausen injiziert. Dadurch kann es ausschlieRlich zu einer CD8" T-Zell-Antwort
kommen, wenn endogene Zellen virales Antigen Gber MHC-I cross-prasentieren.

Allerdings herrscht weiterhin eine kontroverse Diskussion beziglich der Beteiligung von
direkter und cross- Prasentation an der CD8" T-Zell-Aktivierung. Unveréffentlichte Daten
unserer eigenen Gruppe weisen darauf hin, dass in Mausen, die nicht zur cross-Présentation
befahigt sind, die direkte Prasentation zur CD8" T-Zell-Aktivierung ausreicht. Ong et al.
(2013) berichten ebenso von einer CD8" T-Zell-Aktivierung durch direkte Prasentation nach
Blockieren der cross-Prasentation durch CpG-Behandlung.

In der Literatur wird die T-Zell-Antwort in 4 Phasen unterteilt: Aktivierung, Expansion,
Kontraktion und memory. In Folge eines primdren antigenen Kontaktes kommt es zur
Aktivierung der CD8" T-Zellen. Diese expandieren zunachst, allerdings gehen 90-95% der
Zellen wahrend der Kontraktionsphase in Apoptose. Letztlich bleibt eine geringe Menge
langlebiger memory-Zellen zuriick (Kaech et al., 2002). Die Besonderheit der CMV-Infektion
liegt allerdings darin, dass fir gewisse Epitope spezifische CD8" T-Zellen in der memory-
Phase expandieren. Dieses Phdnomen wird “"memory-inflation” genannt (Holtappels et al.,
2000; Karrer et al., 2003; Munks et al., 2006). Wir vermuten, dass die ‘'memory-inflation” eine
wiederholte Stimulation der T-Zell-Antwort reflektiert; ausgeldst durch die transkriptionelle
Aktivitat des latent vorliegenden Genoms. Damit bestiinde eine direkte Verbindung zwischen
molekularer Latenz und "'memory inflation”.

Es gibt Hinweise darauf, dass die "'memory inflation” auf direkter Antigenprasentation beruht.
Seckert et al. (2011) berichteten von einem Ausbleiben einer IE1-spezifischen “memory
inflation” in einem in vivo Modell, in welchem die Prasentation des LY restringierten 1E1-
Epitops exklusiv durch profAPCs mdglich war. Auch Arbeiten von Torti et al. (2011a, b)
lieferten Hinweise auf die Notwendigkeit der direkten Antigen-Présentation. Es ist davon
auszugehen, dass die stochastischen Transkriptionsereignisse infizierter stromaler Zellen
wahrend der Latenz zur Peptid-Prasentation filhren. Diese Peptide wirden daraufhin von

patrouillierenden CD8" memory T-Zellen erkannt werden. Einen ersten Hinweis auf den
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direkten Zusammenhang zwischen molekularer Latenz und “memory inflation” lieferten
Versuche, die zeigten, dass die Effektor-Funktionen der IE1-Peptid-spezifischen T-Zellen die
IE1-Transkription wahrend der Latenz kontrollieren (Simon et al., 2006). So zeigte die
Infektion mit einer mCMV-IE1-Peptid-Mutante, durch das Ausbleiben der spezifischen CD8"
T-Zell-Kontrolle, eine deutlich erhdhte IE1-spezifische Transkriptmenge wahrend der Latenz.

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Epitope IE1, m164 und M105 wurden von
unserer Gruppe bereits als immunodominant fir die akute Infektion im BALB/cJ Mausmodell
(Haplotyp H-2% identifiziert. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass IE1 und m164 ‘memory
inflation ~ aufweisen; fir M105 lagen je nach untersuchtem Organ variierende Ergebnisse vor
(Ubersicht: Holtappels et al., 2013; IE1: Holtappels et al., 2000; m164: Holtappels et al.,
2002). Diese Erkenntnisse wurden durch die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten
zytofluorometrischen Analysen bestétigt.

In Lunge und Milz konnte fur IE1 und m164 das Phanomen der "‘memory inflation” verifiziert
werden. Fir das immunodominante Epitop M105 zeigte sich lediglich in der Milz ein leichter
Anstieg. Bei Betrachtung der normierten Zahlen der Epitop-spezifischen CD8" T-Zellen pro
1x10° gesamt-CD8" T-Zellen hingegen waren fiir alle Epitope sowohl in der Lunge als auch
in der Milz zwischen Monat 4 und 6 Anstiege der Zellzahl zu beobachten. An Monat 8 kam
es zu einem Riickgang der Zellzahlen. In der Milz war die Anzahl Epitop-spezifischer CD8"

T-Zellen pro 1x10° gesamt-CD8" T-Zellen deutlich niedriger als in der Lunge

Da die Epitop-spezifische CD8" T-Zell-Antwort vermutlich die vorausgegangene
transkriptionelle Aktivitat des latent vorliegenden Genoms reflektiert, war ein Zusammenhang
zwischen der Transkriptmenge und der Anzahl spezifischer CD8" T-Zellen zu erwarten.

