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Zusammenfassung _

Zusammenfassung

Die Kontrolle der Cytomegalovirus(CMV)-Infektion durch CD8 T-Zellen ist abhangig von der
effizienten MHC-Klasse-I-Prasentation viraler Peptide auf der Zelloberflache. Um die
Erkennung infizierter Zellen zu unterdriicken, interferieren wahrend der Early (E)-Phase der
murinen CMV (mCMV)-Infektion virale Immunevasine mit dem intrazellularen Transport von
Peptid-MHC-1 (pMHC-I) Komplexen. Den Immunevasinen gelingt es allerdings nicht, ein
Priming mCMV-spezifischer CD8 T-Zellen zu verhindern. Daher wurde angenommen, dass
die Initiation der antiviralen CD8 T-Zellantwort primar auf der Cross-Prasentation viraler
Peptide auf nicht-infizierten, professionellen Antigen-prasentierenden Zellen (profAPC)
beruht und damit unabh&angig von viralen Immunevasionsmechanismen ist.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde mittels BAC-Mutagenese eine mCMV-
Rekombinante generiert, um die direkte Prasentation viraler Peptide durch die zusatzliche
Expression des zentralen Immunevasins m152 bereits in der Immediate Early (IE)-Phase
verstarkt zu unterdriicken. Wie erwartet reduzierte die verstarkte m152-Expression sowohl in
der IE- als auch in der E-Phase die pMHC-I-Prasentation in vitro. Dies flhrte
Uberraschenderweise nach Infektion immunkompetenter BALB/c-Mause (Haplotyp H-2¢%) zu
einer verminderten CD8 T-Zellantwort und damit zur Verschlechterung der Kontrolle der
Infektion im drainierenden Lymphknoten. Diese Beobachtungen weisen erstmals auf einen
wichtigen Beitrag der direkten Antigenprasentation bei der Initiation der mCMV-spezifischen
CD8 T-Zellantwort im immunkompetenten Wirt hin. Zusétzlich konnte auch nach mCMV-
Infektion von Cross-Prasentations-defizienten Mausen (Haplotyp H-2°) eine antivirale CD8 T-
Zellantwort initiiert werden. Diese Beobachtung bestatigt, dass durch direkte
Antigenprasentation auf infizierten profAPC trotz viraler Immunevasionsmechanismen eine
CD8 T-Zellantwort induziert werden kann. Allerdings wurde weder die antivirale CD8 T-
Zellantwort noch die Kontrolle der Infektion im Haplotyp H-2° durch die verstarkte m152-
Expression moduliert.

In einem weiteren Teil der Arbeit konnte im Kklinisch relevanten Modellsystem der mCMV-
Infektion von Knochenmarktransplantations (KMT)-Rezipienten (Haplotyp H-2%) gezeigt
werden, dass die verstdrkte ml152-Expression die Rekrutierung IE1-spezifischer CD8 T-
Zellen in die infizierte Lunge unterdriickt. Dies konnte sowohl frilh nach Infektion, als auch
wahrend der viralen Latenz nachgewiesen werden. Zusatzlich war die Rekrutierung IE1-
spezifischer CD8 T-Zellen in die Lunge deutlich vermindert in L*-Rezipienten von L%-
hamatopoetischen Zellen, die das IE1-prasentierende MHC-I-Molekiil L? nicht auf den nicht-
hamatopoetischen Gewebszellen exprimieren. Diese Beobachtungen zeigen, dass die
Rekrutierung antiviraler CD8 T-Zellen in ein peripheres Organ von der direkten
Antigenprasentation auf nicht-h&matopoetischen, infizierten Gewebszellen bestimmt wird.

In der vorliegenden Arbeit konnte somit erstmals gezeigt werden, dass trotz viraler
Immunevasionsmechanismen nach mCMV-Infektion des immunkompetenten Wirtes und des
KMT-Rezipienten die antivirale CD8 T-Zellantwort von der direkten Antigenprasentation
bestimmt wird.
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Summary

The control of cytomegalovirus (CMV) infection by CD8 T cells depends on efficient
presentation of viral peptides at the cell surface. Virus-encoded immunoevasins subvert
recognition of infected cells by inhibiting the cell surface transport of peptide-loaded MHC-I
(PMHC-I) complexes. Yet, it is current opinion that antiviral CD8 T-cell priming occurs
predominantly through cross-presentation of antigenic material endocytosed by uninfected
professional antigen-presenting cells (profAPC) and is therefore independent of viral

immunoevasins.

We studied the CD8 T-cell response against a new recombinant murine CMV (mCMV) that
expresses the most efficient mCMV-encoded immunoevasin m152 in the Early (E) phase
and, in addition, ectopically in the Immediate Early (IE) phase, resulting in a strong inhibition
of pMHC-I presentation in vitro. Surprisingly, after infection of immunocompetent BALB/c-
mice (haplotype H-2%) enhanced immune evasion resulted in reduced CD8 T-cell priming in
spite of increased viral gene expression in the draining regional lymph node (RLN),
compared to mCMV-wildtype infection. This finding clearly identified a major contribution of
direct antigen presentation to CD8 T-cell priming. In addition, mCMV-infection of mice
(haplotype H-2°) deficient in the canonical cross-presentation pathway induces a broad
antiviral CD8 T-cell response. These data confirm that direct antigen presentation can occur
in infected profAPC despite the expression of immunoevasins. However, in mice of haplotype
H-2° the antiviral CD8 T-cell priming and viral gene expression in the RLN were independent

of m152 expression.

After infection of immunocompromised, hematopoietic cell transplantation (HCT)-recipients
(haplotype H-2% enhanced expression of m152 reduced the recruitment of IE1-specific CD8
T cells to the lungs. Notably, recruitment of IE1-specific CD8 T cells was strongly reduced in
L% recipients of L™ hematopoietic cells, which by themselves do not express IE1 peptide-
presenting MHC-I molecule L® on their tissue cells. These findings indicate that pulmonary
recruitment of antiviral CD8 T cells depends on direct antigen presentation by non-
hematopoietic tissue cells.

In conclusion, we show here that the antiviral CD8 T-cell response in the immunocompetent
host as well as in the HCT recipient is driven predominantly by direct antigen presentation
despite the presence of viral immune evasion molecules.
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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Cytomegaloviren

1.1.1 Taxonomie

Die Cytomegaloviren (CMV) werden aufgrund ihrer biologischen und morphologischen
Eigenschaften der Familie der Herpesviridae zugeordnet (Roizman et al., 1981). Die
Namensgebung basiert auf der Beobachtung einer drastischen Zellvergrol3erung CMV-
infizierter Zellen (Zytomegalie) (Weller et al., 1960).

Die ubiquitdr verbreiteten Herpesviridae sind gekennzeichnet durch eine einheitliche
Morphologie der Viruspartikel und die Etablierung viraler Latenz nach immunologischer
Kontrolle der Primarinfektion (Roizman und Baines 1991).

Bislang sind acht humanpathogene Herpesviren bekannt (Pellett und Roizman, 2013) und
innerhalb der Herpesviridae erfolgt eine weitere Unterteilung in die Subfamilien Alpha-, Beta-
und Gammabherpesvirinae.

Humanpathogene Vertreter der Alphaherpesvirinae sind die Herpes simplex-Viren Typl
(HSV-1) und Typ2 (HSV-2) sowie das Varizella-Zoster-Virus (VZV). Alphaherpesvirinae sind
gekennzeichnet durch ein breites Wirtsspektrum, einen kurzen Replikationszyklus und die
Etablierung von Latenz in den Nervenzellen der sensorischen Ganglien.

Das humane CMV (HCMV) sowie das HHV-6 und HHV-7 werden der Familie der
Betaherpesvirinae zugeordnet. Sie sind Spezies-spezifisch und gekennzeichnet durch
einen langsamen Replikationszyklus sowie einen breiten Zelltropismus. Die Etablierung von
Latenz erfolgt in unterschiedlichen Organen, darunter Lunge, Leber, Pankreas, Niere und
Herz (Koffron et al., 1997). Aufgrund der strikten Speziesspezifitat ist eine Untersuchung der
HCMV-Infektion in einem Tiermodell nicht méglich. Da HCMV und das murine CMV (mMCMV)
genetische, immunologische und strukturelle Eigenschaften teilen, kann die Untersuchung
der mCMV-Infektion der Maus als Modell fur die klinisch relevante HCMV-Infektion dienen
(Rawlinson et al., 1996; Reddehase, 2002).

Gammaherpesvirinae besitzen ein enges Wirtsspektrum. Die produktive Infektion sowie die
Etablierung von Latenz erfolgen tberwiegend in B- und T-Lymphozyten. Humanpathogene
Mitglieder der Gammaherpesvirinae sind das Epstein-Barr-Virus (EBV) und das Kaposi
Sarkom-assoziierte Herpesvirus (KSHV).

1.1.2 Morphologie und Genom

Reife Virionen haben einen Durchmesser von 150-200nm und zeigen die fir Herpesviren
charakteristische Morphologie. Im Inneren des Viruspartikels befindet sich das lineare,
doppelstrangige DNA-Genom (Dolan et al, 2004; Mocarski et al., 2013), eingebettet in einem
ikosaedrischen Nukleokapsid. Eine amorphe Proteinmatrix, das Tegument, umgibt das
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Kapsid. Das Tegument besteht primar aus Phosphoproteinen, wobei auch zellulare sowie
virale RNA-Spezies nachgewiesen wurden (Kalejta, 2013). Das Virion ist umgeben von einer
Lipidhtlle zellularen Ursprungs, in die virale Glykoproteine eingelagert sind. Die viralen
Hullproteine sind fur die Virusadsorption an die Wirtszelle notwendig. Sie haben wichtige
Funktionen bei der Virionreifung und der Induktion der CMV-spezifischen, humoralen
Immunantwort (Feire und Compton, 2013).

Das ca. 230 kbp grof3e CMV-Genom besitzt eine hohe Kodierungskapazitat; so wurden
vorlaufig fir mCMV etwa 170 offene Leserahmen (ORFs) (Rawlinson et al., 1996; Tang et
al., 2006) und fur HCMV 200 ORFs annotiert (Chee et al., 1990; zur Ubersicht: Davison et
al., 2013). Eine neuere Studie wies darauf hin, dass unter Berticksichtigung von alternativen
Transkript-Startpunkten die Kodierungskapazitdt von HCMV bei 751 ORFs liegt (Stern-
Ginossar et al,, 2012). Der Mehrzahl der identifizierten ORFs, beziehungsweise ihrer
Genprodukte,  konnte jedoch bisher keine  Funktion zugeordnet werden.
Uberraschenderweise sind fiir die in vitro Replikation in Fibroblasten von HCMV lediglich 45
ORFs essenziell (Dunn et al., 2003).

HCMV und mCMV weisen eine Sequenzhomologie von 42,5% auf, wobei lediglich fur 78
MCMV-ORFs ein homologer HCMV-ORF identifiziert werden konnte. Diese ORFs kdnnen
sowohl Sequenz-homolog als auch Positions-homolog sein (Landolfo et al, 2003).
Erstaunlicherweise konnte die mCMV-Replikation in humanen Zellen bereits durch eine
singulare Mutation in der M112/M113-Genregion (Earlyl) erreicht werden (Schumacher et
al., 2010; zur Ubersicht: Brune, 2013).

1.1.3 Replikationszyklus und Morphogenese

Da die Infektion mit CMV durch einen breiten Zelltropismus gekennzeichnet ist (Myerson et
al., 1984; Ibanez et al., 1991; Sinzger et al., 2000), muss die Penetration der Wirtszelle und
Initiation des lytischen Replikationszyklus in verschiedenen Zelltypen méglich sein.

Die Adsorption des Virions an die Zellmembran der Wirtszelle wird durch die unspezifische
Bindung der viralen Glykoproteine gM/gN und gB an zellulare Heparansulfat-Proteoglykane
(HSPG) initiiert (Compton et al., 1993). Um die Adsorption des Virions zu stabilisieren, erfolgt
eine Interaktion weiterer zellularer Rezeptoren mit viralen Glykoproteinen. Als mogliche
zellulare Rezeptoren werden Annexin Il (Wright et al., 1994; 1995), CD13 (Soderberg et al.,
1993) und Integrine (Feire et al., 2004) diskutiert.

Nach Adsorption folgt die Fusion der Virus- und Zellmembran in einem pH-unabh&angigen
Prozess (Compton et al., 1992) und die Freisetzung des Teguments und Nukleokapsids in
das Zytoplasma der Wirtszelle (Feire und Compton, 2013). Fir die Infektion von Epithel- und
Endothelzellen konnte gezeigt werden, dass ein pentamerer Komplex aus den viralen
Proteinen gH, gL, UL128, UL130 und UL130a essenziell ist (Hahn et al., 2004; Gerna et al.,
2005; Wang und Shenk, 2005; Adler et al., 2006) und eher lber Endozytose verlauft
(Ryckman et al., 2006). Fur mCMV konnte neben dem gH/gL/gO-Komplex ein alternativer
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gH/gL/MCK-2-Komplex identifiziert werden, der die Virusdissemination ermdglicht und
essenziell ist fur die Infektion von Makrophagen (Wagner et al. 2013).

Nach Entfernung des Teguments (Uncoating) erfolgt, analog zu HSV-1, der Mirotubuli-
vermittelte Nukleokapsidtransport zum Zellkern (Sodeik et al., 1997), wo die Nukleokapside
an den Kernporenkomplex binden. Diese Bindung induziert die Freisetzung der viralen
DNA in das Nukleoplasma (Ojala et al., 2000). Nach Fusion der Genomenden liegt die virale
DNA zeitweise zirkularisiert vor und wird mit zellularen Histonen komplexiert (Marks und
Spector, 1988).

Die Genexpression der viralen DNA ist bei allen Vertretern der Cytomegaloviren
kaskadenartig reguliert und wird in die Immediate Early (IE)-, Early (E)- und Late (L)-Phase
unterteilt. Der Ubergang von der IE- in die E-Phase erfolgt 1-2 Stunden nach mCMV-
Infektion. Die nachfolgende L-Phase setzt 16h nach der Infektion ein und beginnt
definitionsgemald mit der Replikation der viralen DNA. In einer neueren Studie konnte jedoch
in vitro gezeigt werden, dass das Maximum der viralen Genexpression bereits in den ersten
zwei Stunden des lytischen Replikationszyklus stattfindet. Zu diesem Zeitpunkt konnten
bereits IE-, E- und auch L-Transkripte detektiert werden. Bereits 5-6h nach Infektion folgt
eine schnelle Repression der viralen Genexpression (Marcinowski et al., 2012).

Nach dem klassischen Modell der viralen Genexpression wird nach dem Eintritt der viralen
DNA in den Zellkern der Wirtszelle die IE-Phase initiiert. Fir den Transkriptionsstart der IE-
Gene werden Kkeine viralen, transaktivatorischen Proteine bendtigt. Zellulare
Transkriptionsfaktoren interagieren zundchst mit dem Major Immediate Early (MIE) Promotor
Enhancer (MIEPE) (zur Ubersicht: Meier und Stinski, 2013). Die mCMV-kodierte MIE-Region
wird auch als MIE-PEEP (Major Immediate Early Promotor Enhancer Enhancer Promotor)
bezeichnet, da sie zwei Enhancer-Elemente enthalt, welche von bi-direktionalen
Promotorsequenzen flankiert werden (Chatellard et al., 2007; Kropp et al., 2009).

Die MIE-Genregion reguliert bei HCMV die Expression von zwei (iel und ie2) (zur Ubersicht:
Landolfo et al., 2003), bei mCMV die Expression von drei viralen Genen (iel, ie3 und ie2)
(Keil et al., 1987). Das murine IE1-Transkript kodiert fur das 89/76 kDa IE1-Protein, ein
Transaktivator viraler und zellularer Gene (Messerle et al., 1992; Gribaudo et al., 2000;
Wilhelmi et al., 2008) und beinhaltet ein Ld-préisentiertes, immundominantes CD8 T-Zell-
Epitop (Reddehase et al., 1989). Das IE3-Transkript kodiert fiir das 88kDa bis 90kDa IE3-
Protein, das einen essenziellen Transaktivator der E-Genexpression darstellt (Messerle et
al., 1992; Angulo et al., 2000; Martinez et al., 2010). Dem nicht essenziellen 42kDa IE2-
Protein konnte bisher keine Funktion zugeordnet werden (Cardin et al., 1995; Manning und
Mocarski, 1998).

Generell modulieren die IE-Proteine den Wirtszellmetabolismus, steuern die virale E-
Genexpression und leiten das lytische Replikationsprogramm ein (Keil et al., 1984; Bihler et
al., 1990; Messerle et al., 1992; Busche et al., 2008).

Die E-Genprodukte, wie beispielsweise die virale DNA-Polymerase, sind fir die Replikation
der viralen DNA essenziell (Pellet und Roizman, 2007). Der Beginn der DNA-Replikation
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definiert den Anfang der L-Phase, in der hauptsachlich die viralen Strukturproteine
synthetisiert werden.

Ausgehend vom zirkularisierten Genom erfolgt die virale DNA-Replikation nach dem rolling
circle-Prinzip. Die neusynthetisierte DNA ist mit der Ausgangsmatrize kovalent verbunden,
wodurch Konkatemere entstehen, die mehrere Kopien der viralen DNA als linearen
Doppelstrang enthalten. Die Spaltung dieser Konkatemere in Einzel-Genome erfolgt
wahrend der Verpackung der DNA in Nukleokapside, die zur Stabilisierung mit einem
vorlaufigen Tegument umgeben werden (Marks und Spector, 1998; Gibson und Bogner,
2013). In einem ersten Knospungsprozess (Budding, primary envelopment) werden diese
Kapside durch die innere Kernmembran in den perinuklearen Raum geschleust. Die
temporare Virushille fusioniert mit der &ufReren Kernmembran (de-envelopment), wodurch
die Nukleokapside in das Zytosol freigesetzt werden. Die Nukleokapside erhalten ihr
endgultiges Tegument im virus assembly compartment und im Anschluss erfolgt eine zweite
Reifungsknospung (secondary envelopment) an den Membranen des tubularen Endosoms
oder des Trans-Golgi-Netzwerks (TGN) (Tooze et al., 1993; Fraile-Ramos et al., 2001). Die
resultierenden Virionen werden mit einer doppelten Hullmembran umgeben. Die aulRere
Hullmembran fusioniert mit der Wirtszellmembran und reife, einfach umhillte Virionen
werden in den extrazellularen Raum freigesetzt (Mettenleiter et al., 2006).

1.1.4 Klinische Relevanz der HCMV-Infektion und Intervention

HCMV st ubiquitar verbreitet, wobei die Durchseuchungsrate von sozio-6konomischen
Faktoren abh&ngig ist. In Mitteleuropa und Nordamerika liegt die Durchseuchungsrate im
Erwachsenenalter bei 40-50%, wéahrend in Entwicklungslandern aufgrund des niedrigen
Hygienestandards eine Durchseuchungsrate von 100% existiert (Cannon et al., 2013). Die
Virusibertragung erfolgt in den meisten Féllen horizontal durch Speichel, Urin, Genitalsekret,
Tranenflussigkeit, Blut oder Muttermilch. Zudem kann eine Ubertragung auch durch
Blutkonserven oder Transplantation von Geweben, Organen sowie Knochenmark
seropositiver Spender erfolgen. Eine vertikale Ubertragung erfolgt transplazentar von der
infizierten Mutter auf den Embryo oder Fotus. Die Inzidenz der kongenitalen HCMV-Infektion
betragt etwa 0,2-2,3% bei allen Schwangerschaften, wobei 10% aller Infektionen
symptomatisch verlaufen.

Der Infektionsverlauf wird primér durch den Immunstatus des Wirts bestimmt. Eine Infektion
des immunkompetenten Individuums verlauft meistens inapparent. Sie kann sich in einem
allgemeinen Unwohlsein, sowie einem leichten Fieber auf3ern, in seltenen Fallen tritt eine
Mononucleose-ahnliche Symptomatik auf (Klemola et al., 1970). Nach Terminierung der
produktiven Infektion kommt es zur Etablierung lebenslanger Latenz, die durch
Reaktivierungsereignisse unterbrochen wird, welche in der Regel ebenfalls inapparent
verlaufen.
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Die Primarinfektion eines immusupprimierten oder immunologisch unreifen Individuums
kann zu schweren klinischen Manifestationen filhren (Reddehase, 2002). Die kongenitale
CMV-Infektion immunologisch unreifer Embryonen und Féten kann wahrend einer primaren
oder rekurrenten Infektion der Mutter sowie einer Superinfektion der seropositiven Mutter mit
einem weiteren HCMV-Stamm erfolgen (Ross et al., 2006) und verlauft bei 10-15% der
Neugeborenen symptomatisch (Boppana und Britt, 2013). Die durch kongenitale Infektion
hervorgerufene Symptomatik der CMV-Erkrankung wird auch als cytomegalic inclusion
disease (CID) bezeichnet. Typische CID-Symptome sind Petechien der Haut,
Hepatosplenomegalie, Pneumonie, Hepatitis und Retinitis (Boppana et al., 1992; 1997). Als
Spétschaden kdonnen neurologische Schadigungen, wie mentale Retardation oder Verlust
des Seh- und/oder Horvermégens auftreten (Fowler et al., 1992, zur Ubersicht: Reddehase,
2002).

Eine fur die HCMV-Infektion empfangliche Risikogruppe bilden Patienten mit angeborener
(severe combined immunodeficiency, SCID), erworbener (acquired immunodeficiency
syndrome, AIDS) oder therapeutisch-induzierter Immundefizienz. Beispielsweise sind
90% der HIV (Humanes Immundefizienz-Virus)-Patienten HCMV-seropositiv, daher wird oft
die AIDS-Symptomatik dieses Patientenkollektivs durch die HCMV-Erkrankung
verschlimmert. Empfanger von Organ- oder Knochenmark-Transplantationen (KMT) missen
sich einer immunsuppressiven Behandlung unterziehen. Als Folgen einer HCMV
Primarinfektion, Re-Infektion oder Rekurrenz werden in immunsupprimierten Patienten
schwere Organmanifestationen, wie interstitielle Pneumonie, Kolitis, Gastroenteritis,
Hepatitis und Retinitis beobachtet.

Die medizinische Prophylaxe oder Therapie der akuten HCMV-Infektion erfolgt derzeit
durch Gabe von Inhibitoren der viralen DNA-Replikation, wie beispielsweise Ganciclovir oder
Foscarnet (Boeckh 2011; Michel et al., 2013). Wahrend die antivirale Therapie bei
Erwachsenen mit groRem Erfolg in der klinischen Routine angewendet wird, stehen fur die
Behandlung der kongenitalen Infektion keine antiviralen Therapien zur Verfiigung.

Ein Impfstoff zur Induzierung einer humoralen und zellularen Immunantwort gegen HCMV st
gegenwartig nicht verfugbar. In der Klinischen Grundlagenforschung werden jedoch
verschiedene Vakzinierungsansétze verfolgt (Plotkin und Plachter, 2013), wie beispielsweise
die Verwendung von attenuierten Viren, viralen Vektoren, rekombinanten Glykoproteinen,
DNA-Plasmiden, antigenen Peptiden oder nicht-replikativen Viruspartikeln.
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1.2 Immunbiologie der CMV-Infektion

Die CMV-Primérinfektion wird effizient vom angeborenen und adaptiven Immunsystem des
immunkompetenten Wirtes kontrolliert. In der frihen Phase der Infektion sind vorwiegend die
Komponenten des angeborenen Immunsystems wirksam, zu denen beispielsweise
Makrophagen, Dendritische Zellen (DC) und Naturliche Killerzellen (NK-Zellen) gehéren.
Teil der nachfolgenden, adaptiven Immunitat sind Antikdrper-sezernierende B-Zellen sowie
Antigen-spezifische T-Zellpopulationen.

1.2.1 Rolle des angeborenen Immunsystems fur die Kontrolle
der CMV-Infektion

In den ersten Tagen der akuten CMV-Infektion erfolgt die immunologische Kontrolle
vorrangig durch NK-Zellen, die eine Komponente der angeborenen Immunitat darstellen
(Bukowski et al., 1984; Arase et al., 2002; Vidal et al., 2013).

NK-Zellen erkennen infizierte oder transformierte Zellen Antigen-unabhéngig und bilden so
eine primdre Verteidigungslinie des Immunsystems. Zur antiviralen Aktivitat der NK-Zellen
gehort die Sekretion von Zytokinen (z.B. Interferon-y (IFNy)), Interleukinen und Chemokinen,
welche die virale Dissemination unterdriicken konnen. Dartber hinaus sind NK-Zellen zur
direkten Zytolyse von Zielzellen befahigt, die durch Freisetzung von Perforin und Granzym
(Tay et al.,, 1997; van Dommelen et al.,, 2003; Loh et al., 2005) oder Aktivierung
apoptotischer Signalwege (Nagata, 1997; Smyth et al., 2003) vermittelt wird.

Die Aktivierung der NK-Zellen wird durch das Wechselspiel inhibierender und aktivierender
NK-Zellrezeptoren und deren Interaktion mit NK-Zell-Liganden auf Zielzellen reguliert (zur
Ubersicht: Kirwan und Burshtyn, 2007). Beispielsweise sind MHC-I-Molekiile inhibitorische
Liganden fur NK-Zellrezeptoren. Folglich kénnen NK-Zellen durch eine reduzierte MHC-I-
Oberflachenexpression der Zielzellen aktiviert werden. Dieser Erkennungsmechanismus wird
auch als missing-self-recognition bezeichnet (Kéarre, 2008).

Auch der Genotyp des Wirtsorganismus kann die Effizienz der NK-Zell-vermittelten Kontrolle
der mCMV-Infektion determinieren. Mausstdmme, wie der C57BL/6-Laborstamm,
exprimieren den aktivierenden NK-Zellrezeptor Ly49H (Brown et al., 2001; Daniels et al.,
2001; Lee et al, 2002), der spezifisch durch das mCMV-kodierte m157-
Transmembranprotein aktiviert wird (Arase et al., 2002; Smith et al., 2002). Dies fuhrt zur
spezifischen Erkennung und Ausléschung mCMV-infizierter Zellen. Bei den meisten Maus-
Inzuchtstdmmen, darunter auch BALB/c, sowie in der nattrlichen Mauspopulation, wird der
Ly49H-Rezeptor nicht exprimiert; somit kann eine effiziente NK-Zellaktivierung tber eine
m157-Ly49H-Interaktion nicht stattfinden (zur Ubersicht: Lisni¢ et al., 2010; Redwood et al.
2013).

Die CMV-Infektion kann aber nicht langfristig durch NK-Zellen kontrolliert werden. Daher ist
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die Induktion einer mCMV-spezifischen, adaptiven Immunantwort essenziell (Welsh et al.,
1991).

1.2.2 Rolle des adaptiven Immunsystems fiur die Kontrolle der CMV-Infektion

Die adaptive Immunantwort wird durch T-Zellen und Antikdrper-sezernierende B-Zellen
vermittelt.  Antigen-spezifische  T-Zellpopulationen  entstehen durch  somatisches
Rearrangement variabler Gensegmente, die fuir den membranstandigen T-Zell-Rezeptor
(TCR) kodieren. T-Zellen werden in einem nachfolgenden Reifungsprozess selektioniert, um
die Reaktivitat gegen Selbstantigene zu verhindern. Zusétzlich exprimieren T-Zellen Ko-
Rezeptoren, die eine Differenzierung in zytotoxische CD8 T-Zellen (cytotoxic T lymphocyte
(CTL)) und CD4 T-Helfer-Zellen (T helper cell (T,C)) ermdglichen. Die CMV-Infektion
induziert eine umfassende CD4 und CD8 T-Zellantwort gegen eine Vielzahl viraler Epitope.

Die spezifische Erkennung Antigen-prasentierender Zellen (APC) durch CD8 T-Zellen erfolgt
durch die Interaktion ihres TCR mit dem Peptid-MHC-1 (pMHC-1) Komplex (Rudolph et al.,
2006). Diese Interaktion und die weiterer ko-stimulatorischer Molekille mit Liganden der
Zielzelle fuhren zur spezifischen Aktivierung (siehe 1.2.4.1) und Induktion der
Effektorfunktionen der CD8 T-Zelle. Teil der Effektorfunktion ist die direkte zytotoxische
Aktivitat und die Freisetzung von Zytokinen (z.B. IFNy, TNFa) und Chemokinen. Zuséatzlich
wird durch die Aktivierung die Proliferation der CD8 T-Zellen induziert. Nach Terminierung
der akuten Infektionsphase verbleiben Antigen-spezifische Memory CD8 T-Zellen im
Organismus und koénnen bei erneutem Antigenkontakt ihre Effektor-Funktionen schneller
abrufen (siehe 1.2.4.2).