Die direkte Gegenuberstellung der transkriptionellen Ereignisse und der Anzahl Epitop-
spezifischer CD8" T-Zellen lieferte einen Hinweis auf einen moglichen, direkten Einfluss der
Transkriptexpression auf die Immunkontrolle. Die Menge der M105 Transkripte war stets am
geringsten, einhergehend mit den niedrigsten CD8" T-Zell-Frequenzen fiir M105. Umgekehrt
dominierte IE1 sowohl die Transkriptexpression als auch die Epitop-spezifische CD8" T-Zell-
Anzahl. Eine sehr hohe Anzahl transkriptioneller Ereignisse an Monat 4 ist vermutlich fur die
Aktivierung der jeweiligen Epitop-spezifischen CD8" T-Zellen verantwortlich und fihrt zu
einem zeitversetzten Anstieg dieser Zellen an Monat 6. Da die Transkriptionsereignisse an
Monat 6 allerdings zuriickgegangen sind, werden daraufhin auch weniger Epitop-spezifische
CD8" T-Zellen stimuliert und diese Zellen nehmen demzufolge an Monat 8 ab. Die weitere
Abnahme der transkriptionellen Ereignisse an Monat 8 lasst einen nachfolgenden Rickgang
der zugehdrigen Epitop-spezifischen CD8" T-Zellen an Monat 10 vermuten. Allerdings muss
man beachten, dass es zwischen stochastischer Genexpression und Immunkontrolle noch

mehrere Zwischenschritte gibt und der triviale Vergleich zwischen Transkriptmenge und
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CD8" T-Zell-Frequenz nur Hinweise geben kann. Folgende Aspekte spielen in diesem
Prozess eine groRRe Rolle: die Aviditat der CD8" T-Zellen, die Affinitat zwischen Peptid und
MHC-Molekul, die Effizienz der proteasomalen Prozessierung und der Translation, die
Stabilitat der Transkripte, sowie die Starke der jeweiligen Promotoren.

Bisher ist ungeklart, warum einige Epitope eine ‘'memory inflation” zeigen und andere nicht.
Auch hat die Starke der Immunantwort einer Epitop-spezifischen CD8" T-Zell-Population
wahrend der Akutphase keinen Einfluss auf die ‘'memory inflation” (Munks et al., 2006). Eine
hohe Peptid-Prozessierungsrate von IE1 und m164 ist, im Gegensatz zu der anderer Peptide
unabhangig von IFN-y-Vorbehandlung (Holtappels et al., 2013). Interessanterweise ist die
Peptid-Prozessierung von IE1 zusatzlich unabhéngig vom vorhergehender Ubiquitinylierung
(Voigt et al.,, 2007). Moglicherweise sind dies Faktoren, welche die "memory inflation

beeinflussen.

4.5 Der memory-T-Zell-pool wird von CD8"-SLECs dominiert

Zur weiteren Charakterisierung der Epitop-spezifischen CD8" T-Zellen wurden diese anhand
der Oberflachenmarker CD127, CD62L sowie KLRG1 differenziert. Folgende CD8" T-Zell-

Populationen konnten charakterisiert werden: early-effector cells-EECs (CD127IOW cpe2L™

KLRG1™"), short-lived-effector cells-SLECs (CD127°" CD62L" KLRG1"®"), double-positive-
effector cells-DPECs (CD127"%" CD62L"" KLRG1""), effector-memory cells-Tgy (CD127""
CD62L"" KLRG1"™), und central-memory cells-Tcy (CD127"9" CD62L"" KLRG1°") (Obar &
Lefrancois, 2010a, Obar et al., 2011).

Die SLECs stellten sowohl in der Lunge als auch in der Milz die dominante Population unter
der Gesamtheit aller CD8" T-Zellen dar (Lunge: 30-50%, Milz: 10-30%), jedoch konnten in
der Milz im Vergleich zur Lunge wesentlich mehr Tgy und Ty detektiert werden. Dies war zu
erwarten, da die Milz ein sekundar lymphatisches Organ darstellt und hier die memory-Zellen
zur Rekrutierung in infiziertes Gewebe bereitstehen.

Auch unter den einzelnen Epitop-spezifischen CD8" T-Zellen dominierte sowohl in der Lunge
als auch in der Milz die SLEC-Population. Fur die Lunge ergab sich folgende Hierarchie:
SLECs > EECs > Tgy > Tcw > DPECs. In der Milz bildeten die EECs die am wenigsten
vertretene Subpopulation: SLECs > Tgy und Ty > EECs > DPECSs. Allerdings muss erwahnt
werden, dass M105 in Monat 4 und 6 eine Ausnahme bildete. Zu diesen Zeitpunkten
Ubertrafen die Frequenzen der M105-spezifischen T¢y den Anteil der SLECs, in der Milz und
in der Lunge dominierten die EECs statt der SLECs. Eine weitere Ausnahme bildeten die
DPECs, da ihre Frequenzen an Monat 8 zunahmen und mit denen der Tgy und Tcp

vergleichbar waren.
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Der Begriff ‘'memory inflation” suggeriert, dass memory-Zellen fiir den Anstieg der Epitop-
spezifischen CD8" T-Zellen wahrend der Latenz verantwortlich sind. Allerdings konnte durch
die Darstellung der einzelnen Subpopulationen normiert auf 1x10° gesamt-CD8" T-Zellen
gezeigt werden, dass die SLECs die Hauptpopulation aller CD8" T-Zellen ausmachten,
welche fir die Zunahme der Epitop-spezifischen CD8" T-Zellen in der latent infizierten Lunge
und Milz verantwortlich sind. Demzufolge sind die SLECs die Verursacher der ‘memory
inflation”.

Des Weiteren zeigten die DPECs in der latent infizierten Milz und die M105-spezifischen
DPECs in der Lunge einen interessanten Phanotyp mit einem fortwahrenden Anstieg dieser
Zellen zwischen Monat 5 und 8. Bisher ist sehr wenig Uber die Population der DPECs
bekannt. Obar er al. (2011) beschrieben eine sehr viel gréliere DPEC-Population nach
sekundarer Listeria monocytogenes- oder Vesicular Stomatitis-Virus-Infektion im Vergleich
zur priméren Infektion. FUr Viren, die zur Latenzetablierung befahigt sind (hCMV, EBV, HIV),
wurde gezeigt, dass es zur Herabregulation von CD127 wahrend der Latenz kommt (Van
Leeuwen et al., 2005), und auch, dass eine hohe Frequenz KLRG-1 positiver CD8" T-Zellen
nachweisbar ist (Thimme et al., 2005). Eine genauere Analyse zur Charakterisierung der
DPEC-Population, ware im Hinblick auf ihren ‘inflationary -Phanotyp in der Milz von

besonderem Interesse.

AuBerdem war zu beobachten, dass eine niedrigere SLEC-Frequenz mit einer erhéhten
EEC-Anzahl einherging. Es ist bereits publiziert, dass eine inflammatorische Umgebung die
Entwicklung von SLECs beglnstigt (Pham et al., 2009). Der Einfluss der Pathogen-
induzierten inflammatorischen Umgebung auf die CD8" T-Zell-Differenzierung wurde auch
von Obar et al. (2011) beschrieben. Die Autoren beobachteten nach sekundérer und tertiarer
Infektion mit Listeria monocytogenes oder dem Vesicular Stomatitis Virus erhéhte SLEC-
Frequenzen, die Uber eine Periode von mehreren Monaten nachweisbar waren. Im Falle der
VSV Infektion stiegen die SLEC-Frequenzen von 30% nach der Primérinfektion auf 80%
wahrend einer sekundaren Infektion.

Wir stellten uns die Frage, ob die SLECs zugleich auch IFN-y produzieren und untersuchten
die Menge der IFN-y produzierenden Epitop-spezifischen CD8" T-Zellen, um sie dem
prozentualen Anteil der Epitop-spezifischen SLECs gegenlberzustellen. Allerdings konnte
kein direkter Zusammenhang zwischen IFN-y und SLECs nachgewiesen werden.
Demzufolge handelt es sich bei den SLECs auch nicht um die IFN-y* CD8" T-Zell-
Population.