Der protektive Effekt virus-spezifischer CD8 T-Zellen gegeniiber einer CMV-Infektion konnte
im Modell der mCMV-Infektion klar nachgewiesen werden. So schiitzt der adoptive Transfer
virus-spezifischer CD8 T-Zellen immunsupprimierte, mCMV-infizierte BALB/c-Mause vor der
mCMV-Infektion (Reddehase et al., 1985; Reddehase et al., 1987; Holtappels et al., 2008a;
Ebert et al., 2012). Auch im klinisch relevanten Modell der experimentellen KMT wurde
gezeigt, dass die Rekonstitution der antiviralen CD8 T-Zellantwort nach Immunsuppression
fur die Kontrolle der mCMV-Infektion essenziell ist (Holtappels et al., 1998; Podlech et al.,
1998). Dariber hinaus wurde nachgewiesen, dass wéahrend der viralen Latenz virus-
spezifische CD8 T-Zellen sporadische Reaktivierungsereignisse terminieren (Simon et al.,
2006) und das Rekurrenzrisiko vermindern (Steffens et al., 1998).

CD4 T-Zellen erkennen MHC-II-prasentierte Peptide auf der Zelloberflache von
professionellen APC (profAPC) und werden hinsichtlich ihrer sezernierten Zyktokine in Ty1-
(IFNy) und Ty2-Zellen (IL-4, IL-5) unterteilt. Wesentliche Funktionen der CD4 T-Zellen sind
die Regulation von Entziindungsreaktionen durch die Aktivierung von Makrophagen sowie
die Stimulation von B-Zellen.

Eine CD4 T-Zellantwort ist essenziell fir den langfristigen Schutz vor viraler Rekurrenz in
seropositiven Individuen (Gamadia et al., 2003). Die immunologische Charakterisierung
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HCMV-spezifischer CD4 T-Zellen zeigte, dass eine klassische Ty1-Antwort induziert wird, die
gekennzeichnet ist durch die Sezernierung der Zytokine IFNy und TNFa (Rentenaar et al.,
2000; Bitmansour et al., 2001). Im Modell der mCMV-Infektion wurde gezeigt, dass CD4 T-
Zellen essenziell fur die Kontrolle der Virusreplikation in der Speicheldriise sind (Jonji¢ et al.,
1989; zur Ubersicht: Walton et al., 2013).

Die Antikérper-vermittelte, humorale Immunitat spielt im Rahmen der primaren CMV-
Infektion eine untergeordnete Rolle, allerdings vermindern mCMV-spezifische Antikdrper die
Virus-Dissemination nach Reaktivierung und vermitteln Schutz vor sekundéaren CMV-
Infektionen (Mach et al., 2013).

1.2.3 Antigenpréasentation iber MHC-I-Komplexe

Antivirale CD8 T-Zellen erkennen tber ihren TCR virale MHC-I-prasentierte Peptide auf der
Zelloberflache einer APC. Die MHC-I-Prasentation viraler Peptide wird von zwei
unterschiedlichen Mechanismen gewahrleistet. Hierzu z&hlen sowohl die direkte
Antigenprésentation durch infizierte Zellen (Neefjes et al.,, 2011) als auch die Cross-
Prasentation exogener Peptide, vermittelt durch nicht-infizierte APC (Joffre et al., 2012). Der
Mechanismus der Cross-Préasentation ermdglicht die Initiation einer Immunantwort gegen
Pathogene, welche nicht in profAPC replizieren oder Immunevasions-Mechanismen
entwickelt haben, um die Antigenprasentation auf der Oberfliche von infizierten profAPC zu
verhindern.

1.2.3.1 Direkte Antigenpréasentation

Die kontinuierliche pMHC-I-Prasentation auf der Oberflache aller kernhaltigen Zellen
ermoglicht dem Organismus die Prasentation wirtsfremder Peptide zur spezifischen
Aktivierung zytotoxischer CD8 T-Zellen (siehe Abb. 1.1).

Antigene Peptide werden durch einen kontinuierlichen Degradationsprozess wirtseigener
sowie wirtsfremder Proteine Uber den Ubiquitin-Proteasom-Pathway generiert (Sijts et al.,
2011). Beispielsweise werden falsch translatierte oder falsch gefaltete Proteine, sogenannte
DRiPs (defective ribosomal products), zunédchst mit einem Ubiquitin-Tag versehen und
dadurch fir die Proteolyse durch einen multikatalytischen Proteasekomplex, das konstitutive
26S-Proteasom, markiert (Schubert et al., 2000). Die regulatorische 19S-Untereinheit des
Proteasoms transferiert ubiquitinylierte Proteine in die Zylinder-formige 20S-Untereinheit zur
Proteolyse. In lymphatischen Geweben oder nach IFNy-Stimulation werden drei aktive
Zentren des Proteasoms durch alternative, enzymatische Untereinheiten ersetzt (Hisamatsu
et al., 1996). Dieses modifizierte Proteasom wird auch als Immunoproteasom bezeichnet.
Die unterschiedliche Substratspezifitdt von konstitutivem und Immunoproteasom ermoglicht
eine Erweiterung der Variabilitdt generierter Peptide (Toes et al., 2001).

Die proteasomale Prozessierung resultiert in Peptiden mit einer Lange zwischen 3-20
Aminosauren. Langkettige Peptide werden erneut durch zytosolische Proteasen weiter
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verkirzt (trimming) (Rock et al.,, 2004) und anschlieBend unter ATP-Hydrolyse TAP
(transporter associated with antigen processing)-vermittelt in das ER transportiert. Im ER-
Lumen werden Peptide erneut von den ER-Aminopeptidasen ERAP1/2 (human) oder der ER
aminopeptidase associated with antigen processing ERAAP (murin) getrimmt (Serwold et al.,
2002; Saveanu et al., 2005; zur Ubersicht: van Endert, 2011), wobei schlie3lich Peptide mit
einer Lange von 8-9 AS auf MHC-I-Molekile geladen werden. Die Kopplung eines Peptids
an ein freies MHC-I-Molekil wird durch den Peptid-Beladungs-Komplex initiiert. Dieser
Komplex enthalt die MHC-I a-Kette, [3,-Mikroglobulin (3,m), TAP sowie verschiedene
Chaperone (u.a. Tapasin, ERp57, Calnexin und Calreticulin) (Wearsch und Cresswell, 2008).
Tapasin interagiert direkt mit TAP und dem freien MHC-I-Molekul und vermittelt die Kopplung
des transportierten Peptids an MHC-I.
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Abb. 1.1 Schema des klassischen MHC-I-Préasentationsweges. Endogene Proteine werden nach
proteasomaler Prozessierung TAP-vermittelt in das Lumen des ER transloziert. Ein Komplex
bestehend aus TAP, der MHC-I-a-Kette, 3,m sowie Tapasin, Calreticulin und ERp57 ladt die Peptide
auf freie MHC-I-Molekiille. Der pMHC-I-Komplex wird anschlieBend Uber den sekretorischen
Transportweg zur Zelloberflache transportiert und CD8 T-Zellen prasentiert.

Im Anschluss wird der pMHC-I-Komplex bestehend aus MHC-a-Kette, 3,m und gebundenem
Peptid Uber den konstitutiven sekretorischen Transportweg zur Zelloberflache transportiert
und kann vom Antigen-spezifischen TCR der CD8 T-Zellen erkannt werden. Nicht-assoziierte
Peptide sowie unbeladene oder falsch-gefaltete MHC-I-Molekiile werden zur proteasomalen
Degradation in das Zytosol transloziert (Hughes et al., 1997).




1 Einleitung

1.2.3.2 Cross-Prasentation

Die MHC-I-Prasentation exogener Antigene (Bevan et al., 1976a; b) wird auch als Cross-
Préasentation und die resultierende Initiation einer CD8 T-Zellantwort als Cross-Priming
bezeichnet (Bevan, 2006). In der Maus sind zur Cross-Préasentation lymphoide (CD8"") und
migratorische (CD103"9"CD11b"") DC-Subpopulationen befshigt (Jung et al., 2002;
Shortman und Heath, 2010; Joffre et al., 2012). Der Beitrag anderer Zellpopulationen wird
diskutiert (Nierkens et al., 2013; Segura et al., 2013). Die Fahigkeit zur Cross-Prasentation
durch CD8-positive DC kann durch eine Infektion des Organismus verstarkt werden (zur
Ubersicht: Dresch et al., 2012). Sowohl PAMPs (pathogen associated molecular patterns)
auf der Oberflache von Pathogenen, als auch durch den Zelltod infizierter Zellen freigesetzte
DAMPs (death associated molecular patterns) oder inflammatorische Zytokine kdnnen die
Rekrutierung und Entwicklung von Cross-prasentierenden DC begiinstigen.

Nach der Internalisierung eines Antigens durch die Cross-prasentierende Zelle folgt die
Prozessierung und MHC-I-Prdsentation unter Beteiligung verschiedener zellularer
Kompartimente und Transportwege (siehe 1.2.3.1). In der Literatur wurde ein zytosolischer
und ein vesikularer Transportweg beschrieben (Joffre et al., 2012). Welcher Antigen-
Transportweg in vivo eine Rolle spielt, konnte bislang nicht geklart werden und dieser ist
abhangig von der APC-Subpopulation, der Antigenart und dem Mechanismus der Antigen-
Aufnahme.

Der zytosolische Cross-Préasentationsweg postuliert die Translokation internalisierter
Proteine aus dem Endosomenlumen in das Zytosol (Kovacsovics-Bankowski und Rock,
1995) mit anschlieRender proteasomaler Prozessierung (Palmowski et al., 2006). Dies
konnte allerdings ausschlief3lich in CD8-positiven DC gezeigt werden (Lin et al., 2008). Es
wird vermutet, dass die Proteintranslokation in das Zytosol durch einen bisher nicht
identifizierten, endosomalen Transporter gewéhrleistet wird. Diskutiert wird eine Beteiligung
des ER-assoziierten Degradations(ERAD)-Systems (Ackerman et al., 2006; Vyas et al.,
2008). Der hoch konservierte ERAD-Komplex vermittelt die Retrotranslokation falsch
gefalteter Proteine vom ER-Lumen in das Zytoplasma und konnte auch in endosomalen
Kompartimenten nachgewiesen werden. Nach dem Proteintransport in das Zytosol erfolgen
die Antigen-Prozessierung, die MHC-I-Beladung und der pMHC-I-Transport analog zum
klassischen MHC-I-Prasentationsweg endogener Proteine.

Ein Peptidtransfer kann auch durch gap-junctions von einer infizierten Zelle in das Zytosol
einer APC erfolgen. Dies ermdglicht beispielsweise den Transfer antigener Peptide von
apoptotischen  Zellen in nicht-apoptotische  Nachbarzellen fir eine effektive
Antigenprasentation (Neijssen et al., 2005; Pang et al., 2009).

In dem vesikularen Cross-Préasentationsweg erfolgt die MHC-I-Beladung der antigenen
Peptide nach Internalisierung der Antigene im endozytotischen Kompartiment in einem
Proteasom- und TAP-unabhdngigen Prozess. Die Proteinprozessierung erfolgt ohne
Proteintransfer in das Zytosol durch die Protease CathepsinS (Shen et al., 2004). Es
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ermoglicht jedoch ausschlieRlich eine proteasomale Degradation die Generierung von
Peptiden mit einer optimalen L&nge von 8-9 AS fur die MHC-I-Beladung (siehe 1.2.3.1).

Um eine Peptidprozessierung durch das Proteasom zu gewahrleisten, wird ein alternativer
Phagosom-Zytosol-Phagosom-Transportweg postuliert, der sowohl Komponenten des
zytosolischen als auch des vesikularen Transportweges nutzt. Uber Phagozytose
internalisierte Antigene werden in Phagosomen degradiert. In diesen wurden ER-
Komponenten wie TAP und die MHC-I-Beladungsmaschinerie nachgewiesen (Gagnon et al.,
2002; Guermonprez et al., 2003; Houde et al., 2003). Obwohl Anhaltspunkte fir eine
Interaktion zwischen Phagosom und ER existieren, konnte bisher eine direkte ER-
Phagosom-Fusion nicht belegt werden (Touret et al., 2005). Alternativ kann ein ER-
Phagosom-Proteintransport tber ER-abstammende Lipidspeicherorganelle (Lipid Droplets)
erfolgen (Bougnéres et al., 2009). Aus dem Phagosom wird das Antigen in das Zytosol
transloziert. Nach Ubiquitinylierung und proteasomaler Degradation werden antigene Peptide
anschlieBend erneut TAP-vermittelt in das Phagosomenlumen re-importiert und auf
phagosomale MHC-I-Molekiile geladen (Ackerman et al., 2003; Guermonprez et al., 2003).

Es wurde auch ein direkter Transfer intakter pMHC-I-Komplexe einer infizierten Zelle zu
einer nicht infizierten APC uber direkten Zell-Zell-Kontakt beschrieben. Dieser Mechanismus
der Antigenprasentation wird auch als Cross-Dressing bezeichnet (Dolan et al., 2006) und
spielt bei der Aktivierung von Memory CD8 T-Zellen durch DC eine Rolle (Wakim und Bevan
et al., 2011).

1.2.4 Phasen der CD8 T-Zellantwort

1.24.1 Initiale Aktivierung antiviraler CD8 T-Zellen

Die initiale Aktivierung von CD8 T-Zellen ist abhangig von der MHC-I-Prasentation antigener
Peptide durch profAPC und der Interaktion mit kostimulatorischen Molekilen. Zu den
profAPC gehtren DC, Makrophagen und B-Zellen. Diese Zellen sind grundsatzlich in der
Lage, antigene Peptide tber MHC-I oder MHC-II zu prasentieren. Zur initialen Aktivierung
naiver CD8 T-Zellen sind in vivo hauptséchlich DC befahigt (zur Ubersicht: Yewdell, 2010),
da diese eine hohe Anzahl an MHC-I und kostimulatorischen Molekilen exprimieren.

DC sind permissiv fur die produktive CMV-Infektion (Riegler et al., 2000). Die CMV-Infektion
von DC bewirkt eine Reduktion der MHC-I- und MHC-II-Oberflachenexpression sowie der
kostimulatorischen Molekile (Andrews et al., 2001), wéhrend die Expression inhibitorischer
Liganden wie PD-L1 (programmed death ligand-1) verstarkt wird (Benedict et al., 2008). Die
Fahigkeit zur Induktion einer antiviralen CD8 T-Zellantwort durch CMV-infizierte DC wird
daher kontrovers diskutiert (Raftery et al., 2001; Gerna et al., 2005; Busche et al., 2013).

Nach der primaren Aufnahme von Fremdantigenen durch DC und einer zusatzlichen
Stimulation durch inflammatorische Zytokine durchlaufen DC einen Reifungsprozess (zur
Ubersicht: Hammer und Ma, 2013). Die daraus hervorgehenden reifen DC migrieren uber die
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afferenten Lymphgefal3e in sekundare lymphatische Organe (Matin-Fontecha et al., 2003)
und prozessieren effizient Antigene, die nachfolgend tber MHC-I-Molekile prasentiert
werden. Vollstandig ausgereifte DC sind zwar in der Lage effizient Antigene zu prozessieren
und prasentieren, allerdings kénnen sie keine exogenen Antigene aufnehmen (Wilson et al.,
2006).

Naive CD8 T-Zellen wandern, auch in Abwesenheit inflammatorischer Prozesse,
kontinuierlich aus den Blutgefaf3en in den Lymphknoten (LK) ein. In einem Bereich unterhalb
des subkapsuléaren Sinus findet das initiale Priming-Ereignis zwischen reifer DC und naiver
T-Zelle statt (Hickman et al., 2008). Die Aktivierung der CD8 T-Zelle ist abh&angig von der
Interaktion des TCR mit dem pMHC-I-Komplex (Signal 1), der Interaktion kostimulatorischer
Molekule der T-Zelle mit ihren Liganden (Signal 2) sowie der Wirkung proinflammatorischer
Zytokine (Signal 3). Die TCR-pMHC-Interaktion wird zusatzlich durch Adhasionsmolekiile,
wie Integrine, stabilisiert, die zur Ausbildung der ,immunologischen Synapse* fiihren (zur
Ubersicht: Cox und Zajac, 2010). Eine vollstandige Aktivierung der CD8 T-Zell-
Effektorfunktionen kann bereits wenige Stunden nach Antigen-Kontakt nachgewiesen
werden (Norbury et al., 2002; Prlic et al., 2006).

Neuere Arbeiten zeigen, dass im LK weniger als 100 Antigen-prasentierende DC
ausreichend sind, um eine T-Zellantwort zu initiieren (Celli et al., 2012). Die Frequenzen
naiver CD8 T-Zellen spezifisch fiir einen pMHC-I-Komplex liegen bei ungefahr 1 unter 5x10°
Zellen (Arstila et al., 1999).

Antigen-stimulierte CD8 T-Zellen proliferieren und differenzieren in Effektor und Memory
CD8 T-Zellen (siehe auch 1.2.4.2). Effektor T-Zellen migrieren entlang chemotaktischer
Gradienten in das periphere Gewebe. Geprimte CD8 T-Zellen sind nicht mehr strikt auf
kostimulatorische Molekiile angewiesen, kdnnen durch Antigenprasentation auf einer
Vielzahl von Zelltypen aktiviert werden (nicht-professionelle APC) und eliminieren nach
erneutem Antigenkontakt infizierte Zellen sehr effizient.

1.2.4.2 Memory-Phase der antiviralen CD8 T-Zellantwort

Nach Kontrolle einer produktiven Infektion bilden Memory CD8 T-Zellen eine langfristige,
protektive Barriere im Organismus. Sie sind in der Lage nach erneutem Antigenkontakt zu
proliferieren und weitere Effektorfunktionen auszuiiben. Durch die Expression des
Oberflachenmolekiils CD62L (L-Selektin) kdénnen zwei Memory T-Zell-Subpopulationen
unterschieden werden (zur Ubersicht: Obar und Lefrancois, 2010b).

Das Homing-Molekiil CD62L ermdglicht naiven T-Zellen wie auch den Central Memory Cells
(TCM) die Migration in sekundare lymphatische Organe (Springer et al., 1994). TCM sind
befahigt, nach erneutem Antigenkontakt schnell zu proliferieren. Als Folge dieser
Restimulation oder der Aktivierung naiver T-Zellen wird das CD62L-Molekil proteolytisch
abgespalten (Kahn et al., 1994) und die resultierenden CD62L'" CD8 T-Zellen werden als
Effector Memory Cells (TEM) bezeichnet. TEM patrouillieren in peripheren Geweben
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(Masopust et al., 2001) und kénnen nach erneutem Antigenkontakt ihre Effektorfunktionen
schnell und effizient ausiiben. Sie haben allerdings eine verminderte Proliferationskapazitat.

Ein besonderes immunologisches Charakteristikum von CMV ist die Expansion einzelner
CD8 T-Zellspezifitaten wahrend der CMV-Latenz. Dieses Phanomen wird auch als Memory
Inflation bezeichnet (Holtappels et al., 2000a; Karrer et al., 2003; Munks et al., 2006a). Man
geht davon aus, dass die Latenz durch Phasen stochastischer Genexpression und
sporadische Reaktivierungsereignisse unterbrochen wird (Kurz et al.,, 1999; Simon et al.,
2006; Seckert et al., 2012). Diese Ereignisse kdnnen zur MHC-I-Prasentation viraler Peptide
fuhren, die ihrerseits von Antigen-spezifischen TEM erkannt werden. Die CD8 T-Zellen
expandieren nach dem erneuten Antigenkontakt, kontrollieren frihe Stadien der
transkriptionellen Reaktivierung und vergréRern damit den CMV-spezifischen T-Zellpool (zur
Ubersicht: Seckert et al., 2013).

Die mCMV-spezifischen Memory CD8 T-Zellen sind in der Lage, die produktive CMV-
Infektion nach adoptivem Transfer in mCMV-infizierte Rezipienten zu kontrollieren (Podlech
et al., 2000). Im Gegensatz zur CMV-Infektion sind antivirale CD8 T-Zellen wéahrend der
chronischen Infektionsphase, beispielsweise nach Lymphozytarer Choriomeningitisvirus-
Infektion, nicht protektiv (Moskophidis et al., 1993). Die sogenannte Exhaustion antiviraler
CD8 T-Zellen korreliert mit einer hohen Viruslast und der Expression des inhibitorischen
Rezeptors PD-1 auf der Oberflache der T-Zelle (Barber et al., 2006) und wird von dem
Zytokin-Milieu bestimmt (Yi et al., 2010). Die mCMV-spezifischen Memory CD8 T-Zellen
zeigen keine Exhaustion (Podlech et al., 2000; Snyder et al., 2008; Cicin-Sain et al., 2011).

Eine selektive Expansion einzelner Spezifitdten in der Memory-Phase der CD8 T-Zellantwort
wurde im Haplotyp H-2¢ gegen die Epitope IE1 und m164 (Holtappels et al., 2000a;
Holtappels et al., 2002c; Karrer et al., 2003; Snyder et al., 2011) und im Haplotyp H-2" gegen
IE3, M38 und m139 (Munks et al., 2006a) nachgewiesen. Welche biologischen Kriterien
bestimmen, ob ein Epitop eine expandierende Memory CD8 T-Zellantwort induzieren kann,
ist derzeit weitgehend unbekannt. Aktuelle Arbeiten konnten allerdings zeigen, dass die
genannten Epitope eine geringere Abhéangigkeit von der Prozessierung durch das
Immunoproteasom zeigen (Hutchinson et al., 2011) und die an der Memory Inflation
beteiligten APC nicht-hdmatopoetischen Ursprungs sind (Seckert et al., 2011; Torti et al.,
2011a).

Im Modell der mCMV-Infektion konnte gezeigt werden, dass der Memory CD8 T-Zellpool
durch den kontinuierlichen Ersatz von terminal-differenzierten short lived effector cells
(SLEC) aufrechterhalten wird (Snyder et al., 2009). Der SLEC-Phé&notyp ist gekennzeichnet
durch eine vermehrte Antigen-induzierte T-Zell-Proliferation (Ibegbu et al., 2005; Thimme et
al., 2005).

Eine immunologische Phanotypisierung der HCMV-spezifischen CD8 T-Zellsubpopulationen
zeigte, dass es sich hauptsachlich um terminal differenzierte T-Zellen handelt (Champagne
et al., 2001). Sie haben nur geringe Proliferationskapazitdt (Henson et al., 2009), da sie
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inhibitorische Rezeptoren wie KLRG1 (killer cell lectin-like receptor subfamily G1)
exprimieren. Eine minore Subpopulation nicht-terminal differenzierter Memory T-Zellen ist
weiterhin proliferationsfahig und tbt nach Restimulation sowie Kostimulation eine verstarkte
Effektorfunktion aus (Waller et al., 2007).

In immunkompetenten Individuen sezerniert die Mehrheit HCMV-spezifischer Memory CD8
T-Zellen die Zytokine TNFa, MIP1- und IFNy (Gillespie et al., 2000; Scheinberg et al.,
2009). Klinische Studien konnten belegen, dass die HCMV-spezifischen Memory CD8 T-
Zellen einen Schutz nach HCMV-Reaktivierungen in Transplantationspatienten ermdéglichen
(Zhou, 2009).

1.3 Immunmodulation durch CMV

Im Laufe des evolutiondren Adaptationsprozesses an ihren jeweiligen Wirt haben die
Cytomegaloviren der verschiedenen Spezies Gene erworben, die nicht fir die Replikation
essenziell sind, sondern die Virus-Wirt-Interaktion modulieren. Zu diesen Genen gehoren die
CMV-kodierten Immunevasions-Gene, deren Expression Komponenten der angeborenen
und adaptiven Immunitat moduliert. Zwischen Immunevasions-Genen unterschiedlicher
CMV-Spezies existieren keine Sequenzhomologien. Allerdings haben Cytomegaloviren
analoge Mechanismen zur Immunevasion entwickelt. Zentral ist hierbei die Unterdriickung
der antiviralen CD8 T-Zellantwort durch Interferenz mit dem MHC-I-Prasentationsweg der
infizierten Zelle, vermittelt durch virale Immunevasionsproteine (Reddehase, 2002;
Reddehase et al., 2004; Holtappels et al., 2006; Hansen und Bouvier, 2009; Lemmermann et
al., 2012).

Die Expression der HCMV-kodierten Immunevasionsproteine erfolgt in allen Phasen der
viralen Genexpression, um die Erkennung infizierter Zellen effizient zu verhindern (zur
Ubersicht: Noriega et al., 2012). Eine kritische Phase stellt die IE-Phase dar, da sowohl
Virion-assoziierte als auch neusynthetisierte IE-Proteine fir die proteasomale Prozessierung
und MHC-I-Préasentation zur Verfligung stehen. Wahrend die IE-Expression der HCMV-
kodierten Immunevasine gpUS3, gpUS2 und gpUS11 nachgewiesen wurde (Ahn et al.,
1996; Hesse et al., 2013), werden die bekannten mCMV-kodierten Immunevasionsproteine
m152/gp40, m06/gp48 und m04/gp34 (zur Ubersicht: Reddehase, 2002; Lemmermann et al.,
2012) in der E-Phase des viralen Replikationszyklus exprimiert.

Die Quantifizierung der Antigenprasentation in An- und Abwesenheit viraler Immunevasine
wurde durch die Expression des Modellpeptids SIINFEKL mdglich (Lemmermann et al.,
2010a). Eine Infektion von Fibroblasten mit den rekombinanten Viren mCMV-SIINFEKL oder
mCMV-Am06Am152-SIINFEKL zeigte, dass die Expression der Immunevasine die K°-
SIINFEKL-Prasentation um einen Faktor >100 reduziert. Die Gesamtexpression aller K°-
Molekule wird lediglich um den Faktor ~2 reduziert (Lemmermann et al., 2010a). Diese
Beobachtung bestétigt den starken Einfluss der Immunevasine m152 und mO06 auf den
Transport neu generierter pMHC-I-Molekiile vom ER zur Zelloberflache, wéahrend die
Abnahme von bereits auf der Zelloberflache vorhandenen MHC-I-Molekiilen erst verzégert
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durch normalen Turnover erfolgt. Zusétzlich postulierte Toma$ et al. (2010) unabh&angig von
der Expression der Immunevasine eine beschleunigte Inhibition des MHC-I-Recyclings in der

E-Phase der viralen Genexpression durch einen noch nicht vollstéandig aufgeklarten
Mechanismus.

1.3.1 Rolle von m152 als zentrales Immunevasin des murinen CMV

Das MHC-I-ahnliche Membranglykoprotein m152/gp40 (nachfolgend m152) retendiert
pMHC-I-Komplexe in einem ERGIC (ER-Golgi-intermediate compartment)/cis-Golgi-
Kompartiment (Ziegler et al., 1997; Ziegler et al., 2000) und wird daher auch als Retainer
bezeichnet. Es verhindert folglich die Prasentation antigener Peptide und inhibiert so die
Aktivierung antiviraler CD8 T-Zellen (Del Val et al., 1989; 1992). Die lumenale Doméane des
m152-Proteins interagiert transient mit dem pMHC-I-Komplex und induziert mdéglicherweise
eine post-translationale Modifikation, die den pMHC-I-Transport verhindert (Ziegler et al.,
2000). Wahrend das m152-Protein den Golgi-Apparat passiert und lysosomal abgebaut wird,
akkumulieren die pMHC-I-Komplexe im ERGIC mit der Konsequenz, dass die pMHC-I-Dichte
auf der Oberflache infizierter Zellen reduziert wird (Del Val et al., 1989; 1992) (siehe Abb.
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Abb. 1.2 Funktionen des Immunevasins m152. Wahrend der IE-Phase erfolgt eine Aktivierung von
CD8 T-Zellen durch die MHC-I-Prasentation viraler Antigene, sowie eine RAE1/NKG2D-vermittelte
NK-Zellaktivierung. Erst in der E-Phase retendiert das Immunevasin m152 pMHC-I- und RAE1-
Molekile im ERGIC und verhindert somit die Aktivierung von CD8 T-Zellen und NK-Zellen.

Da die alleinige Deletion des ORF m152 die pMHC-I-Prasentation infizierter Zellen wieder
herstellt, gilt m152 formal als zentrales Immunevasin von mCMV (Krmpoti¢ et al., 1999;
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Holtappels et al., 2004; Holtappels et al., 2006; Lemmermann et al., 2012). Als m152-
Funktionsanalogon gilt das HCMV-kodierte gpUS3-Glykoprotein, da es in Assoziation mit
Tapasin die Beladung der MHC-I-Molekiile verhindert und diese im ER arretiert (Park et al.,
2004; Ahn et al., 1996; Jones et al., 1996).