Es ist bekannt, dass neben IFN-y auch andere Cytokine eine Rolle fiir die CD8" T-Zell-
Differenzierung spielen. IL-12 und IFN-a/-3 z.B. fungieren als Wachstumsfaktoren von
Effektor-CD8" T-Zellen (Xiao et al., 2009) und férdern die Entwicklung von SLECs (Joshi et
al., 2007; Cui et al., 2009). Auch IL-2 beeinflusst die SLEC-Differenzierung positiv (Joshi et
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al., 2007; Kalia et al., 2010). Das Uberleben der SLECs scheint von dem Cytokin IL-15
abhangig zu sein (Rubinstein et al., 2008). Die Aufklarung der Mechanismen, welche zur
Differenzierung von CD8" T-Zell-Populationen fiihren und die Rolle der Cytokine in diesem
Zusammenhang, wurde voraussichtlich erheblich zum Verstédndnis der “'memory inflation”

beitragen.

4.6 Ist IE-Genexpression zur Latenz-Etablierung notwendig?

Nach dem Stand der heutigen Forschung ist sehr wenig dartber bekannt, welche
Mechanismen zur Latenz-Etablierung beitragen. Eine Aufklarung wirde mafigeblich zum
Verstandnis der CMV-Infektion und der Entwicklung neuer Therapieansétze beitragen.

Hinweise darauf, dass Latenz bereits zu sehr frihen Zeitpunkten nach Infektion etabliert
wird, lieferten Versuche von Marks & Spektor, die bereits 1984 zeigen konnten, dass das
virale Genom von mCMV schon 2h p.i. zirkular als Episom in der Zelle vorliegt. Bevan et al.
(1996) zeigten, dass Virus-Replikation nicht notwendig ist, um Latenz zu etablieren. Erst
kiurzlich wurde publiziert, dass bereits die erste Infektionsrunde zur vollstdndigen Latenz-
Etablierung ausreicht (Mohr et al., 2010). Die Autoren verwendeten die Rekombinante
mMCMV-AM94, welche die Zelle nach Infektion nicht mehr verlassen kann, und zeigten, dass
die latente DNA-Load dieser Mutante im Vergleich zum WT-Virus zu einem Zeitpunkt von 12
Monaten p.i. keinerlei Unterschiede aufwies. Cheung et al. (2006) postulierten, dass
Genexpression zur Latenz-Etablierung von hCMV notwendig ist. Sie begriindeten dies damit,
dass die Genome von UV-inaktivierten Viren im Vergleich zu WT-Genomen rasch nach der
Infektion wieder abgebaut werden. Da ein erheblicher Unterschied der DNA-Load allerdings
erst 72h nach Infektion sichtbar wurde, scheint dies kein direkter Beweis flir eine bengtigte
Genexpression zur Latenz-Etablierung zu sein, sondern lasst eher vermuten, dass ein UV-
inaktiviertes Virus durch fehlende Genexpression nicht fahig ist Latenz aufrecht zu erhalten.
Auch der Nachweis der replikationsunabhéngigen Bildung von viralem Heterochromatin mit
hoher Nukleosomendichte im Zellkern, bereits 30min nach Infektion (Nitzsche et al., 2008),
legt nahe, dass Histonmodifikationen nicht nur in der Latenz sondern auch wahrend ihrer
Etablierung eine besondere Rolle spielen. So ist beispielsweise bekannt, dass das virale
Genom kurz nach Infektion mit ND10-Strukturen assoziiert, welche die virale Genexpression
unterdriicken (Kalejta, 2008; Maul, 2008). Dabei ist das IE1 Protein dazu beféhigt, diese

Strukturen aufzulésen und damit die virale Replikation zu initiieren (Korioth et al., 1996).

Theoretisch sind drei Hypothesen zur Latenz-Etablierung denkbar. Die Erste postuliert eine
direkte Latenz-Etablierung, ohne dass virale Genexpression nétig ist. Dies kénnte auch

abhangig vom infizierten Zelltyp sein; z.B. sind CD34" myeloide Progenitorzellen nur latent
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mit hCMV infizierbar und es kommt erst nach ihrer Differenzierung zur Reaktivierung des
Virus (Sinclair & Sissons, 2006).

In der zweiten Hypothese wére virale Genexpression zur Latenz-Etablierung notwendig und
andere, bisher unbekannte Mechanismen mussten das Einsetzen einer produktiven Infektion
mit vollstandiger |E-E-L-Expression verhindern.

Die dritte Hypothese wirde das Vorhandensein von Transkripten voraussetzen, die nicht mit
dem produktiven Zyklus in Zusammenhang stehen, sondern nur mit der Etablierung und
Aufrechterhaltung von Latenz. Da solche Transkripte fir CMV bisher nicht entdeckt wurden,
bzw. noch kontrovers diskutiert werden, schlossen wir diese Hypothese in unseren
Uberlegungen von vorneherein aus und fokussierten uns auf die ersten Beiden mit dem Ziel

die Frage zu klaren, ob eine IE-Genexpression der Etablierung von Latenz vorausgeht.

4.6.1 Konditionale Zelldepletion mittels DTR

Die Bearbeitung der oben erwéhnten Fragestellung erfolgte mit Hilfe eines Modells der
konditionalen Zell-Depletion. Dazu wurde das genetisch veranderte Virus mCMV-Aie2-DTR
verwendet, welches das dtr-Gen unter Kontrolle des ie2-Promotors tragt (Scheller, 2011). Im
Fall einer IE-Genexpression kommt es zur Expression des DTR auf der Oberflache infizierter
Zellen, die durch DT-Gabe depletiert werden.

Der Wirkmechanismus des DT beruht auf der Hemmung der viralen und zellularen
Translation durch Inhibition des EF-2 (Ubersicht: Pappenheimer et al., 1977). Zusatzlich fuhrt
die DT-Applikation zur Induktion von Apoptose (Morimoto & Bonavida, 1992). Im Rahmen
der hier vorliegenden Arbeit konnte ein durch Apoptose verursachter, DT-vermittelter
antiviraler Effekt sowohl in vitro als auch in vivo beobachtet werden. Die
durchflusszytometrische Analyse mCMV-Aie2-DTR infizierter MEF (48h) zeigte einen Anteil
von lediglich 7% infizierter Zellen nach DT-Applikation; ohne DT-Gabe waren es 99% der
Zellen. Mit mCMV-Aie2-DTR infizierte BALB/cJ Mause wiesen nach DT-Behandlung eine
deutlich reduzierte Pathogenitat am Infektionsort auf. Durch Einleitung der Apoptose wird die
Ubertragung viraler Genome auf Nachbarzellen sowie die Produktion infektitser
Nachkommen verhindert und dadurch das Ausmald der CMV-Infektion eingegrenzt.

Es ist bekannt, dass DT exponentiell abgebaut wird und nach 19h weniger als 1% des i.v.
verabreichten Toxins im Gewebe von Meerschweinchen nachweisbar ist. Aus diesem Grund
ist eine repetitive Applikation unerlasslich (Masouredis, 1959). Hinsichtlich der DT-
Applikation im Mausmodell existieren einige Publikationen, die die DT-vermittelte
Zelldepletion in den verschiedensten Systemen beschreiben. Buch und Kollegen (2005) z.B.
verwendeten transgene Mause, in denen der DTR exklusiv auf B- und T-Zellen bzw. auf

Oligodendrozyten exprimiert wird. Eine repetitive DT-Gabe i.p. mit einer Konzentration von
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5ng/g Koérpergewicht in einem 8h Intervall flr einen Zeitraum von 7 Tagen fihrte dabei zur
vollstandigen Depletion der Lymphozyten in der Milz bzw. schweren Schéden der Myelin-
Strukturen im gesamten zentralen Nervensystem. Da sich eine DT-Konzentration von 50ng/g
nach dreimaliger i.v. Gabe in einem Intervall von 16h als toxisch erwies (Scheller, 2011),
wurde in der hier vorliegenden Arbeit eine weitere Optimierung der DT-Applikation im
verwendeten Tiermodell vorgenommen. Eine Konzentration von 30ng DT/g Maus sorgte bei
funfmaliger Gabe fur eine fast vollstdndige Reduktion der Viruslast unterhalb des
Detektionslimits in Speicheldrise, Lunge und Leber. Dieses Modell wurde daher fir alle
durchgefuhrten in vivo Versuche gewahlt und sorgte fur eine effektive Zell-Depletion nach
DTR-Expression.