Da die Expression der Immunevasine in einer Reduktion der pMHC-I-Oberflachenexpression
infizierter Zellen resultiert, ermdglicht dies potenziell eine NK-Zellaktivierung. Dieser
Mechanismus wird auch als missing-self-recognition bezeichnet (siehe 1.2.1). Um die
Aktivierung von NK-Zellen zu verhindern, reduziert das ml52-Protein auch die
Oberflachenexpression von Liganden des aktivierenden NK-Zellrezeptors NKG2D (Krmpotic¢
et al.,, 2002; Lodoen et al., 2003). Zu diesem Zweck interferiert das m152-Protein mit den
MHC-I-&hnlichen NKG2D-Liganden der RAE1-Molekiilfamilie. Die Assoziation zwischen
m152 und den verschiedenen RAE1l-Isoformen variiert; die hdchste Affinitat konnte far
RAE1ly beobachtet werden (Zhi et al., 2010). In einer aktuellen Publikation konnte die
Kristallstruktur des m152/RAE1ly-Komplexes analysiert werden (Wang et al., 2012). Diese
Analyse ergab, dass m152 in einer Zangen-ahnlichen Struktur mit RAE1y interagiert. Obwohl
drei potenzielle Glykosylierungsstellen im m152-Protein vorliegen (Ziegler et al., 1997),
ergab die Strukturanalyse lediglich zwei glykosylierte AS an den Positionen Asn6l und
Asn208. Diese Glykosylierungen haben allerdings keinen Einfluss auf die Ausbildung des
m152/RAEly-Komplexes (Wang et al., 2012; Fink et al., 2013) und die pMHC-I-Retention
(Fink et al., 2013).

Das mCMV-kodierte Immunevasionsprotein m06/gp48 (nachfolgend m06) bindet im ER
stabil an pMHC-I-Komplexe und vermittelt deren gerichteten Transport vom ER in den
endolysosomalen Abbauweg der Zelle (Reusch et al., 1999; Reusch et al., 2002). Im
Lysosom erfolgt der Abbau des mO6-pMHC-I-Komplexes. Auch m04/gp32 (nachfolgend
mO04) bindet im ER stabil an pMHC-I-Komplexe, verhindert allerdings nicht deren
Préasentation, sondern wird tiber den sekretorischen Transportweg als m04-pMHC-I-Komplex
auf der Zelloberflache prasentiert (Kleijnen et al.,, 1997; Lu et al., 2006). Generell gilt m04
nicht als Immunevasin der CD8 T-Zellerkennung, da in alleiniger Anwesenheit von m04
MCMV-AmO06Am152-infizierte Zellen weiterhin von CTLs erkannt werden (Holtappels et al.,
2006; Pinto et al., 2006). Allerdings verhindert m04 die NK-Zellaktivierung durch Interaktion
mit inhibitorischen Rezeptoren der Ly49-Familie (Babi¢ et al., 2010).
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1.4 Ziel der Arbeit

Die Initiation einer protektiven CD8 T-Zellantwort ist essenziell fur die Kontrolle der akuten
und chronischen CMV-Infektion. Im Zuge evolutiondrer Adaptationsprozesse zwischen Wirt
und Virus entwickelten sich virale Gene, deren Expression der effektiven Immunkontrolle
durch das wirtseigene Immunsystem entgegen wirkt. Im Modell der murinen CMV (mCMV)-
Infektion interagiert das zentrale Immunevasin m152 transient mit Peptid-beladenen MHC-I-
Molekulen, retendiert diese im ERGIC und inhibiert dadurch die Erkennung infizierter Zellen
durch antivirale CD8 T-Zellen in der Early (E)-Phase der Infektion. Allerdings kdnnen bereits
in der Immediate Early (IE)-Phase sowohl Virion-assoziierte als auch neusynthetisierte, virale
IE-Proteine prozessiert werden, vor der nachgeschalteten Immunevasion auf der Oberflache
der Zellen gekoppelt an MHC-I-Molekille préasentiert werden, und eine protektive CD8 T-
Zellantwort induzieren. Daher sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Prasentation
viraler antigener Peptide durch eine zusatzliche ml152-Expression in der IE-Phase
unterdruickt werden.

Um dieses Ziel zu erreichen, sollte nach Integration des m152-ORF in die ie2-Genregion
unter Kontrolle des regulatorischen MIE-PEEP-Genelements und nachfolgender
Generierung rekombinanter Viren mittels BAC-Technologie eine molekularbiologische,
biochemische und funktionelle Charakterisierung der verwendeten mCMV-Rekombinanten
erfolgen.

Im Vordergrund der Arbeit stand die Untersuchung eines mdglichen Einflusses der
verstarkten Immunevasion nach m152-Expression in der IE- und E-Phase auf die akute
Phase wund die Memory-Phase der mCMV-spezifischen CD8 T-Zellantwort im
immunkompetenten Wirt. Bisherige Studien zum Einfluss der viralen Immunevasion auf die
mCMV-spezifische CD8 T-Zellantwort sind unvollstdndig, da ausschlie3lich mCMV-
Rekombinanten verwendet wurden, in denen Immunevasine deletiert wurden (Gold et al.,
2002; Munks et al., 2007; Bohm et al., 2008, Busche et al., 2013). Der in der vorliegenden
Arbeit entwickelte Ansatz der verstarkten Immunevasion ist daher neu.

Es wurde erwartet, dass eine verstarkte m152-Expression auf das mCMV-spezifische CD8
T-Zell-Priming nur einen marginalen Einfluss hat, da bereits gezeigt wurde, dass das Priming
im immunkompetenten Wirt unabh&ngig von der Expression viraler Inmunevasine ist. Dieses
Phanomen wurde durch Cross-Prasentation auf nicht-infizierten profAPC erklart, in denen
folgerichtig keine Immunevasine exprimiert werden (Gold et al., 2002; Munks et al., 2007;
Bohm et al., 2008; Busche et al., 2013). Von der Expression der Immunevasine sollte
vielmehr die Memory CD8 T-Zellantwort beeinflusst werden, da diese von der direkten
Antigenprasentation abhangt (Seckert et al., 2011; Torti et al., 2011a).

Zuséatzlich wurde die antivirale CD8 T-Zellantwort nach Infektion von KMT-Rezipienten
bestimmt, da es sich hierbei um ein klinisch relevantes Infektionsmodell handelt (Holtappels
et al., 1998; Simon et al., 2006; Bohm et al., 2009).
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2.1 Allgemeine Laborgerate und Reagenzien

2.1.1 Allgemeine Laborgerate

Gerat

Typ, Hersteller, Herkunft

Brutschrank fiir Bakterien
Brutschrank fir Zellen
Bunsenbrenner
Elektroporator

Gel-Dokumentationsanlage

Heizplatte/Magnetriihrer
Invertmikroskop

Mikroskop

Multikanalpipette
Multistepper
Photometer

Pipetten

Pipetierhilfe

Power Supply
Schiittler
Schwingmiihle
Sezierbesteck
Sicherheitswerkbank
Sterile Werkbank

Tischzentrifuge

Thermocycler

Thermoschittler

Ultrazentrifuge

B6, Heraeus, Hanau

HERA cell 240, Heraeus, Hanau

FIREBOYeco, INTEGRA Bioscience AG, Zizers, Schweiz
Gene Pulser™, BioRad, Miinchen

Digit Store, INTAS, Gottingen
UVstar320nm, Biometra, Gottingen

IKA Combimag RET, Janke und Kunkel, Staufen
Leica, Wetzlar

Se-Ph-3, Nikon, Dusseldorf
Olympus SZX12, Olympus, Hamburg

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Nanodrop ND-1000, PeqgLab, Erlangen

Gilson, Villies Le Bel, Frankreich,Eppendorf, Hamburg
Rainin, Mettler Toledo, Oakland

Pipetboy, INTEGRA Bioscience, Fernwald

EPS 301, EPS 600, Pharmacia, Erlangen

KS 260 basic, IKA-Werke GmbH&CO.KG, Staufen
Mixer Mill MM300, Retsch GmbH, Haan
Hammacher, Karl Hammacher GmbH, Solingen
Template Tamer Captair Bio, Erlab, Koln

Heraeus, Hanau

5424, Eppendorf, Hamburg
5417R, Eppendorf, Hamburg
Multifuge 3L, Heraeus, Hanau

7500 Real Time PCR System, Applied Biosystems,
Foster, USA

Thermomixer 5436, Eppendorf, Hamburg

CombiPlus, ThermoScientific, Bonn




Vollschutz
Kleintierbestrahlungsanlage

Waage

Wasserbad
Zellbestrahlungsanlage
Zentrifuge
Zahlkammern

Zytofluorometer
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Typ OB 58-BA, Buchler, Braunschweig

BP61, Sartorius, Gottingen

Memmert, Schwabach

Gammacell 2000, Molsgaard Medical, Danemark
Sorvall RC6+ centrifuge, ThermoScientific, Bonn
Neubauer-improved, LO-Laboroptik, Bad Homburg

Cytomics FC500, Beckman Coulter, Krefeld

2.1.2 Plastikwaren und Verbrauchsmaterialien

Gerat

Typ, Hersteller, Herkunft; Herstellerteilenummer

Autoradiographiefilm
Einfrierréhrchen

Einmal-Plastikpipetten

Einweg-Plastikschalen

Einmal-Spritzen

Elektroporationskiivetten

ELISpot 96 Well-Platte

FACS Rohrchen

Filterspitzen

Kanilen

MACS Saulen
Mabhlkugeln fir Schwingmuihle

PVDF-Membran

ReaktionsgefalRe

Lumi-Film Chemilumineszent Detection Film,
Roche, Mannheim; Nr. 11666657001

1,8ml CryoTube,
Nunc International, Roskilde, Dadnemark; Nr. 375418

5ml, Greiner bio-one, Niirtingen; Nr. 606180
10ml, Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg; Nr. 357551
25ml, Greiner bio-one, Nirtingen; Nr. 760180

100/20mm, Greiner bio-one, Nirtingen; Nr. 664102

1ml, Braun, Melsungen; Nr. 9161406V
25ml, Braun, Melsungen; Nr. 4606027
50ml, Becton Dickinson, Heidelberg; Nr. 308500

1mm Spaltbreite, PeglLab, Erlangen; Nr. 71-2010-LE
2mm Spaltbreite, PeqglLab, Erlangen; Nr. 71-2020-LE

MultiScreenyrs, Millipore, Schwalbach; Nr. MSIPN4550
12x75mm Rundboden RIA tube,

Falcon, Becton Dickinson Heidelberg; Nr. 2008

20ul Rainin, Mettler Toledo, Oakland, USA; Nr. GPL10F

200ul Rainin, Mettler Toledo, Oakland, USA; Nr. GPL200F
1000pl Rainin, Mettler Toledo, Oakland, USA; Nr.GPL1000F

0,4x12mm, Braun, Melsungen; Nr. 4665406
0,45x12mm, Braun, Melsungen; Nr. 4657683

LS MACS Separation Columns, Miltenyi, Bergisch
Gladbach; Nr. 130-042-401

3mm Stahlkugeln, Waélzlager Vertrieb Wiesbaden GmbH,
Mainz Kastel; Nr. 1022184

Millipore, Schwalbach; Nr. IPVH00010

1,5ml, Sarstedt, Nimbrecht; Nr. 72.690
2ml, Sarstedt, Nimbrecht; Nr. 72.695
5ml, Greiner bio-one, Nirtingen; Nr. 115261




Reaktionsgefalie fur PCR

Skalpell

Sterilfilter

Whatman-Papier

Zellkulturplatten

Zellkulturflaschen

Zellkulturschalen

Zelinylonsieb

Zentrifugenréhrchen

Zellschaber

2.1.3 Chemikalien

Chemikalie
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15ml, Becton Dickinson, Heidelberg; Nr. 352096
50ml, Becton Dickinson, Heidelberg; Nr. 353070
0,2ml MicroAmp, Applied Biosystems, Foster, USA;
Nr. N801-0840

PCR Streifen 1x8 Gefale 0,2ml, Greiner bio-one,
Ndrtingen; Nr. 673210

Strip Caps fir 8 Gefal3e, Flachdeckel, Greiner bio-one,
Nurtingen; Nr. 373250

Braun, Melsungen; Nr. BA211 und BA221
Spritzenvorsatzfilter 0,45um, VWR, Darmstadt;
Nr. 28145-481

500ml Stericup Express Plus 0,22um,
Millipore, Schwalbach; Nr. SCGPUOSRE

Whatman Chromatography Paper,
Whatman, Dassel; Nr. 3030690

6-Well-Flachbodenplatten, beschichtet,
Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg; Nr. 353046

24-Well-Flachbodenplatten, unbeschichtet, Greiner,
Nurtingen; Nr. 662102

48-Well-Flachbodenplatten, beschichtet, Falcon,
Becton Dickinson, Heidelberg; Nr. 353078

96-Well-Gewebekulturplatten, beschichtet, steril, Greiner,
Frickenhausen; Nr. 655180

96-Well-Rundbodenplatten, unbeschichtet, Greiner,
Frickenhausen; Nr. 650101

75cm?, Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg;
Nr. 353135

60x15mm, unbeschichtet, Greiner bio-one, Nirtingen; Nr.
628161

150x25mm, beschichtet,
Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg; Nr. 353025

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

14ml Spitzboden; Falcon, Heidelberg, Nr. 352096
50ml Spitzboden, Falcon, Heidelberg, Nr. 352070

25cm, Sarstedt, Nimbrecht; Nr. 83.1830

Hersteller, Herkunft; Herstellerteilenummer

Acrylamid (Rotiphorese Gel30)
Actinomycin D

Agarose

Roth, Karlsruhe; Nr. 3029.1
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim; Nr. 856258

BioWhittaker Molecular Applications,
Rockland, USA; Nr. 840.004




Ampicillin
Ammoniumpersulfat (APS)
Bacto Agar

BCIP/NBTplus
3-Mercaptoethanol

Bromphenolblau

Bovines Serum Albumin (BSA)

Chloramphenicol

Cycloheximid

Desoxyribonukleotidtriphoshate

(dNTPs)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

4-Dithiothreitol (DTT)
DNA-Langenstandard
DPBS
Erythrozyten-Lysepuffer
Ethanol 100%
Ethidiumbromid

EDTA

Fotales Kalberserum (FCS)
Glycerin (86%)

Heparin

HEPES

Isopropanol

Kanamycin

L-Glutamin

Methanol
Methylcellulose
Milchpulver
Natriumchlorid
Penicillin/Streptomycin
Protein-Langenstandard
RNase A

ROX
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Roth, Karlsruhe; Nr. K029.1

Sigma Aldrich Chemie, Steinheim; Nr. A3678
BD Bioscience, Heidelberg; Nr. 214010
MABTECH, Hamburg; Nr. 3650

Roth, Karlsruhe; Nr. 4221.1

Roth, Karlsruhe; Nr. 512.1

Ortho-Clinical Diagnostics Inc., Neckargemiind,;
Nr. 718110

Roth, Karlsruhe; Nr. 3886.2
Sigma Aldrich Chemie, Steinheim; Nr. C-7698

Fermentas, St. Leon-Roth; Nr. R0182

Roth, Karlsruhe; Nr. 4720.21,

Roth, Karlsruhe; Nr. 6908.1

1kB DNA Ladder, Invitrogen, Karlsruhe; Nr. 15615-016
GIBCO Invitrogen, Karlsruhe; Nr. 14190

Sigma Aldrich, Deisenhofen; Nr. 127757

Roth, Karlsruhe; Nr. P076.1

Roth, Karlsruhe; Nr. 2218.1

Roth, Karlsruhe; Nr. 7533.3

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich; Nr. A15-151
Roth, Karlsruhe; Nr. 7533.3

Ratiopharm, Ulm, 25000 I.E./5ml; Nr. 5394.02.00
Gibco, Eggenstein; Nr. 15630-056
Hedinger, Stuttgart;

Roth, Karlsruhe; Nr. T832.2

Gibco, Eggenstein (Nr. 25030-024)
VWR, Darmstadt; Nr. 20874307

VWR, Darmstadt; Nr. 25499.183

Roth, Karlsruhe; Nr.T145.3

Roth, Karlsruhe; Nr. 5741.1

GIBCO Invitrogen, Karlsruhe; Nr. 15140
Fermentas, St. Leon-Roth; Nr. SM0671
QIAGEN, Hilden; Nr. 1007885

Genova Diagnostics, England; Nr. 80-3315-10




Saccharose

TEMED
Trypanblau

Trypsin
Tirks-Lésung
Tween20

Yeast Extract Servabacter

2.1.4 Kits

Kit

2 Material

Roth, Karlsruhe; Nr. 4621.1

Roth, Karlsruhe; Nr. 2367.3
Biochrom, Berlin; Nr. L6323

Difco, Michigan, USA; Nr. 15400-054
Merck, Darmstadt; Nr. 1.09277
Sigma Aldrich, Deisenhofen; Nr. P1379

Serva, Heidelberg; Nr. 245402

Hersteller, Herkunft; Herstellerteilenummer

BCA Protein Assay Kit
Cytofix/Cytoperm Plus Kit
DNeasy Blood & Tissue Kit

ECL Plus Western Blotting
Detection Reagents

High Pure Viral Nucleic Acid Kit
OneStep RT-PCR Kit

PolyFect Transfection Reagent
QIAGEN Plasmid Mini Kit
QIAGEN Plasmid Maxi Kit
QIAquick Gel Extraction Kit
QIAshredder

QuantiTect SYBR Green PCR Kit
RNase-free DNase Set

RNeasy Mini Kit

2.1.5 Enzyme

Enzym

Thermo Scientific, Pierce, Bonn; Nr. 23225
BD Bioscience, Heidelberg; Nr. 555028
QIAGEN, Hilden; Nr. 69506

GE Healthcare, Minchen; Nr. RPN 2132

Roche, Mannheim; Nr. 11858874001
QIAGEN, Hilden; Nr. 210212
QIAGEN, Hilden; Nr. 301105
QIAGEN, Hilden; Nr. 12125
QIAGEN, Hilden; Nr. 12163
QIAGEN, Hilden; Nr. 28704
QIAGEN, Hilden; Nr. 79656
QIAGEN, Hilden; Nr. 204143
QIAGEN, Hilden; Nr. 79254
QIAGEN, Hilden; Nr. 74106

Hersteller, Herkunft; Herstellerteilenummer

Calf Interstinal Phosphatase (CIP)

DNAse |
HotStar Tag-DNA-Polymerase
HotStar HiFidelity DNA Polymerase

Kollagenase A

New England Biolabs (NEB), Frankfurt a.M.;
Nr. M1290L

Sigma Aldrich, Deisenhofen; Nr. DN-25
QIAGEN, Hilden; Nr. 203205
QIAGEN, Hilden; Nr. 202602

Roche, Mannheim; Nr. 10103586001
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Restriktionsendonukleasen NEB, Frankfurt a. Main, Fermentas, St. Leon-Roth
RNase (DNase frei) QIAGEN, Hilden, Nr. 19101

Streptavidin-Alkalin Phosphatase MEBTECH, Nacka Strand, Schweden; Nr. 3310-10
T4 DNA Ligase Fermentas, St. Leon-Roth; Nr. EL0335

2.1.6 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Biomers (Ulm) oder Metabion
(Martinsried) synthetisiert, wobei die erhaltenen Lyophilisate in Aqua bidest. (Aqua B. Braun,
Melsungen) oder Tris pH 8,0 (Sonden) resuspendiert wurden. Die Positionsangaben der
mCMV-Sequenzen erfolgen nach Rawlinson et al. (1996) (GenBank Accession No.:
NC_004065). Bei anderen Sequenzen ist die GenBank Accession Nummer angegeben.
Restriktionsstellen, welche durch PCR eingefiigt wurden, sind fett markiert.

Tab. 2.1 Oligonukleotide zur Generierung von rekombinanten BAC Plasmiden

Primer Sequenz

m152 Hpal-For 5-GAAGTTAAC-n"184.240
CATATAAAAGCTGTCCCCCATGCCATTCGA-n"184.269-n"211.468-
TCAGACGCGGGCTACTCCCGAAAGAGTAAC-n"211.439-3°

m152 Hpal-Rev 5-GGAGTTAAC- n"210.056-
TGACTAATAAGTTATCTTTATTGTACAAGTGTTGTGTGTTATCCCTGA
GCCCATTCCCAG- n"210.115-3°

Amplifikatgrof3e: 1428 bp

Tab. 2.2 Oligonukleotide zur Sequenzierung rekombinanter BAC Plasmide

Primer Sequenz

Nalx-Rev n"184.168-184.189; 5'-GCAAATTAGGGGATTTCAGTGC-3

ie2.3-For n"184.623-184.604; 5-TGGGGTCTAAGGCACAGATC-3’
AmplifikatgrofR3e: 455 bp

m152Aie2-For n"184.365-184.346, 5-AGCCCAATGCAACCTTACCC-3’

Amplifikatgréf3e mit Primer ie2.3-Rev: 197 bp

Tab. 2.3 Oligonukleotide fur Quantifizierungen mit SYBR Green

Primer Sequenz

LC-gB-For3 n"84.017-84.037; 5-GAAGATCCGCATGTCCTTCAG-3’

LC-gB-Rev3 n"84.151-84.131; 5"-AATCCGTCCAACATCTTGTCG-3
AmplifikatgrofRe: 115 bp

LC-PTHrP-For2 5-GGTATCTGCCCTCATCGTCTG-3’

LC-PTHrP-Rev2 5-CGTTTCTTCCTCCACCATCTG-3

GeneBank Accession No.: M60056; n"186-206
AmplifikatgrofRe: 142 bp
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Tab. 2.4 Oligonukleotide fur die quantitative RT-PCR

Primer/Sonden-Paar Sequenz

m152-For2 n"210.668-210.688; 5-ACTCCGTTCGCGAGACTGATG-3’
m152-Rev4 n"210.783-210.760; 5'-GACAACCCCAGACACAACGAATAC-3’
m152-Taq (Sonde) n"210.696-210.716;

5 [6~FAM]-CCAACGGAACCTGAGTGCGCA[TAMRA~6~FAM]-3
AmplifikatgrofRe: 115 bp

IE1-Forl n"181.184-181.210; 5 -TGGCTGATTGATAGTTCTGTTTTATCA-3’
IE1-Rev1 n"181.438-181.421; 5 -CTCATGGACCGCATCGCT-3’
IE1-Taql(Sonde) n"181.239-181.249 (Exond), n"181.372-181.385 (Exon3)

5[6~CY5]-AACGCTCCTCACTGCAGCATGCTTG[BHQ~6~CY5]-3
AmplifikatgroRe: 133 bp

2.1.7 Antikorper

2171 Antikérper far den Western Blot
Antikorper Typ/Klon  Verdiinnung Bezugsquelle
anti-m152 3D10 1-250 Dr. E. Kremme.r., Helmolz Zenturm,
Minchen
anti-IE1 Cromalol 1:2000 Dr. Stipan Jonji¢ Ur.uverlty of Rijeka,
Kroatien
. ) Peptide Specialty Laboratories,
anti-IE2(N) pAk 1:250 Heidelberg
anti-Maus-HRP pAk 1:10000 DAKO, Nr. P0260
anti-Kaninchen-HRP pAk 1:10000 DAKO, Nr. P0217
anti-Ratte-HRP pAK 1:10000 DAKO, Nr. P0217
pAK=polyklonaler Antikdrper
2.1.7.2 Antikérper fir die Durchflusszytometrie
Bezeichnung Klon Menge Bezugsquelle
. 5 BD Bioscience
Ratte anti- Maus CD8a-FITC 53-6.7 0,5 pg/10° Zellen Nr. 553031
. 5 BD Bioscience
Ratte anti- Maus CD8a-PE-Cy5 53-6.7 0,5 nug/10° Zellen Nr. 553034
Ratte anti- Maus CD62L-PE/Cy7 Mel-14 0,3 pg/10° Zellen Beckman Coulter
y > Hg Nr. 731715
. 6 eBioscience
anti- Maus KLRG1-PE 2F1 0,5 nug/10° Zellen Nr. 12-5893-82
. 6 BD Bioscience
anti- Maus IFN-y-FITC XMG1.2 0,25 ng/10° Zellen Nr. 554411
anti- Maus CD16/CD32 6 eBioscience
(Fc-Block) 93 1 Hg/10” Zellen Nr. 14-0161
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2.1.7.3 MHC-Multimere fir die Durchflusszytometie

Die Synthese der APC-konjugierten MHC-Dextramere™ (Multimere) wurde von der Firma
Immudex (Kopenhagen) durchgefuhrt. Hierbei wurde eine optimierte Anzahl an
peptidbeladenen MHC-Klasse-I-Molekiilen, sowie das Fluorochrom tber ein Dextranpolymer
verkniipft. Fur die Oberflachenfarbung wurden jeweils 10pl Dextramer pro 10°Zellen

eingesetzt.
Bezeichnung Peptid MHC-I-Prasentation
IE1-Multimer YPHFMPTNL H2-L°
m164-Multimer AGPPRYSRI H2-D¢
M105-Multimer TYWPVVSDI H2-K*
2174 Microbeads-gekoppelte Antikoérper
Bezeichnung Spezies Isotyp Endkonzentration Bezugsquelle
. Miltenyi Biotech, Bergisch
anthm%:z& IZES(LyZ) Ratte lgG2a 10u1/107 Zellen Gladbach,
Nr. 130-049-40
2.1.75 Antikoérper fir den ELISpot-Assay
Bezeichnung Klon Isotyp Endkonzentration Bezugsquelle
Priméar Ak: anti- Ratte Biosource Europe Solingen Nr.
RMMG-1 5pg/ml
Maus IFN-y IgG1 Hg/m AMC4834
Sekundar Ak: anti-
. Ratte Pharmigen Heidelberg Nr.
Maus IFN-y Biotin-  XMG1.2 IgG1 1lpg/mi 18112D
gekoppelt
2.1.7.6 Antikdrper fur die in vivo Depletion von Lymphozyten
Bezeichnung Klon Menge Bezugsquelle
anti-asialo GM1 olvklonal 25l WAKO Chemicals
Serum Kaninchen Poly H (Osaka, Japan Nr. 986-10001)
antl-.C.I.DS Ascites- VTS 169.4 img Dr. Stipan Jonji¢ Ur.uverlty of Rijeka,
Antikorper Ratte Kroatien

2.2 Bakterien

Die Generierung des Shuttle-Plasmids sowie die mCMV-BAC-Mutagenese wurden mit Hilfe
von Bakterien des E.coli-Stammes DH10B durchgefuhrt. Dieser Stamm eignet sich gut fir
die Propagierung grol3er Konstrukte und besitzt eine hohe Transformationseffizienz (Durfee
et. al, 2008).

Genotyp: F- mcrAA(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74recAlendAl
araD139A(ara, leu)7697 galU galKA- rpsL nupG
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2.3 Viren

Die Experimente in der vorliegenden Arbeit wurden mit den folgenden Viren durchgefihrt:

MW97.01 (mCMV-WT.BAC): Die chimdre mCMV-Rekombinante wurde aus dem Genom
des Laborstammes ATCC VR-194 sowie dem Hindlll-E-Fragment des Laborstammes K181
Uber Bacterial Artificial Chromosome (BAC)-Mutagenese generiert. Nach Transfektion des
mMCMV-BAC-Genoms in embryonale Fibroblasten (MEF) und Exzision der von
Sequenzhomologien flankierten BAC-Sequenz mittels homologer Rekombination durch den
eukaryotischen Rekombinationsapparat, konnte aus dem Uberstand das rekonstituierte Virus
MW97.01 isoliert werden (Wagner et al., 1999).

Eine frameshift-Mutation im mCMV-WT.BAC Plasmid (pSM3fr) vermittelt allerdings eine
reduzierte Virusproduktion in der Speicheldrise (Jordan et al., 2011). Da die generierten
Viren auf dem pSM3fr-Plasmid basieren, wurde als Referenz in allen Experimenten mCMV-
WT.BAC (WT.BAC) verwendet. Unserer Arbeitsgruppe wurde WT.BAC freundlicherweise
von Prof. Dr. U. H. Koszinowski (ehemals Max von Pettenkofer-Institut fir Hygiene und
Mikrobiologie in Miinchen) zur Verfligung gestellt.

mCMV-Am152AKan: Die Virusrekombinante basiert auf dem mCMV-BAC Plasmid pSM3fr
(Wagner et al., 1999), wurde durch Deletion zwischen den Nukleotiden 210244 und 211379
(GenBank Accession No.: NC_004065) hergestellt und wird im Folgenden als Am152
bezeichnet.

MCMV-m152.1E+E: Dieses rekombinante Virus wurde zur ektopischen Expression des
Immunevasins m152 unter Kontrolle des ie2-Promotors im Rahmen der vorliegenden Arbeit
hergestellt. Die Immediate Early (IE)-Phase Expression erfolgt in dieser Rekombinanten
zusatzlich zur regularen Early (E)-Phasen Expression. Die Klonierung des Immunevasins
m152 erfolgte an Position n'184.236 (GenBank Accession No.: NC_004065) Uber Zwei-
Schritt-BAC-Mutagenese (Messerle et al., 1997; siehe 3.3.14) unter Integration von 3"-UTR,
ORF und 5-UTR der authentischen Sequenz (n"211.466-210.056) (siehe Abb. 4.1). Das
kurzlich beschriebene Interferon Regulatory Factor Element (IRFE) in der ml152-
Promotorregion (Wilhelmi, Vortrag 4™ Mini Herpesvirus Workshop Berlin, 2009) ist nicht
enthalten.