Die direkte Funktionalitdt des DTR in vivo konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit mittels
ISH erbracht werden. Die Herstellung einer DTR-Sonde ermdglichte den spezifischen
Nachweis des mCMV-Aie2-DTR-Virus; mit der gB-Sonde konnte zusatzlich auch mCMV-WT
detektiert werden. Die Umsetzung des Substrates DAB/Nickel bewirkte eine Schwarzfarbung
mMCMV-Aie2-DTR infizierter Zellen und das Substrat Neufuchsin verursachte eine Rotfarbung
MCMV-WT-BAC infizierter Zellen. Nach Koinfektion von BALB/cJ Mausen mit einem 1:1
Gemisch der beiden Viren mCMV-Aie2-DTR und mCMV-WT waren auf den histologischen
Leberschnitten der akut infizierten Tiere sowohl rot gefarbte mCMV-WT-BAC infizierte Zellen
als auch mCMV-Aie2-DTR infizierte bzw. ko-infizierte schwarz gefarbte Zellen sichtbar. In
Folge der DT-Applikation konnten keinerlei mCMV-Aie2-DTR oder ko-infizierte Zellen mehr
detektiert werden. Dies ermdglichte den direkten Nachweis der DTR-spezifischen Zell-
Depletion in vivo. Waren wirklich keinerlei Genome mehr detektierbar, wirde dies fur eine
der Latenz-Etablierung voranschreitende IE-Genexpression sprechen. Die im Folgenden
durchgefuhrten hochsensitiven gPCR Analysen des mCMV-Aie2-DTR Genoms latent
infizierter LSECs erlaubten im Gegensatz zur weniger sensitiven ISH allerdings durchaus
den Nachweis mCMV-Aie2-DTR infizierter Zellen. Auf3erdem muss beachtet werden, dass
die histologischen Schnitte alle Leberzellen enthielten und die spezifische gPCR mit
aufgereinigten LSEC durchgefuhrt wurde, welche nur ~20% der Gesamt-Zellzahl

ausmachen.

4.6.2 In vitro und in vivo Analysen zur Aufklarung der Latenz-Etablierungs-

Hypothesen

Unsere Hypothese besagt, dass es im Falle eines von Beginn an inaktiven Genoms nicht zur
DTR-Expression und in Folge einer DT-Applikation auch nicht zur Depletion latent infizierter
Zellen kadme. Eine, der Latenz-Etablierung vorhergehende, IE-Genexpression wirde

hingegen zur DT-vermittelten Ausléschung latent infizierter Zellen fihren. Zur Analyse wurde
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die Zahl der viralen Genome vitaler Zellen und der Einfluss der DT-Applikation auf diese,

sowohl mittels in vitro- als auch in vivo-Studien bestimmt.

Eine DT-Behandlung in vitro konnte die virale Genom-Zahl mCMV-Aie2-DTR-infizierter MEF
(MOI=4) innerhalb von 48h um 3,5 logye-Stufen, von ~5x10° Genomen pro 10° Zellen auf

~10° Genome pro 10° Zellen reduzieren.

Da die LSECs in einer friheren Studie als der latent infizierte Zelltyp der Leber identifiziert
wurden (Seckert et al., 2009), wurde dieser Zelltyp fir die in vivo-Studien der Latenz-
Etablierung verwendet. Zunachst erfolgte die Charakterisierung der akuten und latenten
Infektion in LSECs im Rahmen einer Kinetik. Fur die Kinetik der akuten Infektion wurden
immunsuprimierte  Tiere mit 2x10° PFU mCMV-Aie2-DTR i.pl. infiziert; fur die
Untersuchungen in der Latenz wurde zuséatzlich eine KMT durchgefuhrt (Abb.3.4). Die Virale
DNA-Load in der Leber und den LSECs stieg wahrend der akuten Infektion bis Tag 10 p.i.
kontinuierlich an. Da die Hepatozyten den Hauptort der akuten Infektion in der Leber
reprasentieren, war die virale Load in der Gesamt-Leber (~5x10’ virale Genome/10° Zellen)
wie zu erwarten héher als in den LSECs (~5x10° virale Genome/10° Zellen). Im Vergleich zur
akuten Infektion war waéhrend der Latenz eine deutlich niedrigere virale DNA-Load
detektierbar. So betrug die Zahl viraler Genome zum Zeitpunkt 8 Monate p.i. in den LSECs
~1x10% in der Gesamt-Leber waren es ~1x10' Genome pro 10° Zellen. Dieses Ergebnis
bestétigte die Erwartungen, da die LSECs etwa 20% aller Leberzellen ausmachen.

Zur in vivo Untersuchung einer moglichen IE-Genexpression, welche der Latenz-Etablierung
voranschreitet, wurden BALB/cJ Mause mit mCMV-Aie2-DTR i.v. infiziert und Uber einen
Zeitraum von 90h mit DT behandelt, beginnend 6h vor Infektion. Die LSECs wurden 16h
nach der letzten DT-Behandlung isoliert. In der vitalen LSEC-Population dieser Tiere konnten
in der DT-behandelten Gruppe ~1x10° virale Genome/1x10° Zellen quantifiziert werden und
in den Kontrollgruppen ~5x10° virale Genome/1x10° Zellen. Unter DT-Einwirkung waren also
nur noch 0,2% der Genome im Vergleich zur Kontrollgruppe vorhanden. Zusatzlich war
keinerlei infektiobses Virus in den vitalen Zellen der DT-Gruppe nachweisbar (Abb. 3.36).
Interessanterweise glich die virale Load der LSECs DT-behandelter Tiere der Load latent
infizierter LSECs (4 Monate p.i.) hach KMT (Abb. 3.37). Wére eine IE-Genexpression zur
Latenz-Etablierung notig, wirde man keine oder nur sehr wenige Genome erwarten.
Demgegentiber sprechen die erhobenen Daten fur die silencing-Hypothese, der zufolge das

virale Genom von Beginn an inaktiv in der latent infizierten Zelle vorliegt.

Die Detektion des DTR Proteins im WesternBlot gelang erst ab einem Zeitpunkt von 2h p.i.
(S. Scheller, 2011) und es ist schwer zu sagen ab welchem Zeitpunkt der DTR an der
Zelloberflache exprimiert wird. Marcinowski und Kollegen (2012) lieferten Hinweise darauf,

dass die iel-Genexpression bereits nach 1-2h ihren Scheitelpunkt erreicht und schon 5-6h
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p.i. wieder herunter reguliert wird. Da sowohl IE- als auch E- und L-Gene diese
Synthesemuster aufwiesen, konnte ie2 gleichermalRen reguliert werden. Daraus kénnte man
schlieen, dass eine Latenzetablierung ohne vorhergehende ie-Expression vermutlich zu
einem Zeitpunkt stattfindet zu dem der DTR noch nicht an der Zelloberflache exprimiert wird.
Nichtsdestotrotz sollten alle Zellen, in denen eine IE-Genexpression stattfand durch die
konstante DT-Applikation tber einen Zeitraum von 90h ausgeldscht worden sein.

In der vorliegenden Arbeit konnte bestatigt werden, dass sich die Latenz-Etablierung bereits
zu sehr frihen Zeitpunkten nach Infektion ereignet und die DT-Applikation Uber einen
Zeitraum von 90h genugt, um die virale Load auf das Level einer latenten Infektion zu
reduzieren. Dieser Ansatz konnte zugleich ein neues Tier-Modell zur Latenz-Etablierung
darstellen. Weitere Versuche miussten diese Hypothese noch verifizieren. Allerdings kénnten
im Vergleich zum bisherig verwendeten KMT-Modell die Tierkosten erheblich reduziert
werden. Eine verklirzte Dauer bis zur vollstadndigen Latenz-Etablierung wére sehr attraktiv fir

zuklnftige Untersuchungen der mCMV-Latenz.

4.7 Fazit und Ausblick

Die Analyse Latenz-assoziierter Transkripte und deren Rolle bei der Etablierung und
Aufrechterhaltung der latenten CMV-Infektion stehen schon lange Zeit im Fokus der
Forschung. Im Unterschied zu anderen Herpesviren wie HSV-1, EBV und VZV, die echte
Latenz-spezifische Transkripte exprimieren (Sawtell et al., 1992; Cohen et al., 2004; 2005;
Robertson, 2010), war es bisher nicht mdglich, solche Transkripte fir CMV zu identifizieren.
Alle bekannten wahrend der Latenz exprimierten Transkripte (TELS) spielen vermutlich keine
Rolle bei der Latenz-Etablierung und werden auch wéhrend der produktiven Infektion
exprimiert. Fir mCMV waren bisher lediglich zwei TELs, IE1 und IE2, bekannt (Kurz et al.,
1997; Grzimek et al., 2001).

In  der hier vorliegenden Arbeit wurde zum ersten Mal eine umfassende
Transkriptexpressions-Studie latent mCMV-infizierter BALB/cJ Mause durchgefiihrt. In der
Lunge, dem Hauptort der mCMV-Pathogenese, wurden die Transkripte IE1, IE3, E1, m164,
M105 sowie M86 mittels RT-gPCR nachgewiesen und die Ergebnisse in ein binares
Expressionsmuster Ubersetzt. Die Transkriptexpression folgte in der Latenz nicht dem
klassischen IE-E-L-Muster der produktiven Infektion, sondern war stochastischer Natur und
wurde mit voranschreitender Zeit immer weiter reduziert. Gesttitzt wird diese These durch in
vitro Arbeiten zur Untersuchung der hCMV Latenz-Etablierung (Cheung et al., 2006).