MCMV-m152.1E: Ausgehend vom BAC-Plasmid mCMV-Am152AKan erfolgte die
Virusgenerierung im Rahmen der vorliegenden Arbeit mittels BAC-Mutagenese analog zur
Virusrekombinante mCMV-m152.IE+E. Da das authentische E-Phasen Gen m152 deletiert
ist, wird m152 ausschlief3lich unter Kontrolle des ie2-Promotors in der IE-Phase exprimiert.

2.4 mCMYV Peptide

Die verwendeten Peptide wurden von der Firma JPT Peptide Technologies GmbH
synthetisiert. Die Lagerung der Peptide erfolgte als Lyophilisate bei -70°C, wahrend
Stammlésungen (10° oder 10*M) bei -20°C aufbewahrt wurden. Die Peptide wurden zur
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spezifischen Beladung von antigenprdsentierenden Zellen (APC) verwendet, um fir die
Stimulation  IFNy-sezernierender  Effektorzellen eingesetzt zu werden, welche
zytofluorometrisch oder im ELISpot-Assay nachgewiesen wurden. Die angegebenen Indizes
definieren die Aminosaureposition im translatierten Protein.

Tab. 2.5 Verwendete Peptide im Haplotyp H-2¢

ORF Peptidsequenz MHC-I-Prasentation Referenz

mo04 #3YGPSLYRRF*! D¢ Holtappels et al., 2000c
m18 ¥°SGPSRGRIIP* D¢ Holtappels et al., 2002b
M45 "VGPALGRGL"* D¢ Holtappels et al., 2004
M83 *lYPSKEPFNF'®® L Holtappels et al., 2001
M84 2TAYAGLFTPL®® K¢ Holtappels et al., 2000b
M105 2TTYWPVVSDIP® K¢ Holtappels et al., 2008b
m123 18YPHFMPTNL'" L Reddehase et al., 1989
m145 ®ICYYASRTKL*® K¢ Holtappels et al., 2008b
m164 " AGPPRYSRI'™® D¢ Holtappels et al., 2002a;c

ORF=0pen Reading Frame

Tab. 2.6 Verwendete Peptide im Haplotyp H-2°

ORF Peptidsequenz MHC-I-Prasentation Referenz

M38 $°SSPPMFRV®# K® Munks et al., 2006a:b
M45 9 HGIRNASFI°% D° Munks et al., 2006a;b
M57 88 SCLEFWQRV®* KP Munks et al., 2006b
M122 “ORALEYKNL* K® Munks et al., 2006a
M139 “ITVYGFCLL** K® Munks et al., 2006a;b
M141 ®VIDAFSRL* K® Munks et al., 2006a;b

2.5 mCMV-ORF-Bibliothek

Die von Munks et al. (2006b) klonierte mCMV-ORF-Bibliothek umfasst die 170 annotierten
Open Reading Frames (ORFs) des mCMV-WT.BAC-Genoms MW97.01 (Rawlinson et al.,
1996). Jeder vorhergesagte ORF wurde in den Expressionsvektor pcDNA3.1 V5-His-TOPO
(Invitrogen, Karlsruhe) kloniert und wird unter Kontrolle des hCMV-MIE-Promotor-Enhancer
exprimiert. Nach Transfektion der Expressionsvektoren in SV40-Fibroblasten, erfolgt die
Translation und proteasomale Prozessierung des jeweiligen mCMV-Proteins, wobei die im
Protein enthaltenen antigenen Peptide im ER auf MHC-Klasse-I-Molekille geladen und
anschlieBend auf der Oberflache der transfizierten Zelle prasentiert werden. Durch Co-
Kultivierung mit Milzzellen mCMV-geprimter BALB/c-Mause und anschliel3ender Analyse der
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IFNy-Produktion, wird die Antigenitatsanalyse der 170 mCMV-ORFs ermdglicht. Die ORF-
Bibliothek wurde uns freundlicherweise von Michael Munks (OHSU, Oregon, USA) zur
Verfliigung gestellt.

2.6 Versuchstiere

Die verwendeten Versuchstiere wurden in der Zentralen Versuchstiereinrichtung (ZVTE) der
Universitdtsmedizin der Johannes Gutenberg Universitat Mainz unter specified-pathogen-
free (SPF)-Bedingungen gezichtet. Fir die Versuche wurden 8-10 Wochen alte, weibliche
Tiere der murinen Inzuchtstamme BALB/c (Haloptyp H-2% und C57BL/6 (Haplotyp H-2°)
eingesetzt. Fir einzelne Versuche wurden auch Tiere folgender Mausstdmme verwendet:

BALB/c-H-29"2: Bei der H-2"2-Maus handelt es sich um eine natiirliche Deletionsmutante,
bei der der MHC-Klasse-I-Bereich, der auch das Molekuil LY umfasst, deletiert ist (Rubocki et
al., 1986). Die H-2°2-Maus basiert auf dem genetischen Hintergrund der BALB/c-Maus
(Haplotyp H-29).

C57BL/6-Unc93b1%? (3d): Die 3d-Maus tragt den genetischen C57BL/6-Hintergrund
(Haplotyp H-2°) und beinhaltet eine Missense Mutation im Unc93b1-Allel. Diese Mutation
verhindert u.a. die Cross-Prasentation von exogenen Antigenen (Janssen et al., 2006;
Tabeta et al.,, 2006). Die 3d-Mause wurden uns freundlicherweise von Prof. Dr. Melanie
Brinkmann (Helmholtz Zentrum fir Infektionsforschung, Braunschweig) zur Verfiigung
gestellt.

C57BL/6-IFNGR™: In der transgenen IFNGR™-Maus wurde auf dem genetischen C57BL/6-
Hintergrund (Haplotyp H-2") das fiir den IFNy-Rezeptor kodierende Allel deletiert (Huang et
al., 1993). Diese Mause wurden freundlicherweise von Dr. Marieke Essers (Deutsches
Krebsforschungszentrum, Heidelberg) zur Verfligung gestellt.

Die tierexperimentellen Arbeiten erfolgten unter der Genehmigung der Bezirksregierung
Rheinland Pfalz (Genehmigungsnummer 23 177-07/G09-1-004).
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2.7 Materialien fur die Zellkultur

2.7.1 Zellkulturmedien und Medienzusatze

Die verwendeten Medien wurden von GIBCO Invitrogen (Karlsruhe) bezogen, mit den
aufgelisteten Zusatzen supplementiert und bei 4°C gelagert.

DMEM +GlutaMAX™ (Dulbecco’s modified eagle medium); Nr. 61965-062

Penicillin 100U/ml
Streptomycin 0,2mg/ml
FCS 10% (v/v)

MEM +GlutaMAX™ (Minimum Essential Medium); Nr. 41090-028

Penicillin 100U/mi
Streptomycin 0,2mg/ml
FCS 10% (v/v)

MEMalpha +GlutaMAX™ (Minimum Essential Medium Alpha); Nr. 32561-029

Penicillin 100U/ml
Streptomycin 0,2mg/ml
R-Mercaptoethanol  5x10°M
HEPES 10mM
FCS 7,5% (vIv)

RPMI 1640 +GlutaMAX™ (Roswell Park Memorial Institute); Nr. 81870-010

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

OptiMEM | +GlutaMAX™ (Optimum Minimum Essential Medium); Nr. 61965-026

Actinomycin D inhibiert irreversibel die zellulare Transkription durch DNA-Interkalierung und
wurde in Kombination mit Cycloheximid verwendet um IE-arretierte Zellen zu generieren. Es
eine Stammlésung von 1mg/ml angesetzt (Endkonzentration: 5 pg/ml).
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Brefeldin A inhibiert intrazellulare Transportvorgdnge des sekretorischen Pathways,
wodurch es zu einer Proteinakkumulation im ER kommt. Fur eine intrazelluléare
Zytokinfarbung wurden Effektorzellen wahrend der Peptidstimulation mit Brefeldin A
behandelt, um die IFNy-Sekretion zu verhindern. Dafir wurde Brefeldin A aus dem
Cytofix/Cytoperm Plus Kit (Bezeichnung: GolgiPlug) in einer Endverdinnung von 1:1.000
eingesetzt.

Cycloheximid inhibiert reversibel die Translation und wurde zur Anreicherung von IE-
Transkripten eingesetzt. Es wurde eine Stammlésung von 2mg/ml verwendet
(Endkonzentration: 0,05 mg/ml).

Fotales Kalberserum (FCS): Durch eine 45-mintige Inkubation bei 56°C mussten vor der
Verwendung im Serum enthaltene Komplementbestandteile inaktiviert werden. Anschlie3end
wurde das Serum bei 4°C aufbewahrt.

L-Glutamin: Die Stammlésung (200mM in 0,9% (w/v) NaCl) wurde bei -20°C gelagert, wobei
zu 500ml Zellkulturmedium 5ml L-Glutamin hinzugefiigt wurden (Endkonzentration: 20mM).

HEPES wurde Kulturmedien stark proliferierender Zelllinien beigefligt, da es tber eine sehr
hohe Pufferkapazitat im physiologischen Bereich verfugt (pH 6,8-8,2). HEPES wurde als 1M
Losung bezogen, wobei 5ml der Stammlésung 500ml Zellkulturmedium zugesetzt wurde
(Endkonzentration: 10mM).

Interleukin-2 (IL-2) ist ein Wachstumsfaktor, der die Proliferation und Differenzierung von
Antigen bzw. Lektin-stimulierten T-Lymphozyten fordert (Smith, 1984; Smith, 1988).
Rekombinantes humanes IL-2 (rhIL-2) (Lot. 89050/84802) mit einer Aktivitat von 7,3x10°
U/mg wurde fur die Langzeitkultivierung von T-Zelllinien verwendet (Endaktivitat: 100U/ml)
und freundlicherweise vom Sandoz Forschungsinstitut (Wien) zur Verfiigung gestellt.

Methylzellulosemedium wurde zur Uberschichtung von infizieten MEF verwendet. 8,8g
Methylcellulose wurden mit 360ml Aqua bidest. und einem Magnetrihrstab autoklaviert.
Anschlieend wurde die Methylzellulose durch Rihren bei 4°C resuspendiert. Folgende
Zusétze wurden vor der Verwendung hinzugefigt:

MEM 10x (Gibco, Nr. 21430-20) 40ml

Penicillin 100U/ml
Streptomycin 0,2mg/ml
L-Glutamin 2mM

FCS 4% (viv)

— Einstellung des pH Wertes von pH 7,5 mit NaHCO; (55g/l)

Penicillin/Streptomycin: Um Kontaminationen mit gram-positiven und -negativen Bakterien
vorzubeugen, wurde den Zellkulturmedien Penicillin/Streptomycin hinzugefugt. 5ml der
Stammldsung (10.000U Penicillin + 10mg/ml Streptomycin in 0,9%(w/v) NaCl) wurden 500ml
Zellkulturmedium zugesetzt (Endkonzentration: 100U Penicillin und 0,1mg/ml Streptomycin).
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PolyFect wurde zur Transfektion von Plasmiden verwendet (siehe 3.1.4.) und besteht aus
spharischen, positiv-geladenen Dendrimeren. Diese Dendrimere interagieren mit der negativ-
geladenen DNA und bilden mit dieser kompakte Strukturen. Die DNA-Dendrimer-Komplexe
werden anschliel3end endozytiert und die DNA in der Zelle freigesetzt.

Trypanblau ermdglicht eine Differenzierung zwischen toten und vitalen Zellen innerhalb
einer Zellpopulation. Die 0,5%-ige Stamml6sung wurde vor Gebrauch 1:5 mit PBS verdinnt
(Endkonzentration: 0,1%). Tote Zellen werden blau angefarbt, wahrend vitale Zellen fir den
Farbstoff einige Zeit nicht permissiv sind.

Trypsin/EDTA: Zur enzymatischen Ablosung von adharenten Zellen wurde die
Stammldsung 1:10 mit PBS verdinnt (Endkonzentration: 0,5g/l Trypsin, 0,2 g/l EDTA, pH
7,4-7,6).

TURKs Losung wurde zur Leukozytenzahlung aus Organ- und Knochenmarkpréaparationen
verwendet. Die in der Losung enthaltene Essigsaure lysiert Erythrozyten, gleichzeitig werden
kernhaltige Zellen vom enthaltenen Methylviolett angefarbt.

2.7.2 Primére Zellen und Zelllinien

Murine Embryonale Fibroblasten (MEF): Diese priméaren, adharenten Zellen (siehe 3.1.1.)
sind fir mCMV permissiv und wurden fir die Bestimmung von Virustitern aus Orangen und
Zellkulturiberstdnden sowie fur die Virusrekonstitution verwendet. Die Kultivierung erfolgte in
MEM (10% FCS (v/v)). Die primdren Zellen konnten nach 3-4 Tagen Kultivierung im
Verhaltnis 1:3 oder 1:4 auf beschichtete Zellkulturplatten geteilt werden.

P815: Diese immortalisierte Mastozytom-Suspensionszelllinie (ATCC-Nummer: TIB-64)
wurde urspriinglich aus der DBA/2-Maus (Haplotyp H-2°% isoliert und wurde im ELISpot-
Assay fiir H-2° préasentierte Peptide als APC verwendet. Die Kultivierung erfolgte in RPMI
(5% FCS (v/v)).

EL-4: Diese Suspensionszelllinie stammt urspringlich aus einem T-Zell-Lymphom der
C57BL/6N-Maus und wurde im ELISpot-Assay als APC fiir H-2° prasentierte Peptide
verwendet (ATCC-Nummer: TIB-39). Die Kultivierung erfolgte in DMEM (10% FCS (v/v)).

SV40-transformierte BALB/c-Fibroblasten (BALB/SV40): Diese immortalisierte, murine
Fibroblastenzellinie wurde fir die Transfektion der Expressionsplasmide der mCMV-ORF-
Bibliothek verwendet (siehe 3.8.3). Die Kultivierung erfolgte in DMEM (10% FCS (v/v)). Diese
Zelllinie wurde uns freundlicherweise von D. Johnson, Oregon Health and Science
University, USA zur Verfigung gestellt.
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3.1 Zellbiologische Methoden

Alle Zellkulturarbeiten wurden routinemaRig an sterilen Werkbéanken durchgefihrt, um
Kontaminationen der Zelllinien mit Pilzsporen oder Bakterien zu verhindern. Die bendtigten
Glaswaren wurden vor der Verwendung sterilisiert, Plastikwaren wurden steril bezogen. Die
Kultivierung der Zellen erfolgte in CO,-Inkubatoren (37°C, 5% CO;) bei gesattigter
Wasserdampfatmosphére.

3.1.1 Anlage von murinen, embryonalen Fibroblasten (MEF)

Material: PBS
Trypsin/EDTA (pH 7,4)
Trypsin/EDTA (pH 6,4)
Trypsin 1,25¢
EDTA 2xH,0 3,4mM 1,25¢g

PBS ad 1000ml
— Einstellung des pH-Wertes von pH 6,4 mit 1M NaOH

— steril filtrieren
Medium: MEM (5% FCS)

Durchfihrung: Die Embryonen wurden an Tag 14-17 der Schwangerschaft steril entnommen.
Nach Entfernung von Plazenta, inneren Organen und Gehirn, wurde das restliche Gewebe
mit einem Skalpell fein zerkleinert. Die Zellsuspension wurde anschlieend in einen
Erlenmeyerkolben mit Glasperlen und Rihrfisch tberfihrt und es erfolgte die Zugabe von
15ml PBS und 15ml Trysin/EDTA (pH 6,4). Nach einer Inkubation von 30min bei 37°C unter
standigem Ruhren erfolgte die erneute Zugabe von 15ml PBS und 15ml Trysin/EDTA (pH
6,4) und eine weitere Inkubation fir 30min bei 37°C. Die Zugabe von15ml PBS und 15ml
Trysin/EDTA (pH 6,4) und Inkubation bei 37°C wurde insgesamt dreimal wiederholt, was
einer Gesamtinkubationszeit von 90min entsprach. Die Zellsuspension wurde anschlielend
Uber ein Metallsieb gegeben, in ein 50ml Zentrifugenréhrchen dberfihrt und bei 300xg fur
10min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 5ml Medium aufgenommen. Nach der Zahlung
der Zellen mit Trypanblau wurden 2-3x10 Zellen auf eine 150mm Schale ausgesét (Passage
0). Am folgenden Tag wurden die adhérenten Zellen dreimal mit 10ml PBS gespiilt, wobei
anschlie3end 30ml frisches Medium auf die Zellen gegeben wurde. Am dritten Tag nach der
Praparation konnten die Zellen mit 3ml Trypsin/EDTA (pH 7,4) abgel6st und fur die
Langzeitlagerung kryokonserviert werden (siehe 3.1.2.). Fir die Anlage von MEF ist ein
ausfuhrliches Protokoll von Podlech et al. (2002) veroffentlich worden.
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3.1.2 Kryokonservierung und Rekultivierung von MEF

Fur die Langzeitkonservierung wurden MEF in flissigem Stickstoff (-196°C) gelagert. Um
wahrend des Einfrierprozesses eine Zellschadigung durch Eiskristallbildung zu verhindern,
enthielt das Einfriermedium DMSO.

Material Trypsin/EDTA (pH 7,4)

Medium: Einfriermedium (90% FCS, 10% DMSO)
MEM (10% FCS)

Durchfihrung: Die adhéarenten Zellen wurden mit 3ml Trypsin/EDTA pro 150mm Schale
abgeldst und anschlieRend in Medium aufgenommen. Nach einer Zellzahlung wurden die
Zellen sedimentiert (10min, 300xg) und auf eine Zelldichte von 1-5x10° Zellen/ml mit
gekihltem Einfriermedium eingestellt. In jedes Einfrierrdhrchen wurde 1ml der
Zellsuspension gegeben. Zum langsamen Abkihlen wurden die Einfrierréhrchen in
Papiertiicher gewickelt und tiber Nacht (iiN) bei -70°C gelagert. Die Uberfiihrung in -196°C
zur dauerhaften Lagerung erfolgte am néchsten Tag.

Fur die Rekultivierung wurden die eingefrorenen Zellen im Wasserbad (37°C) aufgetaut und
schnellstméglich mit 50ml Medium gespult, um das toxische DMSO auszuwaschen. Nach
der Zentrifugation (10min, 300xg) wurden die pelletierten Zellen in frischem Medium
aufgenommen und auf beschichtete Zellkulturschalen verteilt. Nach 3-4 Tagen konnten die
konfluenten Zellen im Verhaltnis 1:3 oder 1:4 gesplittet werden.

3.1.3 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde eine Farbung mit Trypanblau oder TURKs Lésung
durchgefuhrt. Fur die Differenzierung von lebenden und toten Zellen wurde der Vitalfarbstoff
Trypanblau verwendet. Lebende Zellen sind fir den Farbstoff kurze Zeit nicht permissiv,
wahrend tote Zellen dunkelblau angefarbt werden.

TURKs Lésung wurde zur Leukozytenzdhlung aus Organ- und Knochenmarkpréaparationen
verwendet, da die in der Losung enthaltene Essigsdure hamolysiert, wahrend kernhaltige
Zellen durch Methylviolett gefarbt werden.

Durchfiihrung: Es wurde ein Aliquot der Zellsuspension abgenommen und in einem
adaquaten Volumen mit der Farbeltsung verdiinnt. Die Zahlung erfolgte in einer Neubauer-
Zahlkammer, wobei nach dem Auszdhlen von vier GroRR3quadraten die Zellzahl nach
folgender Formel berechnet wurde:

N

Zellzahl= ————
nx104xV

N= Anzahl der gezahlten Zellen; n= Anzahl der ausgezahlten Grof3quadrate;
V= Verdunnungsfaktor
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3.1.4 Transfektion von BAC-Plasmid-DNA

Material: PolyFect (QIAGEN)
BAC-Maxipraparation (siehe 3.3.3.5)

Medium: MEM — (ohne Zusétze)
MEM (10% FCS)

Durchfiihrung: Um eine optimale Transfektionseffizienz zu erreichen, wurden MEF mit einer
Konfluenz von 70-80% in 6-Well-Platten transfiziert. Fur die Transfektion wurden definierte
Volumina (2,5, 5, 10 oder 15pl) der frisch isolierten BAC-DNA eingesetzt und jeweils auf
100! Medium (MEM —) aufgeflillt. Nach Zugabe von 10ul PolyFect erfolgt eine 10-minitige
Inkubation bei 20-22°C, wobei es zur Bildung der DNA-Dendrimer-Komplexen kommt. Die
MEF wurden wahrenddessen mit 1ml PBS gewaschen und anschlieRend mit 1,5ml MEM
(10% FCS) uberschichtet. Die Transfektionsansatze wurden nach der Zugabe von jeweils
600ul MEM (10% FCS) sofort auf die MEF gegeben. Nach einer Inkubation von 7-12h bei
37°C, wurde das Transfektionsmedium abgenommen und durch frisches MEM (10% FCS)
ersetzt.

Nach erfolgreicher Transfektion waren nach 3-4 Tagen erste Virusplaques sichtbar. Sobald
60-80% der Zellen lysiert waren, wurde der Uberstand abgenommen und fiir 10min bei
300xg zentrifugiert, um Zelltrimmer zu entfernen. Der Uberstand konnte anschlieRend bei -
70°C gelagert werden. Fir ein detailliertes Protokoll siehe Lemmermann et al. (2010Db).

3.1.5 Entfernung der BAC-Sequenz aus rekonstituierten Viren

Die in den rekonstituierten Viren zuriickbleibende BAC-Vektor-Sequenz modifiziert
madglicherweise die biologischen Eigenschaften der rekonstituierten Viren und sollte deshalb
entfernt werden (Adler et al., 2001). Da die BAC-Sequenz von homologen
Sequenzbereichen flankiert ist, ermdéglicht dies die Eliminierung durch den eukaryotischen
Rekombinationsapparat mittels homologer Rekombination wahrend der Virusreplikation
(Wagner et al., 1999).

Medium: Methylcellulosemedium
MEM (10% FCS)

Durchfthrung: Die Viruspassage erfolgte durch wiederholte Infektion von konfluenten MEF in
beschichteten 6-Well-Platten. Nach erfolgreicher Virusrekonstitution (siehe 3.1.4) wurde das
Kulturmedium durchlysierter MEF abgenommen und zur Entfernung von Zelltrimmern
zentrifugiert (10min, 300xg). Fur die erste Viruspassagierung wurde 1ml des
Zellkulturiberstandes auf konfluente MEF Ubertragen, wahrend fur weiteren Passagen 1pl
Zellkulturiiberstand resuspendiert in 999ul Medium ausreichend war. Der restliche Uberstand
wurde bei -70°C gelagert. Fir die Viruspassage wurde das Kulturmedium der konfluenten
MEF abgenommen und die Zellen wurden mit dem Infektionsmedium Uberschichtet. Dies
wurde unter gelegentlichem Schwenken fir 30min bei 20-22°C inkubiert und anschliel3end
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wurden 2ml Medium zugegeben. Nach 4-5 Tagen war der Zellrasen durchlysiert. Dieser
Vorgang wurde bis Passage 4 wiederholt.

Um klonale Rekombinanten, ausgehend von einem Einzelplaque, zu isolieren, wurden die
Zellen nach der Infektion (Viruspassage 5) mit Methylcellulose Uberschichtet. Deutlich
sichtbare Plaques konnten nach 3 Tagen unter dem Mikroskop markiert und mit einer
sterilen, abgeschnittenen Pipettenspitzen die den Plaque umgebenden Zellen entnommen
werden. Diese wurden in 1ml Kulturmedium resuspendiert und fiir eine weitere Infektion von
MEF verwendet.

Um die Exzision der BAC-Sequenz zu uberprifen, wurde virale DNA aus dem
Zellkulturiberstand von Viruspassage 1 und 6 isoliert (siehe 3.3.3.7). Durch quantitative PCR
(siehe 3.3.13.1) mit BAC-spezifischen Primern, wurde die verbleibende BAC-Sequenz
quantifiziert. Waren weniger als 10° BAC-Sequenzen pro 10° Virusgenomen nachweisbar,
konnte das rekonstituierte Virus als BAC-frei bezeichnet werden. Nach weiteren
Sequenziberprifungen beziglich der eingefiigten Mutationen erfolgte die Virusaufreinigung
(siehe 3.2.1).

3.2 Virologische Methoden

3.2.1 mCMV-Produktion

Material: Virusstandardpuffer (VSP)
Tris 50mM 6,19
EDTA 5mM 1,869
KCI 12mM 0,895¢g

Aqua bidest.ad 1000m|
pH 7,8 einstellen, autoklavieren
VSP+ 15% Saccharose (w/v)
LAsung frisch ansetzen und sterilfiltrieren

Medium: MEM (10% FCS)

Durchfiihrung: Hochreine mCMV-Stocks wurden aus 50-55 Zellkulturschalen (150mm)
infizierter MEF generiert. Die Infektion erfolgte in 5ml Medium pro Zellkulturschale mit
1x10°PFU mCMV-Stock oder 50ul Zellkulturiiberstand einer durchlysierten 100mm
Zellkulturschale, unter mehrmaligem Schwenken. Nach einer 30-minitigen Inkubationszeit
bei 20-22°C wurden 20ml Medium hinzugegeben und die infizierten Zellen fir 4 Tage bei
37°C inkubiert. Nach 4-5 Tagen wurde der durchlysierte Zellrasen mit einem Zellschaber
abgeldst, wobei alle weiteren Schritte auf Eis durchgefiihrt wurden. Nach Zentrifugation fur
20min bei 6.370xg (Sorvall RC 6+, Rotor F14(S)_6x250y) wurde der Uberstand in 250ml
Zentrifugenbechern gesammelt und nach Aufschluss des Zellpellets im dounce-
Homogenisator erfolgte die Pelletierung der Virionen durch Zentrifugation (30.000xg, 3h,
4°C, Sorvall RC 6+, Rotor F12(S)_6x500LEX). Das Pellet wurde N angel6st, resuspendiert
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und Uber ein VSP-Saccharose-Kissen (15% Saccharose (w/v)) weiter gereinigt (72.000xg,
1h, 4°C, Sorvall Combi Plus, Rotor AH629). Das Viruspellet wurde im Anschluss in 2-3ml
VSP resuspendiert, in verschiedenen Volumina (20, 50 oder 100pl) aliquotiert und bei -70°C
gelagert. Virusstocks konnten bis zu dreimal aufgetaut und eingefroren werden ohne
signifikante Reduktion des Virustiters. Ein detailliertes Protokoll wurde von Podlech et al.
(2002) veroffentlicht.

3.2.2 mCMV-Virustiter Bestimmung

Die Angabe der Virustiter erfolgt in plaque forming unit (PFU). Eine PFU ist per Definition die
Virusmenge, die bendtigt wird, um in einem Monolayer permissiver Zellen einen einzelnen
Plaque zu erzeugen. Die Berechnung erfolgt nach der folgenden Formel:

Virustiter (PFU/mI)= Anzahl der Plaques x V (V= Verdlinnungsfaktor)

3.2.2.1 Virustiter-Bestimmung eines Virusstocks

Die Virustiterbestimmung erfolgte durch logye-Titration des hochkonzentrierten Virusstocks
und anschliel3ender Infektion permissiver MEF.

Medium: Methylcellulosemedium
MEM (10% FCS)

Durchfiihrung: Von einem Virusstock unbekannten Titers wurde eine log,o-Titrationsreihe (6-
8 Verdunnungsstufen) mit Medium hergestellt. Es war unbedingt notwendig die
Pipettenspitze bei einem Wechsel von der héheren zu der niedrigeren Virionenkonzentration
zu erneuern, um die Verschleppung von infektiosen Viren zu verhindern. AnschlielRend
wurden jeweils 100ul jeder Verdinnungsstufe auf konfluente MEF gegeben. Nach 30-
minutiger Inkubationszeit bei 20-22°C wurden die infizierten MEF mit 500ul Methylcellulose
Uberschichtet und bei 37°C inkubiert. Nach 4 Tagen konnten die Virusplagues am
Invertmikroskop ausgezéhlt werden. Fir ein ausfuhrlicheres Protokoll siehe Podlech et al.
(2002).

3.2.2.2 Virustiter-Bestimmung aus Organhomogenaten

Medium: Methylcellulosemedium
MEM (10% FCS)

Durchfihrung: Die Virustiterbestimmung aus Organhomogenaten erfolgte durch Infektion
konfluenter MEF, welche auf 48-Well-Platten ausgesat waren. Die Organe wurden im
Wasserbad (37°C) aufgetaut, Uber ein Metallsieb homogenisiert und in 2ml Medium
aufgenommen. Von der Suspension wurde eine logi,-Titrationsreihe (8 Verdiinnungsstufen)
mit Medium hergestellt, wobei jeweils 100ul jeder Verdiunnungsstufe in Duplikaten auf
konfluente MEF gegeben wurde. Nach zentrifugaler Infektion (siehe 3.2.3) wurden die
infizierten MEF mit jeweils 500ul Methylcellulosemedium Uberschichtet und bei 37°C
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inkubiert. Nach 4 Tagen konnten die Virusplaques am Invertmikroskop ausgezé&hlt werden
und der Virustiter (PFU/Organ) wurde berechnet.

3.2.2.3 Virustiter-Bestimmung aus Zellkulturiiberstanden

Medium: Methylcellulosemedium
MEM (10% FCS)

Durchfihrung: Die Virustiterbestimmung aus Zellkulturiberstinden erfolgte durch Infektion
konfluenter MEF, welche auf 48-Well-Platten ausgesat waren. Zellkulturiiberstande infizierter
MEF wurden durch logse-Titration bis zu einer Verdiinnung von 10° mit Medium verdiinnt,
wobei jeweils 100ul jeder Verdinnungsstufe in Duplikaten auf konfluente MEF gegeben
wurde. Nach zentrifugaler Infektion (siehe 3.2.3) wurden die infizierten MEF mit jeweils 500l
Methylcellulosemedium Uberschichtet und bei 37°C inkubiert. Nach 4 Tagen konnten die
Virusplaques am Invertmikroskop ausgezahlt werden und der Virustiter (PFU/ml) wurde
berechnet.

3.2.3 Zentrifugale Infektion von MEF

Die Infektion permissiver Zellen mit mCMV kann durch Zentrifugation bis um den Faktor 20
verstarkt werden (Osborn und Walker, 1968; Kurz et al., 1997; Podlech et al., 2002).

Medium: Methylcellulosemedium
MEM (10% FCS)

Durchfihrung: Fir die zentrifugale Infektion wurden MEF in den bendtigten Zellkulturschalen
(6-, 48-Well-Platten, 100mm Schalen) ausgesat. Das Kulturmedium der Zellen wurde
abgenommen. Nach der Zellzdhlung wurden die MEF mit der angesetzten Virussuspension
infiziert und bei 760xg 5min zentrifugiert. Die Zellkulturschalen wurden anschlieRend um
180° gedreht und erneut bei 760xg fur 25min zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurden
die Zellen entweder mit Methylcellulosemedium (berschichtet oder mit Medium
supplementiert. Die bendtigte Virusmenge fir eine MOI (multiplicity of infection) von 4
berechnet sich folgendermalRen:

Zellzahl x 0,2 PFU = bendétigte PFU Menge des Virusstocks
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3.3. Molekularbiologische Methoden: DNA

3.3.1. Bakterienanzucht

3.3.1.1 Flussigkulturen

Medium: LB-Medium
NacCl 10g
Bacto-Trypton 10g
Hefeextrakt 5g

ad 11 H,O; pH 7,5 einstellen (mit NaOH), autoklavieren

Antibiotika Stamml6sungen:

4 Konzen- Losungs-  Verdunnungs- End-
Antibiotikum tration mittel faktor konzentration
Ampicillin Aqua .
(Amp) 100 mg/ml bidest. 1:1000 100 pg/ml
Chloramhenicol 100% .
(Cam) 34mg/ml Ethanol 1:2000 17 pg/ml
Kanamycin Aqua .
(Kan) 10 mg/ml bidest. 1:400 25 pg/mi

Die Losungen wurden steriffiltriert und bei -20°C gelagert.
Die Zugabe des Antibiotikums erfolgte vor der Verwendung des LB-Mediums.

Durchfihrung: Eine Einzelkolonie einer uN-Plattenkultur wurde verwendet um eine
Flissigkultur anzuimpfen. Die Entnahme der Kolonie erfolgte mit einer sterilen
Pipettenspitze, die in das mit Medium gefillte Kulturgefald gegeben wurde (5ml LB-Medium
bei high-copy Plasmiden; 10ml LB-Medium bei low-copy Plasmiden). Die Flissigkulturen
wurden UN bei der bendtigten Temperatur unter Schutteln (250 U/min) kultiviert. Fir grofl3ere
Volumina wurde eine Vorkultur (5ml) angeimpft. Nach 5-8 h Kultivierungszeit konnte das
bendtigte Kulturvolumen mit der Vorkultur angeimpft werden.

3.3.1.2 Plattenkulturen

Plattenkulturen wurden verwendet, um Transformanden zu selektieren oder Bakterien tber
einen begrenzten Zeitraum zu lagern.
Material: LB-Agar

LB-Medium

Bacto Agar 15¢g
Durchfihrung: LB-Agar wurde durch Aufkochen verflussigt, im Wasserbad auf 40-45°C
abgekuihlt und durch das bengtigte Antibiotikum supplementiert. Sterile Petrischalen wurden
mit dem noch fliissigen LB-Agar beschichtet und konnten 2-3 Wochen bei 4°C gelagert
werden. Die Plattenkulturen wurden entweder als Verdiinnungsausstrich oder flachig mit
einem Drigalskispatel angelegt.
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3.3.1.3 Dauerkulturen

Fur eine dauerhafte Lagerung wurden 500pul GN-Flassigkultur mit 600pl Glycerin gemischt
und bei -70°C gelagert.

3.3.2 Transformation kompetenter Bakterien

3.3.2.1 Herstellung elektrokompetenter Bakterien
Medium: LB-Medium
Material: Glycerinlosung 10% (v/v); bei 4°C vorkihlen

Durchfihrung: Ausgehend von einer frischen Plattenkultur wurde eine Kolonie gepickt, in
10ml LB-Medium (+Antibiotikum) tberfihrt und UGN bei 37°C unter Schatteln inkubiert. Am
folgenden Tag wurden 500ml LB-Medium (+Antibiotikum) mit 5ml der Ubernachtkultur
angeimpft und weiterhin bei 37°C unter Schutteln inkubiert, bis eine optische Dichte von 0,5
bis 0,7 bei 600nm erreicht war. Alle weiteren Arbeitsschritte erfolgten auf Eis. Die Bakterien
wurden sedimentiert (6079xg, 4°C, 10min) und die Uberstande dekantiert, die Pellets in je
150ml 10% Glycerin resuspendiert und erneut zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde
dreimal wiederholt. Anschlieend wurde das Pellet in 1x Pelletvolumen eiskaltem, 10%-igem
Glycerin aufgenommen. Die elektrokompetenten Zellen wurden in 1,5ml Eppendorf-
Reaktionsgefalle (50ul/Gefaly) dberfuhrt und direkt in flissigem Stickstoff eingefroren. Die
Lagerung erfolgte im Anschluss bei -70°C.

3.3.2.2 Elektrotransformation von Plasmiden oder BAC-Plasmiden

Material: Elektroporationskiivetten

elektrokompetente Zellen (siehe 3.3.2.1)

LB-Agar
Durchfiihrung: Die elektrokompetenten Zellen (50ul) wurden auf Eis aufgetaut und mit der zu
transformierenden DNA versetzt (50-200ng). Der Ansatz wurde in die vorgekihlte
Elektroporationskiivette (Elektrodenabstand 2mm) Gberfihrt und die Bakterien wurden bei
2,5kV, 400Q und 25uF perforiert (GenePulser, BIORAD, Minchen). Anschlieend wurde zu
den transformierten Bakterien 500ul LB-Medium ohne Antibiotika hinzugegeben und der
Ansatz fir 30-90min bei der entsprechenden Temperatur unter Schitteln inkubiert. Abhangig
vom Transformationsansatz wurden 20-200ul auf einer LB-Agarplatte (+Antibiotikum)
ausgestrichen.

Fir die Transformation von BAC-DNA wurde das Protokoll von Swaminathan und Sharan
(2004) modifiziert verwendet. Hierbei sollte beachtet werden, dass sowohl BAC-DNA als
auch elektrokompetente Bakterien am Tag der Transformation frisch prapariert wurden. Fir
die Transformation wurden zwischen 1-3ul BAC-DNA verwendet und die Elektroporation
erfolgte mit Elektroporationskiivetten (Elektrodenabstand 1mm) bei 1,75kV, 200Q und 25uF.
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3.3.3 Isolierung von Plasmid-DNA

Fiur die Isolierung von Plasmid- oder BAC-DNA wurde die Methode der alkalischen Lyse
(Birnboim and Doly, 1979) modifiziert angewendet. Hierbei werden die Bakterien zunéchst in
einem SDS- und NaOH-haltigen Puffer lysiert. In der Probe enthaltene Proteine und die DNA
denaturieren und werden durch die nachfolgende Zugabe von KAc prézipitiert, wahrend die
Plasmid-DNA in Loésung bleibt. So kénnen chromosomale DNA, Proteinbestandteile und
SDS durch Zentrifugation sedimentiert werden. Die Plasmid-DNA befindet sich im Uberstand
und kann entweder mit Alkohol gefallt (siehe 3.3.3.1) oder Uber eine Silicagel-Matrix (siehe
3.3.3.3) gereinigt werden.

3.3.3.1 Schnellpraparation von Plasmid-DNA

Nach alkalischer Lyse der Bakterien erfolgte die Schnellpraparation von Plasmid-DNA durch
alkoholische Fallung.

Material: 70% Ethanol
Isopropanol
Puffer: Puffer 1 (P1)
Tris 50mM 6,069
Na,EDTAXx2H,0 10mM 3,729

pH 8,0 einstellen (mit HCI)
autoklavieren und 100 mg DNAse hinzugeben

Puffer 2 (P2)
NaOH 200 mM 89
20% SDS 1% 50ml

pH 8,0 einstellen (mit HCI)
autoklavieren, bei 20-22°C lagern

Puffer 3 (P3)
KAc 3 M 294,59

auf pH 5,5 einstellen(mit Eisessig)
autoklavieren, bei 4°C lagern

1x TE oder 10mM Tris/HCI (pH 8)

Durchfihrung: Es wurden 5ml Selektionsmedium mit einer Bakterienkolonie beimpft und bei
geeigneter Temperatur UN unter Schiitteln kultiviert. Fir die Praparation wurden 2ml der
Flissigkultur verwendet, die in ein 2ml Reaktionsgefald tberfihrt und sedimentiert (20.000xg,
1min, Eppendorf cetrifuge 5417R) wurden. Das Pellet wurde in 250pl P1 resuspendiert und
nach Zugabe von 250ul P2 fir 5min bei 20-22°C inkubiert. Danach wurden 350ul P3
hinzugegeben, die Probe fur 10min auf Eis inkubiert und der Debris anschlielRend
sedimentiert (20.000xg, 30min, 4°C, Eppendorf cetrifuge 5417R). Der Uberstand wurde
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abgenommen, die DNA mit 750l Isopropanol geféllt und prazipitiert (20.000xg, 10min,
Eppendorf cetrifuge 5417R). Nach einem Waschschritt mit 250ul 70% Ethanol wurde die
DNA kurz getrocknet und das Pellet in 50pl TE oder 10mM Tris/HCI pH 8 aufgenommen.

3.3.3.2 Schnellpraparation von BAC-Plasmid-DNA

Die Schnellpraparation von BAC-Plasmiden erfolgte durch alkalischen Lyse mit
anschlieender alkoholischer DNA-Féllung. Da es sich bei BAC-Plasmiden um besonders
grol3e low-copy Plasmide handelt (~240kbp) muss zur Aufrechterhaltung der DNA-Integritat
Scherkréafte vermieden werden. Nach der alkalischen Lyse sollten bei allen Arbeitsschritten
nur abschnittene Pipettenspitzen verwendet werden, auch ein Vortexen der Proben wurde

vermieden.
Material: 70% Ethanol
Isopropanol
RNaseA
Puffer: P1, P2 und P3 (siehe 3.3.3.1)

1x TE oder 10mM Tris/HCI (pH 8)

Durchfihrung: 10ml Flussigkultur (+Cam) wurden mit einer Einzelkolonie angeimpft und GN
unter Schitteln bei 37°C kultiviert. Nach dem Anlegen einer Dauerkultur wurde die restliche
Flissigkultur sedimentiert (2.380xg, 4°C, 10min, Heraeus Laborfuge 400R, Rotor 8179). Das
Pellet wurde in 200ul P1 (siehe 3.3.3.1) resuspendiert und in ein 2ml Reaktionsgefal}
Uberfuhrt. Zur alkalischen Lyse wurde die Suspension mit 300pl P2 versetzt, sofort durch
Invertieren gemischt und 5min bei 20-22°C inkubiert. Es erfolgte die Zugabe von 300ul P3.
Nach einer Inkubation auf Eis fur 5-10min fielen SDS, chromosomale DNA und
Proteinbestandteile aus, die anschlieRend abzentrifugiert wurden (18.000xg, 10min, 4°C,
Eppendorf centrifuge 5417R). Zwischenzeitlich wurden 600ul Isopropanol in frische 2mi
ReaktionsgefaRe vorgelegt, in die die Uberstande der Zentrifugation dekantiert wurden. Der
Ansatz wurde erneut zentrifugiert (18.000xg, 15min, 4°C, Eppendorf centrifuge 5417R), das
DNA Préazipitat mit 1ml Ethanol (70%, -20°C) gewaschen und pelletiert (18.000xg, 5min, 4°C,
Eppendorf centrifuge 5417R). Nach dem Verwerfen des Uberstandes wurde das Pellet an
der Luft getrocknet, in 100pl TE Puffer oder 10mM Tris/HCI (pH 8) mit 1% RNaseA
aufgenommen und fur 10min bei 37°C geldst. Die Lagerung erfolgte bei 4°C.

3.3.3.3 QIAprep Spin Miniprep

Fur Sequenzierungen oder Transformationsansatze wurden hochreine Plasmid-DNA (ber
eine QlAprep spin-Saule aufgereinigt. Nach alkalischer Lyse (siehe 3.3.3.1) erfolgte die
Aufreinigung durch reversible Adsorption der DNA an eine Silicagel-Matrix. Durch
variierende Salzkonzentrationen wahrend den einzelnen Arbeitsschritten wurde die DNA erst
an die Silicamembran gebunden, gewaschen und anschliel3end eluiert.
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Kit: QIAGEN Plasmid Mini Kit

Durchfiihrung: Die Praparation erfolgte nach Angaben des Herstellers aus 1,5ml einer 5ml
Ubernachtkultur. Nach alkalischer Lyse, Adsorption der DNA an der Silicamembran und
mehrmaligem Waschen, wurde die DNA in 50ul Elutionspuffer (Tris/HCI pH 8,5) oder Aqua
bidest. durch Zentrifugation (20.000xg, 1min, Eppendorf centrifuge 5417R) von der Saule
eluiert. Eine vollstandiges Protokoll kann dem Herstellerhandbuch entnommen werden:

http://www.giagen.com/products/plasmid/giaprepminiprepsystem/qiaprepspinminiprepkit.aspx#Tabs=t2

3.3.34 QIAGEN Plasmid-Maxipraparation

Das Protokoll basiert auf einer alkalischen Lyse, gefolgt von Bindung der DNA an einen
Anionentauschersdule unter Niedrigsalzbedingungen. RNA, Proteine und andere
niedermolekulare Molekile wurden unter mittleren Salzkonzentrationen herausgewaschen,
wahrend die Elution bei hohen Salzkonzentrationen erfolgte. Die eluierte DNA (bis 500pg)
wurde anschliel3end mit Isopropanol préazipitiert.

Kit: QIAGEN Plasmid Maxi Kit

Durchfihrung: LB-Selektivmedium (500ml low-copy bzw. 150ml high-copy Plasmid) wurde
ausgehen von einer 5ml Vorkultur im Verhaltnis 1:1.000 angeimpft und unter Schutteln bei
der benétigten Temperatur UN kultiviert. Die weiteren Arbeitsschritte erfolgten nach dem
Herstellerprotokoll:

http://www.giagen.com/products/plasmid/giagenplasmidpurificationsystem/giagenplasmidmaxikit.aspx#Tabs=t2

3.3.3.5 BAC-Plasmid Maxipraparation
Kit: Nucloebond Kit PC

Durchfiihrung: Die bendtigte 500ml Kultur wurde mit 1ml einer Bakterienvorkultur angeimpft
und UN bei 37 °C unter Schutteln inkubiert. Nach Pelletierung der Bakterien (5.000xg, 10min,
4°C, Sorvall RC 6+, Rotor F12(S)_6x500LEX) wurden alle weiteren Schritte nach dem
Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Zusatzlich erfolgte die Klarung des Lysates Uber einen
Faltenfilter, bevor das Lysat auf die Saule gegen wurde. Die BAC-DNA wurde in 200-250pl
10mM Tris/HCI pH 8,5 aufgenommen und bei 4°C gelagert. Ein ausfuhrliches Protokoll kann
dem Handbuch entnommen werden:

http://mww.mn-net.com/Portals/8/attachments/Redakteure_Bio/Protocols/Plasmid%20DNA%20Purification/UM_p
DNA_NuBo.pdf

3.3.3.6 DNA-Isolierung aus Organen

Fur die DNA-Isolierung aus Organen wurden die Organzellen zu Beginn mechanisch und
enzymatisch aufgeschlossen. AnschlieRend wurde die DNA an eine Silicagel-Matrix
gebunden, mehrfach gewaschen und eluiert.

Kit: DNeasy Blood and Tissue Kit
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Durchfihrung: 25mg des aufzuschlieRenden Organs (Sonderfall: Milz 10mg) wurden in ein
1,5ml Reaktionsgefald tberfihrt und mit 180l ATL-Puffer und 20ul Proteinase K versetzt.
Nach Zugabe von zwei Mahlkugeln konnten die Organe in der Schwingmihle MM300
(Frequenz 30Hz, 3min) homogenisiert werden. Der weitere mechanische und enzymatische
Aufschluss erfolgte unter Schitteln bei 56°C fur 3-12h. AnschlieBend wurden 200ul der
Organsuspension zur DNA-Isolierung eingesetzt. Die Elution der DNA erfolgte in 100ul AE-
Puffer. Eine vollstandiges Protokoll kann dem Firmenhandbuch entnommen werden:

http://www.giagen.com/products/genomicdnastabilizationpurification/dneasytissuesystem/dneasybloodtissuekit.as
px#Tabs=t2

3.3.3.7 Isolierung von viraler DNA aus Zellen oder Zellkulturtiberstanden

Kit: High Pure Viral Nucleic Acid Kit

Zur Uberprifung der Deletion der BAC-Sequenz oder zur Bestimmung des Genom-zu-PFU-
Verhaltnisses wurde virale DNA aus Zellkulturiiberstdénden oder Viruspréaparationen isoliert.
Die Probe wurde enzymatisch mit Proteinase K aufgeschlossen. Die zugefligte poly(A)-RNA
verbessert die Bindung von niedrig-konzentrierten viralen Nukleinsduren. Die virale DNA
wurde an einer Glasfiebersaule adsorbiert und konnte anschlieRend von Proteinen und
anderen Kontaminationen gereinigt und eluiert werden. Die Durchfiihrung erfolgte nach dem
Herstellerprotokoll:

https://www.roche-applied-science.com/publications/print_mat/nucleic_acid_purification_isolation.pdf

3.3.5 Quantifizierung von Nukleinsaureldsungen

Die Bestimmung von Konzentration und Qualitat einer Nukleinsdurelésung wurde
spektrometrisch durch die Messung der Absorption (A) bei 260nm am Nanodrop (PeglLab,
Erlangen) durchgefiihrt. Der Konzentrationsberechnung wurde die folgende Formel zugrunde
gelegt:

CDNA[ug/ml] = AsgonmX 50 CRNA[Hg/mI] = Azsonm X 40

Die residuale Proteinkontamination wurde durch den Quotient Asso/Azg0 bestimmt, der das
Verhaltnis zwischen enthaltenen Nukleinsduren und Proteinen angibt und zwischen 1,8 und
2,0 liegen sollte.

3.3.6 Enzymatische Restriktion

Restriktionsenzyme schneiden DNA an definierten, palindromen Erkennungssequenzen und
wurden fur die Charakterisierung oder Linearisierung von Plasmiden verwendet.

Durchfiihrung: Restringiert wurden meist 200-1500ng Plasmid-DNA, wobei die Enzyme mit
einer Aktivitat von 5-20U im geeigneten Puffer eingesetzt wurden. Wurden mehrere
Restiktionsenzyme in einem Ansatz verwendet, mussten die Reaktionsbedingungen so
gewahlt werden, dass sie fur alle Enzyme geeignet waren. Der Restriktionsansatz wurde
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anschliel3en 2-16h bei der bendtigten Temperatur inkubiert.

Fur die Restriktion von BAC-Plasmiden wurden 12l einer Maxi-Praparation oder 50yl einer
Mini-Préaparation eingesetzt und mit 20U des gewéhlten Enzymes in einem Gesamtvolumen
von 60-80ul verdaut.

Tab.2.7 Standard-Restriktionsansatz

Komponente Menge [ul]
10x Restriktionspuffer 2ul
Plasmid DNA (200-1500 ng) Xl
Restriktionsenzym (5-20 U) yul

Aqua bidest, ad 20pl

Wourden die restringierten Plasmide anschlieRend fir eine Ligation eingesetzt, erfolgte eine
Aufreinigung Uber ein préparatives Agarosegel mit nachfolgender Gelelution (siehe 3.3.8)
oder Uber eine Silicasaule (siehe 3.3.3.3.).

3.3.7 Native Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese dient zur praparative Auftrennung von Plasmiden und PCR-Produkten
anhand ihrer Grof3e.

Material: Agarose
DNA-Langenstandard
Ethidiumbromid

Puffer: 50x TAE-Puffer
Tris 400mM 48,449
EDTAx2H,0O 50mM 18,69

pH 8,0 einstellen (mit Eisessig), autoklavieren
Gebrauchslésung: 1XTAE in H,0

50x TBE-Puffer

Tris 400mM 54,5¢g
EDTAx2H,0O 10mM 3,79
Borsaure 450mM 27,89

pH 8,3 einstellen (mit Eisessig), autoklavieren
Gebrauchslésung: 1XTBE in H,0

10x Probenpuffer

Saccharose 67% (W/v)
Bromphenolblau 0,05% (wi/v)
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Durchfihrung: Die DNA-Auftrennung erfolgte in einem 1%igen Agarosegel mit TAE-Puffer.
Je nach Anwendung und Anzahl der Proben erfolgte die Verwendung von Maxi-Gelen
(20x20cm bzw. 20x10cm) oder Mini-Gelen (10x6,5cm). Vor dem Auftragen der Proben
mussten diese mit 1/10-Volumen Probenpuffer versetzt werden, um das Einsinken der
Nukleinsduren in die Geltasche zu ermoglichen. Zusatzlich zu den zu analysierenden Proben
wurde ein DNA-Langenstandard mitgefuhrt, der eine Grol3enzuordnung der elektrophoretisch
aufgetrennten DNA-Banden ermdglicht. Die Auftrennung erfolgte in einer horizontalen
Elektrophoresekammer in 1XxTAE Puffer. Hierbei richtete sich die angelegte Spannung
(0,5Vicm bis 5V/cm Elektrodenabstand) nach der Grof3e des Gels und der zu trennenden
DNA-Fragmente. Zur Visualisierung der DNA wurde dem Agarosegel das DNA-
interkalierende Fluorophor Ethidiumbromid (Endkonzentration: 1pg/ml) zugesetzt. Die DNA-
Banden koénnen sichtbar gemacht werden, wenn das interkalierte Ethidiumbromid mit UV-
Licht angeregt wird. Die Dokumentation erfolgte mit einer Sofortbildkamera (Polaroid Land
Camera MP-4 mit Polaroidfilm Typ 667) oder einer CCD-Kamera.

Fur BAC-Plasmide (~240 kbp) wurden 0,7%ige Agarose-TBE-Gele (20x25cm) verwendet.
Die Auftrennung der BAC-DNA erfolgte mit 70V in TBE-Laufpuffer bei 4°C UN.

3.3.8 Elution von DNA aus Agarosegelen
Kit: QlAquick Gel Extraction Kit

Durchfiihrung: Nach elektrophoretischer Auftrennung der DNA erfolgte die Exzision der
Bande aus dem Agarosegel. Anschlieend wurde die residuale Agarose bei 72°C in QG-
Puffer geldst und nach Zugabe von Isopropanol die Probe auf die spin-Saule gegeben. Es
folgte die Reinigung der DNA durch verschiedene Waschschritte mit anschlieRender Elution
in 10mM TrisHCI (pH 8,5). Fir ein detailliertes Herstellerprotokoll siehe:

http://www.giagen.com/products/dnacleanup/gelpcrsicleanupsystems/qiaquickgelextractionkit.aspx#Tabs=t2

3.3.9 Aufreinigung von PCR Produkten
Kit: QlAquick PCR Purification Kit

Die Aufreinigung von PCR-Produkten ist notwendig, um enthaltene Kontaminanten wie
Primer oder Salze zu entfernen, wenn PCR-Produkte fir Ligationen oder zur Sequenzierung
eingesetzt werden. Nach Adsorption der DNA an einer Silicamembran erfolgt die Reinigung
durch verscheiden Waschschritte mit anschlieRender Elution in 20mM TrisHCI (pH 8,5). Die
Arbeitsschritte erfolgten nach dem Herstellerprotokoll:

http://www.giagen.com/products/dnacleanup/gelpcrsicleanupsystems/giaquickpcrpurificationkit.aspx#T abs=t2

3.3.10Dephospohrylierung linearer DNA

Um eine Religation eines linearisierten Vektors zu verhindern, wurden die 5'-
Phosphatgruppen enzymatisch durch eine alkalischer Phosphatase entfernt.
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Enzym: Calf Interstinal Alkaline Phosphatase (CIB)

Durchfiihrung: Pro 1pg DNA wurden 0,5U CIB eingesetzt. Sie wurde direkt zu dem
Restriktionsansatz hinzugegeben und fur 1h bei 37°C inkubiert. Zur Entfernung der
alkalischer Phosphatase wurde die DNA Uber ein préparatives Agarosegel gereinigt (siehe
3.3.7.) und anschlieRend aus dem Gel eluiert (siehe 3.3.8).

3.3.11Ligation von PCR Fragment und Vektor
Enzym: T4-Ligase

Die T4-Ligase katalysiert unter ATP-Verbrauch die Bildung der Phosphodiesterbindung
zwischen 5°Phosphat- und 3"Hydroxylgruppe doppelstrangiger DNA. Fir einen
Ligationsansatz wurden zwischen 50-200ng des linearisierten, dephoshorylierten Vektors im
Verhaltnis 1:2 bis 1:5 zum geschnittenen Insert eingesetzt. Die bendtigten DNA-Mengen
kénnen wie folgt berechnet werden:

nXx MasseVektor [ng] X Léngelnsert [bp]

Masse,nsert [NG] = Lange [bp]
Vektor

n = Verhaltnisfaktor

Bei der Ligation von kohasiven Enden wurden 1-2U der T4-Ligase eingesetzt, wahrend glatte
Enden mit 5U des Enzyms unter Zugabe von 1/10 Volumen Polyethylenglycol-Lésung (PEG)
ligiert wurden. Die Ansétze wurden UN bei 16°C oder fir 2h bei 22°C inkubiert und danach in
elektrokompetente Bakterien transformiert (siehe 3.3.2).

3.3.12 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR ermdglicht die gezielte Amplifikation definierter DNA-Sequenzen. Ausgehend von
sequenzspezifischen Primern synthetisiert eine DNA-abhéngige DNA-Polymerase mit Hilfe
von dNTPs einen komplementdren DNA-Strang zu der im Ansatz enthaltenen
einzelstrangigen DNA-Matrize.

Zunachst werden durch Erhitzung des Reaktionsansatzes auf 95°C Doppelstrénge der DNA
getrennt. AnschlieBend binden bei einer Reaktionstemperatur von 50-65°C die
sequenzspezifischen Primer an die nun einzelstrdngige DNA. Im letzten Schritt erfolgt die
Neusynthese des komplementaren DNA-Strangs durch die thermostabile DNA-Polymerase.
Diese Schritte werden mehrfach wiederholt und theoretisch verdoppelt sich jede DNA-
Matrize bei jedem Zyklus. Nach n Wiederholungen sind demzufolge 2" Nukleinsauremolekiile
im Ansatz vorhanden. Praktisch ist dies allerdings durch die Aktivitat der Polymerase limitiert,
wenn Primer und Nukleotide im Uberschuss eingesetzt werden. Daher erfolgt die
Amplifikation der DNA-Matritze nur in einer bestimmten Phase exponentiell. Um
Amplifikationsfehler durch Basenfehlpaarungen zu minimieren kann die HotStar HiFidelity
DNA Polymerase mit einer zusatzlichen 3"—5"Exonukleaseaktivitéat, die auch als Proof-
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Reading-Funktion bezeichnet wird, eingesetzt werden.

Neben der Amplifikation von DNA-Sequenzen kénnen mit Hilfe der PCR Erkennungs-
sequenzen fir Restriktionsenzyme an die 5°- und 3"-Enden des PCR-Produktes eingebracht
werden. Hierbei liegen die Restriktionsschnittstellen nicht direkt am 5°-Ende der Primer, da
zuséatzlich ein Uberhang von drei nonsense-Basen eingebaut wird, um eine optimale
Restriktion zu erméglichen (Zimmermann et al., 1998). Fur die Klonierung kann das PCR-
Produkt anschlielend mit dem geeigneten Restriktionsenzym geschnitten und fir die
Ligation mit einem linearisierten Vektor verwendet werden.