Die stochastische Transkriptexpression wahrend der Latenz scheint durch Episoden des
desilencing und silencing einzelner Genom-Loci hervorgerufen zu werden, die wiederum die
dynamische Natur des inaktiven Heterochromatins wiederspiegeln. Genauere Analysen zur

Aufklarung der Histon-Modifikationen einzelner Genom-Loci wahrend der Latenz sind daher
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unerlasslich. Diese erweisen sich allerdings als schwierig, da die Majoritat der Genom-Loci
inaktiv vorliegt. Interessant ware die Durchfihrung von Analysen auf Einzel-Zell-Ebene, um
die molekularen Mechanismen der Zelle besser verstehen zu kénnen. Mikroaspiration Uber
Glaskapillaren, Durchflusszytometrie oder Laser-Capture Mikrodissektion erlauben die
Gewinnung einzelner Zellen, welche im Anschluss fur Transkriptexpressions-Studien mittels
RT-gPCR, sowie zur Analyse von Genomen (Chromatinisierungs-Studien), Proteinen oder
Metaboliten bereitstehen (Stahlberg et al., 2011).

Auch die Rolle der Promotorstarke der jeweiligen Transkripte sollte nicht unbeachtet bleiben.
So koénnen starke Promotoren, im Gegensatz zu Schwéacheren, den Modifikationen
zugunsten eines inaktiven Heterochromatins wahrend der Latenz vermutlich sehr viel langer
wiederstehen. Promotoranalysen der Genom-Loci, zugehérig zu den in dieser Arbeit
untersuchten Transkripten, stehen noch aus und sollen in naher Zukunft an unserem Institut
durchgefuhrt werden.

Neuere Methoden erlauben die direkte Analyse neusynthetisierter mRNA mittels thiolierten
Nukleosiden (Dolken et al., 2008). Im Gegensatz zur Messung des gesamt-mRNA-Levels
kénnen so direktere Eindriicke in das Transkriptexpressions-Geschehen infizierter Zellen
gewonnen werden. Die Synthese einiger ausgewahlter Transkripte wurde bereits wahrend
der akuten Infektion detektiert (Marcinowski et al., 2012). Eine umfassende next-generation
sequencing oder microarray-Analyse sowohl wahrend akuter als auch latenter CMV-Infektion

sollte in naher Zukunft verfligbar sein.

Mit dem Ziel herauszufinden, ob die Epitop-spezifische CD8" T Zell-Antwort die
transkriptionelle Aktivitat des latent vorliegenden Genoms reflektiert, wurde in der
vorliegenden Arbeit der Zusammenhang zwischen den transkriptionellen Ereignissen und der
Anzahl spezifischer CD8" T-Zellen wahrend der Latenz analysiert. Dabei schien eine
vorhergehende transkriptionelle Aktivitat zeitversetzt die Epitop-spezifische CD8" T-Zell-
Antwort zu beeinflussen.

Durch die weitere Charakterisierung einzelner Subpopulationen dieser Epitop-spezifischen
CD8" T-Zellen, konnten die SLECs als die dominierende Zellpopulation sowohl in der Lunge
als auch in der Milz wahrend der mCMV-Latenz beschrieben werden. Zugleich konnten die
SLECs als die Hauptpopulation aller CD8" T-Zellen identifiziert werden, die fur das

Phanomen der "'memory inflation” verantwortlich sind

In einem weiteren Teil der Arbeit ging es um die Aufklarung der Frage, ob eine IE-
Genexpression der Latenz-Etablierung voranschreitet. Die Fragestellung wurde mit Hilfe
eines Modells der konditionalen Zell-Depletion untersucht, in welchem es zur DT-vermittelten
Ausléschung DTR-exprimierender Zellen kommt. Durch 90-stiindige DT—Applikation konnte

in vivo eine Reduktion der viralen Load mCMV-Aie2-DTR infizierter LSECs auf das Level
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latent infizierter LSECs erreicht werden. Diese Daten gaben Hinweise darauf, dass das virale
Genom von Beginn an inaktiv in der latent infizierten Zelle vorliegt und zur Latenz-
Etablierung keine IE-Genexpression notwendig ist. Zusatzlich stellt dieser Ansatz ein neues
Tier-Modell zur Latenz-Etablierung dar. Durch eine verringerte Wartezeit bis zur
vollstandigen Latenz-Etablierung, im Vergleich zum bisherigen KMT-Modell, kdnnten
anfallende Tierhaltungskosten erheblich reduziert und das Voranschreiten der Forschung
beschleunigt werden.
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