3.3.13 Quantitative PCR (qPCR)

Mit Hilfe der quantitativen PCR kann die Kinetik einer Standard-PCR in real time verfolgt
werden. Gleichzeitig wird eine Bestimmung der Template-Konzentration im Ansatz mit Hilfe
einer Standard-Titration ermoglicht. Die Messung der PCR-Kinetik kann wahlweise
sequenzunspezifisch mit einem DNA interkalierenden Fluorophor (z.B. SYBR Green) oder
sequenzspezifisch mit fluoreszenzmarkierten Sonden (z.B. TagMan Sonden). Die Intensitat
der emittierten Fluoreszenz ist in der exponentiellen Phase direkt proportional zu der Menge
neu gebildeter PCR-Produkte. Eine Quantifizierung erfolgt Giber die Formel:

N=N, X (Econst)n

N=Anzahl der amplifizierten Molekiile
No=initiale Menge der Molekiile
E=PCR-Effizienz

n=Anzahl der Zyklen

Unter optimalen Bedingungen verdoppelt sich das Ausgangsmaterial bei jedem Zyklus
(PCR-Effizienz= 2). Ist die PCR-Effizienz bei zwei Reaktionen vergleichbar, ist der Anstieg
des Signals nur abhangig von der Anfangskonzentration des Templates.

Alle sequenzspezifischen Primer wurden mit der Software Primer Express 2.0 (Applied

Biosystems, Foster City, CA, USA) ausgewabhlt.

3.3.13.1 Absolute Quantifizierung mit SYBR Green

Um die Anzahl der mCMV-Genome aus infizierten Organen zu bestimmen oder die BAC-
Freiheit von mCMV-Rekombinanten zu tGberprifen wurde eine SYBR Green gPCR mit dem
SYBR Green Kit durchgefuhrt. Die Detektion erfolgt tGiber die Interkalierung des Fluorophors
SYBR Green in dsDNA, wobei theoretisch auch unspezifische PCR-Produkte oder
Primerdimere detektiert werden koénnen. Da unspezifische Produkte im Vergleich zum
Amplifikat eine abweichende Schmelztemperatur besitzen, wurde nach Abschluss der PCR
eine Schmelzkurvenanalyse durchgefihrt. Die Reaktionstemperatur wurde hierbei von 60°C

auf 95°C erho6ht, wodurch die dsDNA denaturiert, der interkalierte Farbstoff freigesetzt und
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die Fluoreszenzabnahme detektiert wurde. Das Maximum der Fluoreszenzabnahme gibt die
Schmelztemperatur des amplifizierten PCR-Produktes an, welche bei einem einheitlichen
PCR-Produkt identisch ist.

Um eine absolute Quantifizierung zu erméglichen, wurde ein Plasmidstandard (pDrive-gB-
PTHrP-BAC) mit definierter Teilchenzahl mitgefiihrt. Das Plasmid enthalt das mCMV-Gen
M55/gB, das zellulare Gen pthrp (parathyroid hormone-related peptide encoding gene) sowie
die BAC-Sequenz (Lemmermann et al., 2010b). Die Quantifizierung des zelluldren Gens
pthrp ermdglicht eine Normierung der viralen Genome auf eine definierte Zellzahl. Nach
Linearisierung wurde das Standardplasmid aufgereinigt und auf eine definierte
Molekulanzahl eingestellt. AnschlieRend erfolgte eine loge-Titration von 0,5x10° bis 0,5x10

Molekulen/pl in Tris-Puffer und der Einsatz in der gPCR.

Tab. 2.8 Ansatz der SYBR Green PCR

Komponente Volumen Endkonzentration
2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix  10pl 1x
Primer-for/-rev (10uM) 1,5ul 0,75uM

DNA 2-5ul 100ng

Aqua bidest. ad 20pl

Um Kontaminationen zu verhindern, wurde der Mastermix (beinhaltet Polymerase, Puffer,
Primer) in einem separaten Raum unter einem Tamer (Oncor Appligen, Heidelberg)
angesetzt und jeweils 18ul des Mastermixes vorgelegt. Anschliel3end erfolgte die Zugabe der
zu analysierenden DNA. Die gPCR wurde am real-time Cycler mit dem folgenden
Temperaturprofil durchgefuhrt:

Tab. 2.9 Temperaturprofil fir die SYBR Green PCR

Zeit Temperatur
Aktivierungsschritt 15min 95°C Aktivierung der HotStarTaq
Polymerase
Denaturierung 15sec 94°C
Annealing 30sec 62°C
Extension 45sec 72°C Datenakquisition
Zyklenzahl 50
Schmelzkurve
Denaturierung 15sec 95°C
Annealing 1min 60°C

Denaturierung 15sec 95°C
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3.3.14 BAC-Mutagenese mittels Zwei-Schritt-Rekombination zur
Generierung rekombinanter mCMV

Die Zwei-Schritt-Rekombinationsmutagenese in E. coli (DH10B) wurde in Anlehnung an die
Verfahren von O Connor et al. (1989), Messerle et al. (1997), Borst et al. (1999), sowie
Wagner et al. (1999) durchgefiihrt. Hierfir wurde zunachst ein Shuttle-Plasmid konstruiert,
das die in das mCMV-Genom zu integrierende Sequenz enthdlt, die ihrerseits von
Sequenzen flankiert wird, welche homolog zum gewtnschten Integrationsort sind (Smith
G.R., 1988).

Material: LB-Agarplatten
LB-Agarplatten mit 5% (w/v) Saccharose

Durchfihrung:

l. Cotransformation des Shuttle-Plasmids und Bildung der Co-Integrate

Elektrokompetente DH10B-Bakterien, die das zu mutierende mMCMV-BAC-Plasmid
enthielten, wurden mit 1ng Shuttle-Plasmid-DNA transformiert (siehe 3.3.2) und fir 1h in LB-
Medium bei 30°C geschiittelt. Der Ansatz wurde anschlielBend auf LB-Platten (Cam/Kan)
ausplattiert und fur 24-36h bei 30°C inkubiert. Durch homologe Rekombination wird in
diesem Schritt das Shuttle-Plasmid vollstdndig in das mCMV-BAC-Plasmid integriert und es
erfolgt die Ausbildung sogenannter Co-Integraten.

Il. Anreicherung von Co-Integraten und Entfernung der Shuttle-Plasmide

Aus Schritt | wurden 10 Bakterienkolonien auf LB-Platten (Cam/Kan) ausgestrichen und UN
bei 43°C inkubiert. Bei dieser Temperatur kénnen nur Co-Integrate replizieren. In nicht
integrierten Shuttle-Plasmiden wird ein falsch gefaltetes Replikationsprotein (RepA)
synthetisiert, welches den temperatursensitiven Replikationsursprung pSC101 des Shuttle-
Plamides nicht mehr induzieren kann (Hashimoto-Gotho et al., 1981, Steinmetz et al., 1985;
Blomfiled et al., 1991). Nach diesem Schritt sollten grofRe Einzelkolonien entstanden sein.
War dies nicht der Fall, wurde Schritt Il wiederholt.

Il Aufldsung der Co-Integrate

10 grof3e Bakterienkolonien aus Schritt Il wurden auf LB-Platten (Cam) ausgestrichen und fur
30h bei 30°C inkubiert, um die gebildeten Co-Integrate durch erneute homologe
Rekombination aufzuldsen. Dieser Schritt konnte optional wiederholt werden, um
Einzelkolonien zu erhalten. Die selektionierten Klone enthalten entweder aufgeldste oder
nicht-aufgeloste Co-Integrate.

V. Selektion gegen nicht aufgeloste Co-Integrate

10 Bakterienkolonien von Schritt 11l wurden auf LB-Platten (Cam) mit 5% Saccharose (w/v)
ausgestrichen und fir 30h bei 30°C inkubiert. Bakterien, die nicht-aufgeldste Co-Integrate
tragen, replizieren nicht in Gegenwart von Saccharose. Sie tragen das SacB-Gen unter
Kontrolle des Lac-Promotors, der in Gegenwart von Saccharose aktiviert wird und die
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Expression des Exoenzyms Levan-Saccharase induziert. Lavan-Saccherase katalysiert die
Synthese des Polysaccharids Levan aus Saccharose. Dies fuhrt zu einer Levan-
Akkumulation im periplasmatischen Raum mit lethalen Wirkungen auf E.coli. Die Selektion
auf Saccharoseplatten wurde mindestens zweimal wiederholt.

V. Testen auf aufgeldste Co-Integrate

Da aufgeloste Co-Integrate Kan-sensitiv sind, erfolgt die Selektion auf Kan- und Cam-
Platten. Hierzu wurden Kan- und Cam-Platten mit 100 Einzelklonen aus Schritt IV beimpft
und UN bei 37°C kultiviert. Es ist zu beachten, dass erst die Kan-Platte beimpft wurde.

VI. Charakterisierung der Kan-sensitiven Klone

Ausgehend von 10 Kan-sensitiven Klonen wurden jeweils 10ml LB-Flissigkultur (+Cam)
angeimpft und unter Schitteln bei 37°C inkubiert. Am néchsten Tag wurde eine Dauerkultur
angelegt (siehe 3.3.1.3) und die BAC-DNA prépariert (siehe 3.3.3.5), um die Integritat des
BAC-Plasmids Uber Restriktionsanalyse zu verifizieren (siehe 3.3.6). Um die Sequenz-
integration zu bestatigen wurde die entsprechende Region des mCMV-Genoms mittels PCR
amplifiziert und das Produkt sequenziert. Hierbei enthalten statistisch gesehen 50% der
Klone das mutierte mCMV-BAC-Plasmid.

VIl.  Virusrekonstitution

Durch Sequenzierung verifizierte mCMV-BAC-Plasmide wurden fir eine BAC-
Maxipraparation verwendet (siehe 3.3.3.5). Die Virusrekonstitution erfolgte wie unter 3.1.4
durch Transfektion von MEF mit der isolierten BAC-DNA.

3.4 Molekularbiologische Methoden: RNA

3.4.1 Isolierung von Gesamt-RNA

Fur die Isolierung von Gesamt-RNA aus Lymphknoten oder infizierten MEF wurde das
RNeasy Mini Kit (QIAGEN, Hilden) verwendet. Nach Zelllyse im stark denaturierenden
Guanidin-Isothiocynat-Puffer wurde die RNA unter Hochsalzbedinungen spezifisch an eine
Silicagelmatrix gebunden. Residuale DNA-Kontaminationen wurden enzymatisch abgebaut,
ausgewaschen und die RNA in RNase-freiem H,O eluiert.

34.11 Isolierung von RNA aus infizierten Zellen
Kits: RNeasy Mini Kit
QlAshredder

RNase-free DNase Set
Material: 3-Mercaptoethanol

Puffer: PBS
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Durchfihrung: Infizierte Zellen wurden mit PBS gewaschen und mit 350ul/Well RLT-Puffer
(+1% R-Mercaptoethanol) lysiert. Mit einem Zellschaber wurden die lysierten Zellen abgeltst
und Uber eine QIAshredder-Saule homogenisiert. Das Homogenat konnte bis zur RNA
Isolierung bei -70°C aufbewahrt werden. Nach dem Auftauen wurden die Proben mit 350pl
70% Ethanol versetzt und auf die spin-Saule geladen. Die Aufreinigung der RNA erfolgte
nach Protokoll, wobei die Sdule zusatzlich mit DNase (10ul DNase in 70ul RDD-Puffer)
behandelt wurde, um DNA-Kontaminationen zu vermeiden. Die RNA wurde in 30yl RNase-
freiem H,0O eluiert und bei -70°C gelagert. Fir ein detailliertes Protokoll siehe:

http://www.qgiagen.com/products/rnastabilizationpurification/rneasysystem/rneasymini.aspx#Tabs=t2

3.4.1.2 Isolierung von RNA aus Lymphknoten

Kits: RNeasy Mini Kit
RNase-free DNase Set

Material: 3-Mercaptoethanol

Durchfihrung: Die Lymphknoten wurden in 350pl RLT-Puffer (+1% R-Mercaptoethanol)
aufgenommen und mit Hilfe der Schwingmuhle homogenisiert (siehe 3.3.3.6). AnschlieRend
wurden die Zelltrimmer aus dem Homogenat bei 21.000xg fur 5min pelletiert (Eppendorf
cetrifuge 5417R). Der Uberstand wurde mit 350ul 70% Ethanol versetzt und auf die spin-
Séule geladen. Es folgte der enzymatische Abbau residualer DNA durch Zugabe von 80pl
DNase und Inkubation fir 15min bei 20-22°C. Nach zweimaligem Waschen konnte die RNA
in 30yl RNase-freiem H,O eluiert werden. Die Durchfilhrung erfolgte nach dem
Herstellerprotokoll:

http://www.qgiagen.com/products/rnastabilizationpurification/rneasysystem/rneasymini.aspx#Tabs=t2

3.4.2 Quantitative Reverse Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion
(RT-gPCR)

Fur die Transkriptquantifizierung synthetisiert zunéchst eine RNA-abhédngige DNA-
Polymerase (Reverse Transkriptase; RT), aus der im Ansatz enthaltenen RNA einen
komplementaren DNA-Strang (cDNA). Dieser dient als Matrize fir die anschlielende
guantitative PCR (siehe 3.3.13) mit sequenzspezifischen TagMan-Sonden (siehe Tab. 2.4).
Die verwendeten TagMan-Sonden sind am 5"-Ende mit einem Fluoreszenz-Reporter und am
3’-Ende mit einem Quencher markiert. Bindet die Sonde sequenzspezifisch an die sSDNA-
Matrize wird die Sonde durch die 5 —3"-Exonukleasefunktion der Polymerase abgebaut.
Durch die rAumliche Trennung von Reporter und Quencher emittiert der Reporter nun
Fluoreszenz, da diese nicht mehr von Quencher unterdrickt wird. Der Anstieg der
Fluoreszenzintensitéat ist direkt proportional zum gebildeten PCR-Produkt.

Alle Quantifizierungen wurden mit dem 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems)
unter Verwendung des OneStep RT-PCR Kits (QIAGEN, Hilden) durchgefiihrt. Dieses Kit
beinhaltet sowohl die RT als auch die DNA-Polymerase und ermdglicht cDNA-Synthese und


http://www.qiagen.com/products/rnastabilizationpurification/rneasysystem/rneasymini.aspx#Tabs=t2
http://www.qiagen.com/products/rnastabilizationpurification/rneasysystem/rneasymini.aspx#Tabs=t2
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real time PCR in einem Reaktionsansatz. Hierbei erfolgt zunéchst die Reverse Transkription
bei 50°C. Bei dieser Temperatur ist die DNA-Polymerase zunachst inaktiv. Erst durch einen
Inititalisierungsschritt (95°C) wird die Polymerase aktiviert, wahrend gleichzeitig die Reverse
Transkriptase denaturiert.

Um eine absolute Quantifizierung zu ermdglichen wurden als externe Standards in vitro
Transkripte mit einer Teilchenanzahl von 10° bis 10 pro Ansatz eingesetzt (Kurz et al., 1999;
Simon et al., 2006). In Tab 2.10 und 2.11 sind der Pipettieransatz der RT-gPCR sowie das
verwendete Temperaturprofil aufgefthrt.

Tab. 2.10 Pipettierschema der RT-gPCR

Komponente Volumen Endkonzentration
5x OneStep RT-PCR-Puffer 5ul 1x; 2,5mM MgCl,
dNTP Mix (10mM je dNTP) 1,67ul 0,67mM
Primer-for/-rev (10uM) 1,5ul 0,6uM

Sonde (10uM) 0,66ul 0,264uM
OneStep RT-PCR Enyzm Mix 1l

ROX (10uM) 0,33ul 0,132uM

MgCl; (25mM) 1,5ul 1,5mM

RNA < 1lug

Rnase-freies Wasser ad 25pl

Endvolumen 25pl

Tab. 2.11 Temperaturprofil fir die RT-qPCR:

Zeit Temperatur
Reverse Transkription 30min 50°C

Denaturierung der Reversen

15min 95°C Transkriptase; Aktivierung der
HotStar Taq Polymerase

Initialer PCR
Aktivierungsschritt

2-Schritt Cycling

Denaturierung 15sec 94°C

Annealing/Extension 60sec 58°C Daten Akquisition
Zyklenzahl 45
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3.5 Biochemische Methoden

3.5.1 Gesamtproteinextraktion aus infizierten Zellen

Puffer: Lysepuffer zur Gesamtproteinextraktion
HEPES pH 7,7 20mM Iml (1M)
NacCl 200mM 2ml (5M)
MgCl, 1,5mM 75ul (1M)
EDTA 0,4mM 40ul (0,5M)
Triton X-100 1% 5ml (10%)

Lagerung bei 4°C
Puffer: Proteinaseinhibitor (P1 Complete, Roche, Mannheim)
DTT (1M; Endkonzentration: 0,5mM)

Durchfiihrung: Zum Analysezeitpunkt wurden die Zellen zweimalig mit PBS gewaschen,
anschlie3end mit einem Zellschaber von der Kulturschale geldst und in dem residualen PBS
in ein 1,5ml Reaktionsgefal3 Uberfihrt. Die Zellen wurden pelletiert (1.000xg, 5min, 4°C,
Eppendorf cetrifuge 5417R), der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 200ul Lysepuffer
(+PI (1:250), +1M DTT (1:2.000)) aufgenommen. Nach einer 10-minttigen Inkubation auf
Eis, wurde die Probe zur Abtrennung von Zelltrimmern zentrifugiert (21.000xg, 10min, 4°C,
Eppendorf cetrifuge 5417R). Die Gesamtproteine befanden sich im Uberstand, welcher
abgenommen und bis zur Bestimmung der Gesamtproteinmenge mittels BCA-Test (siehe
3.5.2) bei -20°C gelagert wurde.

3.5.2 Proteinquantifizierung

Die Proteinmenge in Zelllysaten wurde mittels BCA-Test photometrisch bestimmt. Das
Prinzip des BCA-Testes beruht auf der Reduktion von Cu®* zu Cu* (Biuret Reaktion), welche
von Cystein, Trytophan, Tyrosin oder der Peptidbindung katalysiert wird. Bicinchonin-Séaure
(BCA) bildet unter alkalischen Bedingungen mit Cu® einen lila-blauen Komplex, der bei
562nm photometrisch nachgewiesen wird. Die gemessene Absorption ist linear zu der in der
Probe enthaltenen Proteinmenge in einem Messbereich zwischen 20pg/ml bis 2mg/mi
Gesamtprotein. Zur Erstellung einer Eichgrade wird bei jeder Messung ein BSA-Standard
mitgefuhrt.

Kit: BCA Protein Assay Kit

Durchfihrung: Wie von der Firma angegeben, wurden die Testreagenzien verdiinnt und die
BSA-Standardreihe titriert. Fur die Messung der Proben wurden jeweils 200ul des BCA-
Reagenzes in Duplikaten auf eine 96-Well-Platten pipettiert und anschiel3end 50ul Zelllysat
hinzugefiigt. Nach einer 30-minitigen Inkubation bei 37°C erfolgte die photometrische
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Messung (Multiskan MS, Thermo Scientific, Bonn). Die in der Probe enthaltene
Proteinmenge konnte anhand der Eichgrade berechnet werden. Fir ein detailliertes Protokoll
siehe: http://www.piercenet.com/instructions/2161296.pdf

3.5.3 SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese dient der Auftrennung von Proteinen anhand ihrer
Molekularmasse. Das zur Probe gegebene Detergenz SDS komplexiert mit den Proteinen
und Uberlagert die Eigenladung der Proteine, so dass eine negative Nettoladung verbleibt,
die eine GroRRenauftrennung im elektrischen Feld erméglicht.

Puffer: 5x SDS PAGE Proben Puffer (Laemmli-Puffer)
Tris/HCI pH 6,8 0,225M 2,25ml 1M Tris
Glycerol 50% 5ml (100%)
SDS 5% 2,5ml 20% SDS
Bromphenolblau 0,05% 5mg
Dithiothreitol 0,25M 2,5ml 1M

4x Trenngelpuffer

SDS 0,4% 20ml 10% SDS
Tris/HCI pH 8,8 1,5M 90,99

4x Sammelgelpuffer
SDS 0,4% 20ml 10% SDS

Tris/HCI pH 6,8 1,25M 30,289

5x Elektrodenpuffer

SDS 0,5% 100ml 10% SDS
Glycin 960mM 144,13¢g
Tris/HCI pH 8,3 125mM 30,299

Material: PageRulerTM Prestained Protein Ladder

Durchfihrung: Fur die elektrophoretische Auftrennung wurden 50ug Gesamtprotein
eingesetzt. Das bendtigte Volumen des Zelllysates (siehe 3.5.1./2.) wurde entnommen, mit
1/5 Probenvolumen Laemmli-Puffer versetzt und fur 5min bei 95°C aufgekocht. Um spater
die GroRRen der Proteinbanden bestimmen zu kdnnen, wurde zusétzlich ein Proteinstandard
mitgefuhrt. Die Auftrennung der Proben erfolgte in einem polymerisierten Acrylamidgel der
folgenden Zusammensetzung:



http://www.piercenet.com/instructions/2161296.pdf
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Tab. 2.12 Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel

Sammelgel (4%) Trenngel (12,5%)
Acrylamidlésung (30%) 1,5ml 7,2ml
4x Sammelgelpuffer 2,82ml -
4x Trenngelpuffer - 4,5ml
Aqua bidest. 6,93ml 6,3ml
APS (10%) 130l 130l
TEMED 20ul 20ul

Die gegossenen Gele wurden in der Elektrophoresekammer fixiert und die Kammer mit
1xElektrodenpuffer gefiillt. Nach dem Auftragen der Proben wurde eine Spannung von 100V
angelegt. Nachdem die Proben in das Trenngel eingelaufen waren, wurde die Spannung auf
150V erhoht. Die Elektrophorese wurde beendet, nachdem das Bromphenolblau des
Probenpuffers aus dem Gel heraus gelaufen war. Das Sammelgel wurde abgetrennt und das
Trenngel konnte fur den Western Blot verwendet werden (siehe 3.5.4.).

3.5.4 Western Blot

Nach dem Transfer der elektrophoretisch-aufgetrennten  Proteine auf eine
Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran und der spezifischen Antikdrperbindung kann das
Protein Uber Chemilumineszenz nachgewiesen werden. Die an den Sekundér-Ak gekoppelte
Meerrettichperoxidase (HRP) oxidiert Luminol in Gegenwart von H,;0,. Ein
Oxidationszwischenprodukt des Luminols emittiert Licht bei 430nm, das auf einem
Autoradiographiefilm detektiert werden kann.

Kit: ECL Plus Western Blotting Detection System
Puffer: Transferpuffer (nach Bjerrum-Schafer-Nielsen)
Glycin 39mM 1,469
Ethanol 20% 100ml
SDS 1,3mM 1,9ml aus 10%
Tris/HCI (pH 8,4) 48mM 2,91¢g
mit H2Ogemin ad 500ml
10x PBS
NaCl 1,37mM 80g
KCI 26,8mM 29
Na,HPO,(2H;0) 78,1mM 149
KH,PO, 14,7mM 29

Blockierpuffer
Magermilchpulver 5% 50g




3 Methoden

Triton X-100 0,1% Iml
mit PBS ad 1000ml
Waschpuffer |
Magermilchpulver 1% 10g
Triton X-100 0,1% Iml
mit PBS ad 1000ml
Waschpuffer Il
Triton X-100 0,1% Iml
mit PBS ad 1000ml
Material: Autoradiographiefilm (Lumi-Film Chemiluminiscent Detection Film)

PVDF-Membran
Whatman-Papier

Durchfiihrung: Die elektrophoretisch-aufgetrennten Proteine wurden aus dem SDS-Gel
mittels semi-dry Verfahren auf eine PVDF-Membran transferiert. Zunachst wurden vier
Whatman-Papiere auf die GroRe des Gels zugeschnitten (5,5x16,5cm) und mit
Transferpuffer getrankt. Nach der Aktivierung der PVDF-Membran fir 1min in Methanol
(100%), wurde diese mit Aqua bidest. gespiilt und anschlie3end in Transferpuffer gelagert. In
der Blotkammer wurden zuné&chst zwei Whatman-Papiere und die aktivierte PVYDF-Membran
platziert. Das SDS-Gel wurde luftblasenfrei auf die Membran gelegt und mit zwei Whatman-
Papieren bedeckt. Der Transfer erfolgte bei 0,8mA/cm? fiir 90min. Der Proteintransfer auf die
PVDF-Membran konnte anhand der Ubertragung des gefarbten Langenstandards tiberprift
werden. Anschlielend wurde die Membran fur 1h unter Schitteln in Blockierlésung inkubiert.
Der Primar-Antikorper wurde in 5-7ml Waschpuffer verdiinnt und mit der Membran UN unter
Schitteln bei 4°C inkubiert. Am folgenden Tag wurde die Membran 5x10min mit
Waschlésung | gewaschen und anschlieRend mit dem HRP-markierten Sekundar- Antikorper
(1:10.000) far 1h inkubiert. Nachdem die Membran 5x10min mit Waschlésung Il gewaschen
wurde, konnte der Nachweis der Proteine erfolgen.

Hierfur wurde die PVDF-Membran mit 2ml der frisch angesetzten Detektionslésung gespult
und anschlieBend zwischen zwei Klarsichtfolien in eine Filmkassette Gberfuhrt. Im Fotolabor
wurde ein Autoradiographiefiim auf die Membran gelegt und nach unterschiedlicher
Expositionszeit entwickelt. Zur GrdlRenzuordnung der Proteinbanden wurde der
Proteinstandard auf dem entwickeltem Film markiert.

3.6 Tierexperimentelle Methoden

3.6.1 Immunsuppression

Mé&use wurden in einer Kleintierbestrahlungsanlage (Buchler, Braunschweig) mit zwei **’Cs-
Quellen mit einer Dosis von 6,5Gy sublethal bestrahlt. Die Bestrahlung der Versuchstiere
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induziert die Aplasie des Knochenmarks durch Ausléschung der hdmatopoetischen Stamm-
und Progenitorzellen (Mutter et al., 1988).

3.6.2 Intraplantare Infektion

Die intraplantare mCMV-Infektion erfolgte mit 1x10°> PFU eines gereinigten Virusstocks in
25ul PBS. Die verwendete Virussuspension wurde immer auf Eis gelagert und mit Hilfe einer
1ml Spritze und Kanulen (0,4x19mm) in die linke Hinterpfote injiziert.

Bei immunsupprimierten Tieren ist nach 7 Tagen eine deutliche Hamorrhagie und lokale
Schwellung der Hinterpfote sichtbar. Bei immunkompetenten Tieren ist die Schwellung
deutlich geringer.

3.6.3 Organentnahme und Probenkonservierung
Medium: MEM (10%FCS)

Die Versuchstiere wurden mit CO, betaubt und durch zervikale Dislokation getdtet. Nach
Desinfektion mit 70% Ethanol wurde der Bauchraum erdffnet und Lunge, Milz, Leber und
Speicheldrisen entnommen. Die Organe wurden in Einfrierrdhrchen dberfihrt, auf Eis
gekuhlt und anschliel3end bei -70°C gelagert. Wurden die Organe zur Virustiterbestimmung
verwendet (siehe 3.2.2.2) erfolgte die Lagerung in MEM.

3.6.4 Experimentelle Knochenmarktransplantation und mCMV-Infektion

3.6.4.1 Isolierung von Knochenmarkzellen

Puffer: PBS
PBS+2% FCS (v/v)

Durchfihrung: Als Knochenmarkzellen (KMZ)-Spender wurden weibliche BALB/c-Mause
verwendet, die nach Betdaubung mit CO, durch zervikale Dislokation getdtet wurden. Nach
Desinfektion mit 70% (v/v) Ethanol wurde das Fell der Hinterbeine entfernt und der Femur
aus der Huftgelenkpfanne getrennt. Femur und Tibia wurden freiprapariert und in PBS+2%
FCS gelagert, um ein Austrocknen zu verhindern. Zum Spilen der Knochenmarkhdhle
wurden die Epiphysen abgetrennt, das Knochenmark mit Hilfe einer Kantle (0,4x12mm) mit
PBS+2% FCS herausgespult und in einem 50ml Reaktionsgefald gesammelt. Die Zellen
wurden dreimal mit PBS gewaschen (Zentrifugation: 300xg, 10min, Megafuge 2.0; Rotor:
8160) und anschlieRend tber ein Zellnylonsieb (100um) filtriert. Nach der Zellz&hlung wurde
die Zellzahl auf 10" KMZ/ml mit PBS eingestellt. Ein detailliertes Protokoll wurde von Podlech
et al. (2002) veroffentlicht.
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3.6.4.2 Immunsuppression, Transfer von Knochenmarkzellen und
Infektion

Die Immunsuppression der Rezipienten erfolgte durch Bestrahlung mit einer Dosis von
6,5Gy. Die KMZ wurden 3-4 h nach der Bestrahlung in einer Konzentration von 5x10°
KMZ/500ul PBS intravends (i.v.) in die Schwanzvene appliziert. Die intraplantare mCMV-
Infektion erfolgte direkt nach Gabe der KMZ (siehe 3.6.2.).

3.6.5 In vivo-Depletion von CD8 T-Zellen und NK Zellen

Um den Einfluss der Natirliche Killer (NK)- und CD8 T-Zellen auf die immunologische
Kontrolle der mCMV-Infektion zu analysieren, wurden diese in vivo mit einem spezifischen
Antikdrper depletiert. Hierbei bindet der Antikérper sein Zielantigen und induziert eine
Antikdrper-abhéngige zellulare Zytotoxizitdt oder Komplement-vermittelt Zytolyse der
Zielzellen. Um eine residuale Aktivitdt der depletierten Zellpopulation auf die Kontrolle der
Infektion auszuschliel3en, erfolgte die Depletion 24h vor einer Infektion.

Der Vorteil einer spezifischen in vivo-Depletion von Zellpolupationen im Vergleich zu
knockout-Méausen, mit einer genetischen Defizienz in der entsprechenden Zellpolulation,
beruht darauf, dass die immunologische Reifung in Anwesenheit aller Zellpopulationen
erfolgt. Die Depletion kann dann zu einem definierten Zeitpunkt durchgefuhrt werden.

Antikérper:  anti-asialo GM1 Antiserum (WAKO Chemicals GmbH, Japan)
anti-CD8 ascites-Ak (Stipan Jonjic, Kroatien)

Durchfiihrung: Den Versuchstieren wurden 24h vor der Infektion 25ul anti-asialo GM1
Antiserum/500pl PBS bzw. 1mg/500ul PBS monoklonaler anti-CD8-AK (Stipan Jonjic,
Kroatien) i.v. injiziert. Die Depletionseffizienz sollte durch zytofluorometrische Analyse
kontrolliert werden.

3.6.6 Adoptiver Transfer

Der adoptive Transfer (AT) in vitro generierter, peptidspezifischer T-Zellinie (CTLL)
ermoglicht die Analyse des protektive Potenzial dieser Zellen in immunsupprimierten,
mCMV-infizierten Rezipienten in Abwesenheit anderer potenziell protektiver Immunzellen.

Durchfiihrung: Die peptid-spezifische CTLL wurde wie unter 3.7.3 beschrieben generiert und
kultiviert. Am Tag des AT wurde die CTLL geerntet und dreimalig mit PBS gewaschen (5min
bei 423xg). Nach Bestimmung der Zellzahl mit Trypanblau (siehe 3.1.3) wurde die bendtigte
Zellkonzentration eingestellt. In mit 6,5Gy immunsupprimierte BALB/c-M&use wurden 0,5ml
der Zelllbsung i.v. injiziert, gefolgt von der intraplantaren mCMV-Infektion mit 1x10° PFU.
Neun Tage nach dem AT erfolgte die sterile Entnahme der Organe zur Quantifizierung der
Virustiter in den mCMV-Zielorganen mittels Plaque-Assay.
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3.7 Immunologische Methoden

3.7.1 Gewinnung von Lymphozyten aus Organen

Die Einzelzellsuspension der Organe wurde fiir die zytofluorometrische Zellcharakterisierung
(siehe 3.8.2) oder die immunomagnetische Isolierung von CD8 T-Zellen (siehe 3.7.2.)
verwendet.

3.7.1.1 Aufarbeitung von Milzen oder Lymphknoten

Medium: PBS
RPMI (5%FCS)

Material: TURKs-L6ésung

Durchfiihrung: Nach der Organentnahme wurden die Milzen oder Lymphknoten in RPMI
gelagert und zur Herstellung einer Einzelzellsuspension mit dem Stempel einer 2ml Spritze
Uber ein Metallsieb homogenisiert. Die Zellsuspension wurde in 20ml RPMI aufgenommen
und abzentrifugiert (550xg, 5min). Das Zellpellet wurde in 5ml PBS resuspendiert und tber
ein 40um Zellsieb filtriert. AnschlieRend wurde die Zellzahl mit TURKs-Lésung bestimmt.

3.7.1.2 Aufarbeitung von Lungen

Material: PBS/Heparin
Heparin (25000 IE/ml) 50U/ml Iml
in 500ml PBS

TURKs-L6ésung
Medium: DMEM (10% FCS)

LSM1077 Lymphocyte Separation Medium (Ficoll)

RPMI (5% FCS)
Enzyme: DNase (Stock 3mg/ml, Endkonzentration: 0,05mg/ml)

Kollagenase A (Stock 25mg/ml, Endkonzentration: 1,7mg/ml)

Durchfiihrung: Der Bauchraum der mit CO, betdubten Mause wurde erdffnet und die Vena
cava inferior inzisiert. Durch Herzpunktion wurde die Lunge mit 5-10ml PBS/Heparin gespllt,
anschlieBend entnommen und in DMEM gelagert. Nach der Entfernung von hilaren
Lymphknoten, Trachea und Hauptbronchien wurde das Lungengewebe von bis zu 4 Lungen
pro Ansatz mit einer Schere zerkleinert und in einen Erlenmeyerkolben tberfiihrt. Es folgte
ein enzymatischer Aufschluss in 15ml DMEM unter Zusatz von 300ul DNase | und 1ml
Kollagenase A unter Riuhren fir 60min bei 37°C. Die Zellsuspension wurde danach ber ein
Metallsieb gegeben, mit dem Stempel einer 2ml Spritze homogenisiert und anschliel3end in
einem 50ml Rohrchen abzentrifugiert (550xg, 7min). Der Uberstand wurde in ein 50ml
Rohrchen Uberfihrt und erneut zentrifugiert (550xg, 7min). Das Zellpellet wurde in 50ml
DMEM resuspendiert und wieder abzentrifugiert (550xg, 7min). AnschlielRend wurden beide
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Pellets in 16ml RPMI vereint und tber ein 100um Zellsieb filtriert. Es wurden 4ml Ficoll in ein
15ml Rohrchen vorgelegt, mit 8ml der Zellsuspension tberschichtet und ohne Bremse fir
30min bei 779xg zentrifugiert. Hierbei reicherten sich mononukledre Zellen in der Phase
zwischen Medium und Ficoll an, wahrend Erythrozyten, Granulozyten und Zelltrimmer
pelletiert werden. Die lymphozytenreiche Bande wurde mit einer Pasteurpipette
abgenommen, sofort mit 15ml RPMI gewaschen und die Zellzahl wurde mit TURKs Losung
bestimmt.

3.7.2 Immunomagnetische Anreicherung von CD8 T-Zellen

Die immunomagnetische Zellseparation erfolgte mit Hilfe monoklonaler AntikGrper an deren
Fc-Teil paramagnetische Beads gekoppelt sind. Die Einzelzellsuspension lymphatischer
Organe wurde mit den markierten Antikérpern inkubiert, die ihr Zielantigen binden.
AnschlieRend erfolgte die Auftragung der Zellsuspension auf eine ferromagnetische Saule,
die einem starken Magentfeld ausgesetzt wurde. Die magentisch-markierten Zielzellen
wurden in der Saule zuriickgehalten, wahrend nicht-markierte Zellen von der Saule
gewaschen wurden. Abschlieend konnten die Zielzellen auRerhalb des Magnetfeldes eluiert
werden (Miltenyi et al., 1990).

Mittels immunomagnetischer Zellseparation wurden CD8 T-Zellen aus Milz- oder
Lungenzellsuspensionen isoliert und konnten anschliel3end als Effektoren im ELISpot-Assay
eingesetzt werden (siehe 3.8.1).

Material: LS MACS Separation Columns
Medium: MEMalpha (5% FCS)
Microbeads: anti-Maus CD8 (Ly2) Microbeads

Puffer: PBS
5XMACS-Puffer
EDTA Nayx2H,0 10mMm 1,869
BSA 2,5% (W) 12,5g

ad 500m| PBS

Losung steril filtrieren, 1XMACS Puffer mit PBS ansetzen

Durchfiihrung: Fir die Anreicherung wurden 10° Zellen (siehe 3.7.1) mit 90ul MACS-Puffer
und 10pl Microbeads versetzt. Handelte es sich um Lungenzellsuspensionsionen wurden 10’
Zellen 20pl Microbeads zugesetzt. Die Zellen wurden fir 15min bei 4°C inkubiert und
anschlieend zur Entfernung von ungebundenen Microbeads mit 50ml MACS-Puffer
gewaschen (300xg, 10min). Das Pellet wurde in 500ul MACS-Puffer pro 1x10® Zellen
aufgenommen und auf die mit 3ml MACS-Puffer aquilibrierte LS-S&aule, mit einer Kapazitat
von maximal 2x10° Zellen, gegeben. Nach dreimaligem Waschen der S&ule mit je 3ml
MACS-Puffer, erfolgte die Elution der Zielzellen in 5ml MACS-Puffer. Die Zellen wurden
erneut Gber eine zweite LS-Saule gegeben, um den Reinheitsgrad zu erhéhen. AnschlieRend
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wurden die eluierten Zellen mit MEMalpha gewaschen (550xg, 5min) und in 1ml MEMalpha
resuspendiert. Nach der Zellzahlung in Trypanblau konnten die isolierten CD8 T-Zellen als
Effektoren im ELISpot-Assay (siehe 3.8.1) eingesetzt werden.

3.7.3 Anlage und Restimulation von zytotoxischen T-Zellen

Polyklonale, zytolytische CD8 T-Lymphozyten-Linien (CTLLsS) wurden aus Milzzellen
infizierter Mause (>12 Wochen p.i.) durch wiederholte Restimulation mit Peptid-beladenen
APC in IL-2-haltigem Medium gewonnen. Unter diesen Kultivierungsbedingungen reifen
Peptid-spezifische Memory CD8 T-Zellen zu T-Zellen mit typischen Effektorfunktionen wie
IFNy-Sekretion und zytolytische Aktivitat. Eine zytofluorometrische Phanotypisierung zeigte,
dass die kultivierten CTLLs einen Effektor-Memory Phanotyp exprimieren (Ebert et al.,
2012).

Medium: MEMalpha (10%FCS)
MEMalpha (10%FCS+100U rhiL-2/ml)
Erythrozytenlysepuffer

Material: antigene Peptide (siehe 2.4)

Durchfihrung: Aus 3 Milzen latent infizierter BALB/c-M&ause wurde eine Einzelzellsuspension
hergestellt (siehe 3.7.1.1). Nach einer Erythrozytenlyse (2ml Erythrozytenlysepuffer/Milz)
wurden die Milzzellen mit 30ml MEMalpha gewaschen. Die Zellen wurden auf eine Zellzahl
von 1,5x107 Zellen/1,5ml MEMalpha ohne IL-2 eingestellt, in eine 24-Well-Platte ausgesét
und das antigene Peptid wurde in einer Endkonzentration von 10°M zugesetzt. Nach 4
Tagen wurden 0,5 ml/Well IL-2 haltiges MEMalpha supplementiert (entspricht: 50 U IL-2 pro
Well). Abhéngig von der erreichten Zelldichte wurden die Kulturen 1-2 Mal pro Woche
gesplittet, wobei das Kulturmedium mit IL-2 (100U pro Kultur) versetzt war.

Eine Woche nach Anlage der Kultur erfolgte eine erste Restimulation. Die ersten beiden
Restimulationen erfolgten wochentlich, alle spateren vierzehntagig. Fir die Restimulation der
CTLL wurden peptidbeladene Milzzellen als Stimulatorzellen verwendet. Dazu wurden die
Milzzellen nach Erythrozytenlyse in MEMalpha aufgenommen und anschlieBend mit 30Gy
bestrahlt. Die bestrahlten Milzzellen wurden mit MEMalpha +II-2 auf eine Zellzahl von
5x10°/Well/ml  eingestellt und anschlieRend mit synthetischem Peptid (10°M
Endkonzentration) beladen. Die CTLL wurde in ihrem ,alten* Kulturmedium auf 5x10°
Zellen/Well eingestellt und mit jeweils 1ml der peptidbeladenen APC supplementiert. Die
CTLL konnte nach der 3. Stimulation als Effektorzellen im ELISpot-Assay (siehe 3.8.1)
eingesetzt werden.
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3.8 Methoden zur ex vivo Analyse Epitop-spezifischer
CD8 T-Zellen

3.8.1 ELISpot (Enzyme-Linked Immunospot)-Assay

Der ELlspot-Assay ermdglicht die Quantifizierung von Zytokin-sezernierenden Zellen auf
Einzelzellebene. Hierbei bindet das Zytokin an einen immobilisierten Antikdrper und wird
anschlielend Uber einen weiteren Antigen-spezifischen, Enzym-gekoppelten Detektions-
antikorper nachgewiesen (Czerkinsky et al., 1983).

Fir den ELISpot-Assay wird eine Mikrotitterplatte mit dem Primar-Antikdrper (anti-IFNy)
beschichtet. Durch Co-Kultivierung von Effektoren und APC erfolgt die Aktivierung der
Effektorzellen, die daraufhin IFNy-sezernieren. IFNy bindet an den Primar-Antikérper und
kann anschlielend detektiert werden. Die Visualisierung erfolgt Uber einen IFNy-
spezifischen, biotinylierten Sekundar-Antikorper, Strepatividin-Alkalische Phosphatase und
ein Chromogen. Das Chromogen wird enzymatisch abgebaut und bildet ein blaues,
unlosliches Préazipitat. Da ein Spot von einer Zytokin-produzierenden Zelle ausgeht,
ermoglicht dies die Bestimmung der Effektorzellzahl in einer Lymphozytenpopulation.

Der ELISpot-Assay wurde eingesetzt um Frequenzen virus-spezifischer CD8 T-Zellen nach
Infektion mit mCMV-WT.BAC, mCMV-m152.IE+E oder mCMV-Am152 zu vergleichen oder
um die CD8 T-Zellaktivierung nach Co-Kultivierung mit APC infiziert mit mCMV-WT.BAC,
MCMV-m152.IE+E oder mCMV-Am152 zu analysieren.

Antikdrper:  Primar Antikorper: anti-Maus IFNy, Endkonzentration: 5pug/ml in PBS
Sekundar-Antikorper: anti-Maus [IFN-y Biotin-gekoppelt, Endkonzentration:
1lpg/plin PBS+0,5% BSA

Enzym: Streptavidin-ALP, 1:1000 in PBS
Material: 35% Ethanol (v/v)

MultiScreenyrs Platte
BCIP/NBTplus

Medium: MEMalpha (7,5% oder 10% FCS)

Puffer: PBS
PBS+0,01% Tween20 (v/v)

Durchfiihrung: Die MultiScreenyrs Platte wurde fir 1min mit 20ul frisch angesetztem,
35%igem Ethanol (v/v) aktiviert und anschliel3end dreimal mit 200ul PBS gewaschen. Fur die
Antikdrperbeschichtung wurde in jedes Well 55ul Primar-Antikdrper (5pg/ml in PBS) pipettiert
und UN bei 4°C inkubiert. Am folgenden Tag wurde uberschissiger, ungebundener
Antikorper zweimal mit 200ul Aqua bidest./Well ausgewaschen. Um unspezifische
Bindungen zu blockieren wurden 200ul MEMalpha (10% FCS)/Well auspipettiert und diese
fur 2h im Brutschrank inkubiert.
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ELISpot-Assay mit exogen beladenen APC: P815 (Haplotyp H-2%) oder EL-4 (Haplotyp H-2°)
Suspensionszellen (2x10° Zellen/ml) wurden mit synthetischem Peptid (10°M) exogen

beladen. Nach einstiindiger Inkubation bei 20-22°C, wurden 50ul der beladenen APC
(entspricht 1x10° Zellen) in jedes Well der ELISpot-Platte iiberfiihrt. Als Effektoren kamen
CD8 T-Zellen aus Milz, Lunge oder Lymphknoten infizierter Mduse zum Einsatz, die zuvor
immunomagnetisch isoliert worden sind (siehe 3.7.2). Die Effektoren wurden nach der
Isolation in Medium aufgenommen und in titrierten Konzentrationen im Bereich von 5x10° bis
1x10°%/100pl Medium/Well als Triplikate in die ELIspot-Platte ausgesat.

ELISpot-Assay mit mCMV-infizierten APC: Konfluente MEF wurden auf 100mm
Zellkulturschalen zentrifugal mit 0,2 PFU infiziert (siehe 3.2.3) und anschlieRend fir 1h im

Brutschrank inkubiert. Die infizierten Zellen wurden trypsiniert, zweimal mit MEMalpha (7,5%
FCS) gewaschen, und anschlieRend 10°Zellen/50ul Medium/Well ausgesat. Als Effektoren
wurden CD8 T-Zellen immunomagnetisch aus Milzen akut oder latent WT.BAC-infizierter
Méause isoliert (siehe 3.7.2) und im Bereich von 1x10° bis 5x10%100ul Medium/Well
eingesetzt. Alternativ konnten CTLLs als Effektoren verwendet werden, die in einem Bereich
von 50-400 Zellen/100ul Medium/Well titriert wurden.

Nach Vorbereitung der Effektoren und APC wurde das Blockiermedium von der Platte
abgenommen und die Zellen wie beschrieben ausgeséat und fur 18h im Brutschrank co-
kultiviert. Nach zehnmaligem Waschen mit 200ul PBS (0,01% Tween20)/Well wurde in jedes
Well 55ul des Biotin-gelabelten Sekundar-Antikorpers (1pg/ml in PBS mit 0,5% BSA)
pipettiert und die Platte fir 2h im Brutschrank inkubiert. Ungebundener Antikdrper konnte
durch sechsmaliges Waschen mit 200ul PBS (0,01% Tween20)/Well entfernt werden.
AnschlieRend wurden 100ul Streptavidin-Alkalische Phosphatase (1:1000 in PBS)/Well auf
die Platte pipettiert und fir 45min bei 20-22°C inkubiert. Die Platte wurde dreimal mit 200ul
PBS (0,01% Tween20)/Well und anschlieRend dreimal mit 200ul PBS/Well gewaschen. Die
Visualisierung der Spots erfolgte durch Zugabe von 100yl filtriertem BCIP/NBTplus/Well fur
20-30min bei 20-22°C. Nach der Entwicklung wurde die Platte grindlich mit Leitungswasser
gespult und getrocknet. Die Spots wurden am Mikroskop (Olympus SZX 12) mit 10-facher
VergrofRerung gezahlt.

Die Bestimmung der Frequenzen IFNy-sezernierender Zellen wurde mittels
Regressionsanalyse durchgefihrt. Dabei bildet die Effektorzellzahl die unabhangige Variable
x (Abszisse) und die Spotfrequenzen der Triplikate die abhangige Variable y (Ordinate). Da
nur eine unabhéngige Variable vorhanden ist ergibt sich eine lineare Einfachregression. Die
berechnete Grade ermdglicht die Ermittlung der most probable number (MPN) der
Spotfrequenzen. Die 95% Konfidenzintervalle bezeichnen den Bereich, der die ermittelte
Spotfrequenz mit einer Wahrscheinlichkeit von 95% beinhaltet. Die Berechnungen wurden
mit der Software Mathematica V8.0 Statistics ,Linear Regression“ (Wolfram Research Inc.,
Champaign, IL) durchgefihrt.
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3.8.2 Zytofluorometrische Analysen

Die Durchflusszytometrie dient der Analyse von Oberflachenantigenen oder intrazellularer
Proteinen auf Einzelzellebene und ermoglicht eine biochemische und funktionelle
Zellcharakterisierung. Hierfir wird zunachst eine Einzelzellpopulation mit Antigen-
spezifischen, Fluoreszenz-markierten Antikdrpern gefarbt. Im Durchflusszytometer passiert
die Einzelzellsuspension im laminaren Flussigkeitsstrom einen fokussierten Laserstrahl.
Beim Durchtritt der Zellen durch den Fokus des Lasers wird zun&chst die Lichtstreuung der
Zellen als Vorwartsstreulicht (Forward Scatter, FSC) und die Lichtstreuung in einem 90°
Winkel als Seitwartsstreulicht (Side Scatter, SSC) detektiert. Der FSC ermdgglicht hierbei eine
Abschatzung der ZellgroRe, wahrend der SSC die Granularitéat und Struktur der Zelle misst.
Zusatzlich werden die Fluorochrome der gebundenen Antikbrper angeregt und ihre
entsprechende Emission (ber hochsensitive Photomultiplier detektiert. Um  bei
Mehrfachfarbungen die verschiedenen Emissionsspekiren der verwendeten Fluorochrome
zu unterscheiden, werden in der optischen Messeinheit zusatzlich dichroitische Spiegel und
Bandpassfilter eingesetzt. Da sich die Emissionsspektren der Fluorochrome teilweise
Uberlappen, miissen die erhobenen Daten durch Kompensation korrigiert werden. Zusatzlich
kénnen bei der Analyse Zellpopulationen, die sich Gber mehrere Parameter definieren, tber
Gates verknuipft werden.

Fur diese Arbeit wurde das Durchflusszytometer FC500 von Beckman Coulter mit der
Geratesoftware CXP verwendet.

3.8.2.1 Farbung von Oberflachenmolekilen

Die Farbung von Oberflachenantigenen wurde verwendet um mCMV-spezifische CD8 T-
Zellen aus Milz oder Lunge mittels Peptid-gekoppelten MHC-Klasse-I-Dextrameren (siehe
2.1.7.3) zu identifizieren und anhand ihrer Oberflachenantigenexpression zu
charakterisieren.

Puffer: MACS-Puffer
PBS
Material: Antikorper (siehe 2.1.7.2)

Dextramere (siehe 2.1.7.3)

Durchfihrung: Lymphozyten wurden, wie unter 3.7.1 beschrieben, aus Milz oder Lunge
isoliert, wobei fiir die Oberflachenfarbung 2x10° Zellen pro Ansatz eingesetzt wurden. Um
Antigen-unspezifische Antikdrperbindungen zu reduzieren, wurden die Zellen zun&chst mit
2ul Fc-Block in 48ul MACS-Puffer fir 5min bei 20-22°C vorinkubiert. Nach einem
Waschschritt mit 1ml MACS-Puffer (300xg, 5min) wurden 10ul Dextramer (Immudex,
Kopenhagen) zu den Zellen gegeben und fir 10min bei 20-22°C inkubiert. Anschliel3end
wurden Antikdrper zur Oberflachenfarbung fiir die Phanotypisierung der mCMV-spezifischen
CD8 T-Zellen hinzugegeben und fur 20min bei 4°C inkubiert. Nach dem Waschen der Zellen
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mit 1ml MACS-Puffer (300xg, 5min) wurden diese in 500ul PBS-Puffer aufgenommen und fir
die zytofluorometrische Messung eingesetzt.

3.8.2.2 Farbung von intrazellularem IFNy

Durch Kultivierung von Milz- oder Lungenzellen mCMV-infizierter Mause mit synthetischem
Peptid werden die enthaltenen peptid-spezifische CD8 T-Zellen selektiv stimuliert und zur
IFNy-Produktion angeregt. Die Zugabe von Brefeldin A (GolgiPlug) verhindert die
Proteinsekretion, IFNy akkumuliert in der Zelle und kann nach intrazellularer Farbung mit
einem IFNy-spezifischen Antikdrper zytofluorometrisch nachgewiesen werden. Fir die
Farbung ist eine Fixierung und Permeabilisierung der Zellen notwendig. Eine
Oberflachenfarbung muss daher vor der Fixierung erfolgen.

Material: Antikorper (siehe 2.1.7.2)
Brefeldin A (GolgiPlug, BD Bioscience)
Cytofix/Cytoperm Plus Kit (BD Bioscience, Heidelberg)
MACS-Puffer
Peptide (siehe 2.5)

Medium: MEMalpha (10% FCS)

Durchfihrung: Aus mCMV-infizierten BALB/c-Mausen wurden Milzen oder Lungen
entnommen und wie unter 3.7.1 beschrieben aufgearbeitet. Anschlielend wurden jeweils
2x10° Zellen/130ul MEMalpha mit antigenem Peptid (10°M/ 20ul PBS, Endkonzentration:
10°M) co-kultiviert. Zusatzlich wurden 50pl GolgiPlug hinzu gegeben (Endverdiinnung:
1:1.000) und die Ansétze fur 5h bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden mit 1ml MACS-Puffer
gewaschen (300xg, 5min) und anschlieRend mit 2pl Fc-Block in 48ul MACS-Puffer fir 5min
bei 20-22°C inkubiert. Fir die anschlieRende Oberflachenfarbung (siehe 3.8.2.1) wurde ein
PE-Cy5-konjugierter, CD8a-spezifischer Antikérper hinzu gegeben. Nach dem Waschen der
Zellen mit 1ml MACS-Puffer (300xg, 5min), wurde das Zellpellet in 200ul Cytofix/Cytoperm
aufgenommen und fir 20min bei 4°C inkubiert. Es erfolgte ein Waschschritt mit 1ml
PermWash-Puffer (300xg, 5min), anschlielend wurde ein FITC-konjugierter, IFNy-
spezifischer Antikorper fur die intrazellulare Farbung hinzugegeben und fir 20min bei 4°C
inkubiert. Die Zellen wurden erneut mit 1ml PermWash-Puffer gewaschen und fir die
zytofluorometrische Messung in 700ul MACS-Puffer aufgenommen.

3.8.3 mCMV-Genom-weite Analyse der virus-spezifischen
Immunantwort

Fur die mCMV-ORF-Bibliothek wurde jeder von Rawlinson et al. (1996) vorhergesagter
MCMV-Open Reading Frame (ORF) in ein Expressionsplasmid kloniert (Munks et al.,
2006b). Die Bibliothek erméglichte erstmals ein mCMV-Genom-weite Screening nach viralen
antigenen Peptiden.
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Fur diese Analyse werden SV40-Fibroblasten mit jeweils einem der 170
Expressionsplasmiden transfiziert. In der Folge kommt es zur Proteinexpression und zur
Prozessierung und Prasentation von antigenen Peptiden. Wéahrend einer Co-Kultivierung der
APC mit Gesamt-Milzzellen aus mCMV-infzierten BALB/c-Mausen, erkennen Peptid-
spezifische CD8 T-Zellen ihr entsprechendes antigenes Peptid und werden aktiviert. Die
Aktivierung wird im Folgenden durch einen intrazellularen IFNy-Nachweis zytofluorometrisch

bestimmt.

Material: DNA-Platten (170 Expressionsplasmide; je 0,5ug Plasmid in 20ul PBS/Well)
Brefeldin A (GolgiPlug)
PolyFect
Erythrozyten-Lysepuffer

Medium: DMEM (10% FCS)

MEMalpha (10% FCS)
OptiMEM® I+GlutaMAX™ (ohne Zusatze)

Durchfiihrung: Die Durchfiihrung des mCMV-Genom-weiten ORF-Bibliotheken-Screenings
erfolgte nach dem bei Lemmermann et al. (2010b) veroffentlichten Protokoll.

Dazu wurden BALB/SV40-Fibroblasten in einer Zelldichte von 1,2x10* Zellen/Well DMEM in
einer 96-Well-Flachbodenplatte ausgeséat. Am nachsten Tag erfolgte die Transfektion der
Fibroblasten mit den 173 Expressionsplasmiden, wobei pro Well immer ein Plasmid
transfiziert wurde. Hierfur wurden 50ul OptiMEM/PolyFect-Gemisch (1ul PolyFect/0,5ug
DNA) auf die vorgefertigten DNA-Platten (0,5pug Plasmid-DNA/Well in 20pl PBS) gegeben
und far 15min bei 20-22°C inkubiert. Das Kulturmedium der BALB/SV40-Zellen wurde
abgenommen und durch 40ul OptiMEM ersetzt. Fir die Transfektion wurden anschlielRend
jeweils 30ul des DNA-PolyFect-Gemisches auf eine Fibroblasten-Kultur bertragen
(entspricht 0,25pg Plasmid-DNA/Well). Nach 3h Inkubation bei 37°C wurde das
Transfektionsmedium mit 100pl DMEM supplementiert und die Zellen bei 37°C fur 48h
kultiviert.

Zur Analyse wurden 6 Milzen mCMV-infizierter BALB/c-Mause, wie unter 3.7.1.1
beschrieben, aufgearbeitet. Nach der Erythrozytenlyse wurden die Zellen zweimal mit
MEMalpha gewaschen und auf eine Zellzahl von 10° Zellen/100pul eingestellt. Das
Kulturmedium der transfizierten Fibroblasten wurde abgenommen und durch 50ul MEMalpha
ersetzt. Anschlielend wurden 100pl Effektoren und 50pl Brefeldin A (Endkonzentration
1:1.000) auf jedes Well gegeben. Die Effektoren und APC wurden fir 1min bei 216xg
zentrifugiert, um einen optimalen Kontakt zwischen APC und Effektoren zu ermoglichen.
Nach 6-stindiger Inkubation bei 37°C erfolgte die spezifische Farbung der CD8a-
Oberflachenexpression sowie intrazellularem IFNy mit nachfolgender zytofluorometrische
Analyse (siehe 3.8.2.2).
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4.1 Generierung rekombinanter mCMV zur IE-Expression des
Immunevasins m152

Die MHC-l-assoziierte Préasentation viraler Antigene auf der Zelloberflache erméglicht die
Initiierung einer antiviralen CD8 T-Zellantwort. Alle Cytomegaloviren (CMV) kodieren daher
fur Regulatoren der Antigenprdsentation, sogenannte Immunevasine, um der effektiven
Immunkontrolle des Wirtes entgegen zu wirken. Im Modellsystem der murinen CMV
(mCMV)-Infektion retendiert das zentrale Immunevasin m152 Peptid-beladene MHC-I-
Molekule im ERGIC (Ziegler et al., 1997; Ziegler et al., 2000) und verhindert so die
spezifische Aktivierung antiviraler CD8 T-Zellen (Del Val et al., 1989; Del Val et al., 1992).
Da m152 allerdings erst in der Early (E)-Phase der Infektion exprimiert wird, kann dieses in
der Immediate Early (IE)-Phase nicht wirken. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte ein
rekombinantes mCMV generiert werden, das durch eine zusatzliche m152-Expression in der
IE-Phase die Prasentation viraler antigener Peptide verstarkt unterdriicken sollte.

Hierfur erfolgte zunachst die ektopische Insertion des m152-ORF unter Kontrolle des ie2-
Promotors der MIE-PEEP-Region mittels Zwei-Schritt-BAC-Mutagenese (siehe 3.3.15).
Grundlage dieser Mutagenese-Strategie ist die homologe Rekombination zwischen dem
mMCMV Ausgangs-BAC-Plasmid und einem Shuttle-Plasmid, welches sowohl das zu
inserierende Gen, als auch Sequenzhomologien zum gewiinschten Insertionsort bereitstellt.
Zunachst musste das Shuttle-Plasmid kloniert und in Bakterien transformiert werden, welche
bereits das mMCMV-BAC-Zielplasmid enthielten. Uber homologe Rekombination und
anschlielende Selektionsschritte erfolgte die Generierung des rekombinanten BAC-
Plasmids. Nach anschlieRender Rekonstitution und Passagierung der Virusrekombinanten in
Zellkultur verbleiben keine stdrenden Vektorsequenzen oder Selektionsmarker.

4.1.1 Generierung und Charakterisierung des Shuttle-Plasmids

Fur die Generierung des Shuttle-Plasmids pST76K_SR_AIE2m152 (Abb. 4.1B) wurde das
Zwischenkonstrukt pST76K_SR_iel/3-ie2 verwendet. Dieses Plasmid kodiert fiur ein
Kanamycin-Resistenzgen (KanR) und besitzt einen Temperatur-sensitiven Replikations-
ursprung, der eine Replikation nur bei 30°C erlaubt. Zudem tragt das Plasmid das Gen fir
die RecA-Rekombinase, welches die Mutagenese in RecA-negativen E.coli-Stdmmen wie
DH10B erlaubt sowie das SacB-Gen, welches fir das Exoenzym Levan-Saccharase kodiert
(Blomfield et al. 1991; Borst et al. 2004). Das Zwischenkonstrukt pST76K_SR_iel/3-ie2
enthalt zusatzlich die iel/ie3-ie2-Genregion, die aus dem Plasmid pUCAMB (Grzimek et al.,
2001) in den Ausgangsvektor pST76K_SR subkloniert wurde.
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Abb. 4.1: Darstellung der Klonierungsstrategie mit Plasmidkarte des Shuttle-Plasmids
pST76K_SR_AIE2m152. A) Karte des mCMV-Genoms mit detaillietem Ausschnitt der m152-
Genregion. Der m152-Promotor enthalt ein Interferon Regulatory Factor Element (IRFE). Neben dem
m152-ORF ist die 5’'und 3" Untranslated Region (UTR) eingezeichnet. Die Primer geben an, welcher
Sequenzbereich fir die Klonierung des Shuttle-Plasmids pST76K_SR_AIE2m152 amplifiziert wurde.
B) Dargestellt ist das fiur die Zwei-Schritt-BAC-Mutagenese bendtigte Shuttle-Plasmid
pST76K_SR_AIE2m152, welches die MIE-PEEP-Genregion mit m152-Gensequenz unter Kontrolle
des ie2-Promotors enthélt. Zusatzlich werden aus dem parentalen pST76K_SR-Plasmid Gene fiir die
homologe Rekombination und nachfolgende Selektionsschritte bereitgestellt (siehe 3.3.15). Eine
Restriktion mit Mlul und Scal an den eingezeichneten Schnittstellen ergibt FragmentgréRen von 1kbp,
9,2kbp und 3kbp. C) Dargestellt ist der m152-ORF in der ie2-Genregion. Die Transkription ergibt eine
m152-ie2-mRNA, die anschlieRend gespleildt wird. Die Translation der gespleiRten mRNA wird durch
das m152 Stop-Codon terminiert, daher wird kein IE2-Protein gebildet.
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Zur Generierung des Shuttle-Plasmids wurde der Ausgangsvektor pST76K_SR_iel/3-ie2 mit
Hpal restringiert. Hierdurch wurde ein 79bp-Fragment deletiert, welches sowohl die
komplette ie2-Promotorsequenz als auch einen Teil des nicht-kodierenden ie2-Exonl
enthélt. Die Klonierungsstrategie sah daher vor, dass der ie2-Promotor bei der Generierung
des m152-Amplifikates wieder bereit gestellt wird.

Das zu inserierende m152-Gen wurde mittels touch-down-PCR aus dem mCMV-BAC-
Plasmid pSM3fr (Wagner et al., 1999) amplifiziert (siehe Abb. 4.1A). Die touch-down PCR
zeichnet sich im Gegensatz zur klassischen PCR (siehe 3.3.12) durch schrittweise reduzierte
Annealing-Temperaturen aus, was eine spezifischere Bindung der Oligonukleotide
ermoglicht. Die Annealing-Temperatur wird wahrend den ersten 18 Zyklen beginnend bei
62°C um 1°C pro Zyklus erniedrigt. Fir weitere 12 Zyklen wird eine Annealing-Temperatur
von 45°C gewahlt. Die Amplifikation erfolgte mit den Oligonukleotiden m152-Hpal-For und
m152-Hpal-Rev (siehe 2.1.7), welche zusatzlich den ie2-Promotor und Hpal-Schnittstellen
bereitstellen. Das resultierende 1.428bp Amplifikat wurde mit Hpal restringiert und in den
geschnittenen Vektor pST76K_SR_iel/3-ie2 ligiert (siehe 3.3.11). Es ist generell zu
beachten, dass durch die Integration des m152-ORF in die ie2-Genregion das IE2-
kodierende Exon3 nicht translatiert werden kann, da die Translation der m152-ie2-mRNA
nach dem m152-Stop-Codon terminiert wird (siehe Abb. 4.1C).

Miul+Scal Abb. 4.2: Restriktion des Shuttle-Plasmids pST76K_SR_AIE2m152
Gelelektrophoretische  Auftrennung des Ausgangsplasmids (AP)
pST76K_SR_iel/3-ie2, sowie des generierten Shuttle-Plasmids (SP)
pST76K_SR_AIE2m152 nach enzymatischer Restriktion mit Mlul/Scal.
1ug Plasmid-DNA wurde mit Mlul/Scal restringiert und auf einem 1%-
igen TAE-Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Die Restriktion mit
Mlul und Scal ergab fiir das SP FragmentgréRen von 1kbp, 9,2kbp und
3kbp (siehe Abb. 4.1), und fur das AP 2,6kbp und 9,2kbp. Diese
Restriktion bestatigt die korrekte Orientierung des m152-Gens in der
ie2-Genregion.

M: 1kbp Langenstandard; AP: pST76K_SR_iel/3-ie2;

SP: pST76K_SR_AIE2m152.

Nach Transformation in E.coli DH10B erfolgte die Selektion auf LB-Platten mit Kan bei 30°C.
Die Plasmid-DNA der selektionierten Klone wurde isoliert (siehe 3.3.3.1) und anschliel3end
die korrekte Insertion der m152-Gensequenz mittels Restriktionsanalyse bestatigt (siehe
Abb. 4.2).

Nachdem Integration und Orientierung des m152-Gens in der ie2-Genregion verifiziert
waren, wurden einzelne Klone mit den Oligonukleotiden m152Aie2-For und Nalx-Rev (siehe
2.1.7) sequenziert (GATC, Konstanz). Das ausgewdahlte Shuttle-Plasmid tragt keine
Mutationen in der IE-integrierten ml152-Gensequenz und konnte anschlieBend fiur die
Generierung rekombinanter mCMV-BAC-Plasmide Uber homologe Rekombination verwendet
werden.
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Fazit: Das fur die Zwei-Schritt-BAC-Mutagenese bendtigte Shuttle-Plasmid wurde erfolgreich
kloniert.

4.1.2 Herstellung und Charakterisierung rekombinanter mCMV-BAC-Plasmide

Nach erfolgreicher Klonierung des Shuttle-Plasmids pST76K_SR_AIE2m152 konnte dieses
fur die Generierung rekombinanter BAC-Plasmide mittels Zwei-Schritt-BAC-Mutagenese
(siehe 3.3.15) eingesetzt werden. Als parentale mCMV-Konstrukte dienten das mCMV-BAC-
Plasmid pSM3fr (Wagner et al, 1999) und die m152-Deletionsmutante pSM3fr_Am152. Eine
schematische Darstellung der resultierenden Rekombinanten findet sich in Abb. 4.3.
Nach Transformation des Shuttle-Plasmids pST76K_SR_AIE2m152 in elektrokompetente
DH10B Bakterien, die bereits das mCMV-BAC-Plasmid pSM3fr tragen, erh&lt man nach
homologer Rekombination und anschliel3ender Selektion (siehe 3.3.14) das Plasmid mCMV-
BAC-m152.IE+E (Abb. 4.3). Dieses BAC-Plasmid beinhaltet die ektopische m152-
Gensequenz unter Kontrolle des ie2-Promotors, zusétzlich zur intrinsischen m152-
Gensequenz, deren Expression durch einen transaktivierbaren E-Promotor gesteuert wird.
Das BAC-Plasmid mCMV-BAC-m152.1E wurde nach Transformation des Shuttle-Plasmids
pST76K_SR_AIE2m152 in elektrokompetente DH10B, welche das Ausgangs-BAC-Plasmid
pSM3fr_Am152 enthalten, Gber nachfolgende Zwei-Schritt-BAC-Mutagenese generiert (siehe
3.3.14) und beinhaltet die m152-Gensequenz ausschlie3lich ektopisch unter Kontrolle des
ie2-Promotors.
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Abb. 4.3: Integration des Immunevasins m152 in die MIE-PEEP-Region. Karte des mCMV-
Genoms mit detailliertem Ausschnitt der MIE-PEEP-Region (links), sowie der ml152-Genregion
(rechts). Die m152.IE-Rekombinanten entstanden mittels Zwei-Schritt-BAC-Mutagenese durch
Insertion der m152-Seqgeunz (rot) in die ie2-Genregion. Hierdurch wurden die Virusrekombinanten
MCMV-m152.IE+E sowie mCMV-m152.1E generiert. PEEP (lila), Promotorl Enhancerl Enhancer2
Promotor2.
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Um waéahrend der Virusrekonstitution in MEF die Exzision der BAC-Sequenz durch den
eukaryontischen Rekombinationsapparat zu gewahrleisten, ist diese von 553bp-grof3en,
homologen Sequenzen flankiert. Die Exzision der BAC-Sequenz ist allerdings auch spontan
in RecA-negativen prokaryontischen Zellen méglich, so dass es zum Verlust des mCMV-
Genoms aus dem BAC-Plasmid kommen kann. Es ist deshalb notwendig, die Integritat des
MCMV-BAC-Plasmids nach der Mutagenese durch Restriktionsanalyse zu bestatigen. In
Abb. 4.4 ist die gelelektrophoretische Auftrennung der restringierten BAC-DNA dargestelit.
Sowohl die parentalen als auch die neu-generierten BAC-Plasmide zeigen das typische
Bandenmuster der mCMV-BAC-DNA. Dies bestétigt die Integritdt der BAC-Plasmide.
Zusétzlich wurde die IE-inserierte m152-Gensegeunz mit den Oligonukleotiden m152Aie2-
For und Nalx-Rev (siehe 2.1.7) amplifiziert und sequenziert. Da keine Mutationen in der IE-
inserierten m152-Gensequenz nachweisbar waren, konnten ausgewéhlte Klone zur
Virusrekonstitution in MEF verwendet werden.

EcoRI Hindill Xbal

Abb. 4.4: Integritdt des mCMV-BAC-Genoms nach homologer Rekombination in E.coli. Durch
Restriktionsanalyse wurde nach Zwei-Schritt-BAC-Mutagenese die Integritit des mCMV-BAC-
Genoms bestatigt. Hierfir wurden jeweils 50ul BAC-DNA einer Mini-Préaparation mit EcoRI, Hindlll
oder Xbal restringiert und gelelektrophoretisch auf einem 0,7% TBE-Agarosegel aufgetrennt.
Dargestellt sind jeweils die parentalen BAC-Plasmide, gefolgt von den generierten m152.1E-
Rekombinanten. Spur M, 1kbp Marker.

Fazit: Eine erfolgreiche, homologe Rekombinationen zwischen Shuttle-Plasmid
pST76K_SR_AIE2m152 und dem jeweils parentalen mCMV-BAC resultiert in den BACs
mCMV-BAC-m152.IE+E und mCMV-BAC-m152.IE.
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4.1.3 Herstellung der mCMV-Rekombinanten m152.1E+E und m152.1E

Fir die Rekonstitution der Virusrekombinanten wurden MEF mit den Plasmiden mCMV-BAC-
m152.IE+E oder mCMV-BAC-m152.1E transfiziert (siehe 3.1.4). Nach erfolgreicher
Virusrekonstitution waren nach 2-4 Tagen Virusplagues im konfluenten Zellrasen zu
erkennen. Die rekonstituierten Viren enthielten allerdings noch die fur die Replikation in
E.coli bendtigte BAC-Sequenz, welche die biologischen Eigenschaften der Rekombinanten
beeinflussen konnte (Wagner et al., 1999; Adler et al., 2001). Da die BAC-Sequenz von
homologen Sequenzen flankiert ist, ermdglicht dies die Exzision der BAC-Sequenz durch
den zellularen Rekombinationsapparat. Hierfir wurden die Virusrekombinanten bis Passage
5 kultiviert (siehe 3.1.5). Die Exzision der BAC-Sequenz wurde anschlieRend durch
Quantifizierung der BAC-Sequenz und des viralen Gens M55/gB verifiziert (siehe 3.3.13.1).
Hierfur wurde aus Zellkulturiberstanden die virale DNA isoliert (siehe 3.3.3.7) und in einer
gPCR eingesetzt. Als externer Standard diente das von Lemmermann et al. (2010b)
beschriebene Plasmid pDrive-gB-PTHrP-BAC. Die Ergebnisse der Quantifizierung sind in
Tab. 4.5 zusammengefasst.

Eine Rekombinante gilt formal als BAC-frei, wenn weniger als 100 BAC-Sequenzen pro 10°
Virusgenomen nachweisbar sind. Da bei beiden getesteten Rekombinanten keine bzw.
weniger als 100 BAC-Sequenzen/10° Virusgenomen nachweisbar waren, konnten die
Virusrekombinanten fir eine Virusaufreinigung verwendet werden.

Tab. 4.5: Quantifizierung der BAC-Sequenz nach Viruspassage auf MEF. Virale DNA wurde aus
Zellkulturiiberstéanden lysierter MEF nach Passage 0 und 6 bzw. 7 isoliert. 2ul der viralen DNA wurden
fur die absolute Quantifizierung des viralen Gens M55/gB und der BAC-Sequenz eingesetzt.

. Virale Genome BAC-Sequenz
mCMV-Rekombinante | Passage (M55/gB) BAC-Sequenz pro 10° Genome
PO 3,22x10° 6,49x10" 2x10°
MCMV-m152.1E+E .
P6 3,38x10 5 15
OMV-m152 [ PO 4,33x10° 7,6x10* 1,8x10°
m -m .
P7 2,66x10° 0 0

AnschlieRend wurden die Genom-zu-PFU-Verhaltnisse der Virusstocks bestimmt. Das
Genom-zu-PFU-Verhdltnis gibt die Zahl der CMV-Genome an, die fur die Bildung eines
Plaques in permissiven MEF benétigt wird. Da die Plaquebildung Uber mehrere
Infektionsrunden erfolgt, erméglicht das Genom-zu-PFU-Verhdltnis eine zusatzliche Aussage
Uber die Infektiositdt der generierten Rekombinanten. Wie von Kurz et al. (1997)
beschrieben, liegt das Genom-zu-PFU-Verhéaltnis von mCMV-WT.Smith bei etwa 500 zu 1.
Die Bestimmung des Genom-zu-PFU-Verhdltnisses erfolgte mit Hilfe der von Simon et al.
(2005) beschriebenen absoluten Quantifizierung des viralen Gens M55/gB (Primerpaar: LC-
gB-For3; LC-gB-Rev3; siehe 2.1.7). Aus 10ul Virusstock mit bekannten PFU wurde die virale
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DNA aufgereinigt (siehe 3.3.3.7) und die Anzahl der viralen Genome in Triplikaten
guantifiziert (siehe 3.3.13.1).

Tab. 4.6 Bestimmung des Genom-zu-PFU-Verhéaltnisses der generierten mCMV-
Rekombinanten. Aus den Virusstocks wurde virale DNA isoliert und die Anzahl der viralen Genome
mit M55/gB-spezifischer PCR aus log,o-Titrationen der viralen DNA quantifiziert. Als Plasmidstandard
wurde pDrive-gB-PTHrP-BAC verwendet. Dargestellt ist sowohl der Virustiter als auch die errechnete
Anzahl der viralen Genome/PFU.

mCMV-Rekombinante EI/;rlgLstlrtnel]r Ge?&?&i&;g FU
mCMV-WT.BAC 2,8x10° 361
MCMV-m152.IE+E 2,4x10° 193
mCMV-m152.IE 1,4x10°8 402
mCMV-Am152 2,4x10° 151

In Tab 4.6 sind die ermittelten Genom-zu-PFU-Verhéltnisse der verwendeten Viren
dargestellt. Das ermittelte Genom-zu-PFU-Verhaltnis der Rekombinanten unterscheidet sich
nur gering vom Literaturwert von 500 zu 1. Die generierten Viren mCMV-m152.IE+E und
MCMV-m152.IE werden im Nachfolgenden als m152.1E+E sowie m152.1E bezeichnet.

Eazit: Die mCMV-Rekombinanten mCMV-m152.IE+E (nachfolgend: m152.IE+E) und mCMV-
m152.1E (nachfolgend: m152.1IE) wurden erfolgreich rekonstituiert. Durch mehrmaliges
Passagieren wurde die residuale BAC-Sequenz entfernt. Die Genom-zu-PFU-Verhéltnisse
der neu-generierten Viren zeigten, dass die ektopische ml152-Insertion die in vitro-
Infektiositat nicht nennenswert verandert, vor allem aber nicht verschlechtert hat.

4.2 Charakterisierung der generierten Rekombinanten in Zellkultur

Nach erfolgreicher Generierung der mCMV-Rekombinanten m152.IE+E und m152.1E musste
die ektopische Expression des Immunevasins m152 in der IE-Phase bestatigt werden.
Hierfur wurde die m152-Proteinexpression nach Infektion von MEF sowohl unter selektiven
IE-Bedingungen als auch wahrend des Infektionsverlaufs analysiert. Zusatzlich erfolgte die
Aufnahme einer in vitro-Replikationskinetik, um eine mégliche Attenuierung der generierten
Viren auszuschlieRen.

4.2.1 ml152-Expression unter selektiven IE-Bedingungen

Die Integration des m152-ORF in die ie2-Genregion konnte durch Sequenzierungen gezeigt
werden. Um anschlieBend die IE-Expression des m152-Proteins zu bestatigen, wurden
Fibroblasten unter selektiven IE-Bedingungen infiziert. Zusétzlich musste bestétigt werden,
dass durch die Integration des m152-ORF kein IE2-Protein translatiert wird.

Fur eine Infektion unter selektiven IE-Bedingungen wurden konfluente MEF in Anwesenheit
von Cycloheximid (CH) zentrifugal mit den Viren WT.BAC, m152.1IE+E, m152.1E oder Am152
infiziert (siehe 3.2.3). Da CH reversibel die zellulare Translation inhibiert, werden IE-
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Transkripte, welche per Definition keine viralen Transaktivatorproteine zur Genexpression
bendtigen, angereichert. Nach einer Infektionszeit von 2h wurde CH ausgewaschen und die
Zellen wurden fur weitere 3h mit ActinomycinD (Act.D) inkubiert. Act.D hemmt irreversibel die
Transkription und ermdglicht nun die selektive Translation der zuvor synthetisierten IE-
Transkripte.

Die Westen Blot-Analysen zur Detektion des IE2- oder m152-Proteins aus Zelllysaten (siehe
3.5) sind in Abb. 4.7 dargestellt. Unter selektiven IE-Bedingungen war das IE2-Protein
(43kDa) nach Infektion mit WT.BAC oder Am152 deutlich nachweisbar. Wie erwartet konnte
nach m152.IE+E- oder m152.1E-Infektion das IE2-Protein nicht detektiert werden. Das IE2-
kodierende Exon3 kann nicht translatiert werden, da durch Integration des m152-ORF in die
ie2-Genregion die Translation der m152-ie2-mRNA nach dem m152-Stop-Codon terminiert
wird (siehe Abb. 4.1C). Ein alternativer Translationsstart am Start ATG des IE2-kodierenden
Exon3 kann ausgeschlossen werden, da hierfir eine internal ribosomal entry site (IRES)
notwendig ware.

Wie zu erwarten, war in WT.BAC-infizierten MEF das E-exprimierte m152-Protein unter
selektiven IE-Bedingungen nicht nachweisbar, wahrend ohne IE-Arrest 5h nach Infektion
eine markante m152-Proteinbande detektiert wurde. Nach Am152-Infektion konnte das
m152-Protein erwartungsgemal nicht nachgewiesen werden. Dies belegt zusatzlich die
hohe Spezifitdt des verwendeten m152-Antikérpers 3D10. Wurden MEF unter selektiven IE-
Bedingungen mit m152.IE+E oder m152.IE infiziert, konnten alle Isoformen des
Glykoproteins m152 detektiert werden (48kDa, 40kDa und 36kDa).
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Abb. 4.7: m152-Proteinexpression unter selektiven IE-Bedingungen. Western Blot-Analysen aus
Gesamtzelllysaten infizierter, |IE-arretierter MEF. MEF wurden 15Min mit 50pug CH/ml Medium
behandelt und anschlieRend mit den angegebenen Viren zentrifugal infiziert (MOI=4). 2h nach der
Infektion wurde das CH mit Act.D-haltigem-Medium (5ug/ml) ausgewaschen und die Zellen mit Act.D
co-kultiviert. Nach 3h (Gesamtinfektionszeit: 5h), wurden Zelllysate hergestellt (siehe 3.5.1). Jeweils
50ug Gesamtprotein  wurden Uber ein 12,5%-iges SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und
aunschlielend auf eine PVDF-Membran transferiert (siehe 3.5.3). Die Detektion der Proteine erfolgte
mit den Primar-Antikbrpern am152 (3D10, 1:250) und alE2(N) (1:250) (siehe 2.1.9.1). Die
Verwendung von HRP-gekoppelten Sekundarantikbrpern ermdoglichte die Detektion (ber
Chemilumineszenz mittels ECLplus Western Blotting Detection Reagenz (siehe 3.5.4).
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Fazit: In vitro konnten nach Infektion mit m152.IE+E oder ml152.IE alle ml152-
Proteinisoformen unter selektiven IE-Bedingungen nachgewiesen werden.

4.2.2 Kinetik der m152-Expression nach Infektion von Fibroblasten

Nachdem die Expression des m152-Proteins unter selektiven IE-Bedingungen nach Infektion
mit m152.IE+E oder m152.1E nachgewiesen worden ist, sollte weiterfilhrend die Expression
des ml152-Transkripts und des korrespondierenden ml152-Proteins im Infektionsverlauf
nachvollzogen werden.

Fur die Aufnahme der m152-Transkriptionskinetik (Abb. 4.8) wurden Triplikate konfluenter
MEF zentrifugal mit den Viren WT.BAC, m152.IE+E oder m152.1E infiziert (MOI=4; siehe
3.2.3) und zu definierten Zeitpunkten wurde Gesamt-RNA isoliert (siehe 3.4.1.1). Die m152-
Transkriptquantifizierung erfolgte mittels RT-gPCR, wobei ein m152 in vitro-Transkript als
externer Standard diente (siehe 3.4.2).
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Abb. 4.8: Transkriptquantifizierung nach Infektion mit WT.BAC, m152.IE+E oder m152.IE. MEF
wurden zentrifugal mit den angegebenen Viren infiziert (MOI=4). Zu den dargestellten Zeitpunkten
wurde Gesamt-RNA isoliert (siehe 3.4.1). Hierbei entspricht to dem Zeitpunkt nach 30-mintiger
zentrifugaler Infektion (siehe 3.2.3). Die absolute Quantifizierung der m152-Transkripte erfolgte aus
100ng Gesamt-RNA mittels RT-gPCR (siehe 3.4.2) mit dem unter 2.1.6 in Tab 2.4 aufgeflrten
Primer/Sonden-Paar. Als externer Standard wurde das m152 in vitro-Transkript verwendet. Die
Symbole repréasentieren unabhangige Kulturen. Die Mediane sind als horizontale Balken
eingezeichnet.

In MEF infiziert mit m152.1E+E und m152.IE war 30 bis 90Min (entspricht 60-120Min) nach
Infektion die Zahl der m152-Transkripte im Vergleich zur WT.BAC-Infektion deutlich erhoht.
Obwohl es sich beim reguldren m152 um ein E-Phasen Transkript handelt, war ein Anstieg
der m152-Transkriptmenge auch nach WT-BAC Infektion bereits nach 45Min (entspricht
75Min nach Infektion) nachweisbar. 105Min nach Infektion wurde von allen Viren ein Plateau
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vergleichbarer m152-Transkriptmengen erreicht.

Nachfolgend sollte geklart werden, ob die zu frihen Zeitpunkten erhOhten m152-
Transkriptmengen nach Infektion mit m152.IE+E oder m152.IE (Abb. 4.8) einen Einfluss auf
die m152-Proteinexpression haben. Hierfur wurden konfluente MEF zentrifugal infiziert mit
WT.BAC, mi152.IE+E oder m152.IE (MOI=4). Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde
Gesamtprotein extrahiert (siehe 3.5.1) und das IE1- bzw. m152-Protein mittels Western Blot
nachgewiesen (Abb. 4.9).
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Abb. 4.9: Kinetik der IE1- und m152-Proteinexpression nach Infektion mit WT.BAC, m152.IE+E
oder ml152.IE. Western Blot von Gesamtzelllysaten infizierter MEF. MEF wurden mit den
angegebenen Viren infiziert und zu den dargestellten Zeitpunkten wurden Zelllysate hergestellt.
Hierbei entspricht t, dem Zeitpunkt nach 30-minitiger, zentrifugaler Infektion. Jeweils 50ug
Gesamtprotein wurden Uber ein 12,5%-iges SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und
auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Detektion der Proteine erfolgte mit den Antikérpern am152
(3D10, 1:250) und alEl (CromalOl, 1:2000). Die Verwendung von HRP-gekoppelten
Sekundarantikdrpern ermdglichte die Detektion Gber Chemilumineszenz mittels ECLplus Western
Blotting Detection Reagenz. n.i., nicht infiziert; IE1~76/89kDa; m152-Proteiniosformen~48/40/36kDa

Die detektierten IE1-Proteinmengen waren zu den dargestellten Analysezeitpunkten nach
Infektion mit WT.BAC, m152.IE+E oder m152.IE vergleichbar. Dies zeigte, dass die
ektopische m152-Expression in der IE-Phase sowie die damit einhergehende IE2-Deletion
keinen Einfluss auf die IE1-Proteinexpression haben.

2,5h nach WT.BAC-Infektion konnten die bekannten m152-Proteinisoformen (48kDa, 40kDa
und 36kDa) detektiert werden. Nach m152.IE+E-Infektion konnte das m152-Protein bereits
1,5h nach der Infektion nachgewiesen werden, wobei zusatzlich die detektierte m152-
Proteinmenge im Vergleich zur WT.BAC-Infektion zu allen Zeitpunkten sichtbar erhoht war.
Unerwarteterweise konnte in m152.1E-infizieten MEF das m152-Protein erst 2h nach
Infektion nachgewiesen werden, wobei die m152-Proteinmengen im Vergleich zur WT.BAC-
Infektion leicht reduziert waren. Die in der IE Phase induzierte m152-Proteinexpression war
damit geringer als die Expression in der E-Phase nach WT.BAC-Infektion.

Fazit: Nach m152-Expression in der IE-Phase bzw. IE- und E-Phase waren die m152-
Transkriptmengen im Vergleich zur WT.BAC-Infektion zu frilhen Infektionszeitpunkten
signifikant erhoht. Dartiber hinaus war das m152-Protein nach Expression in der IE- und E-
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Phase deutlich verstarkt und bereits zu einem frilheren Zeitpunkt als nach WT.BAC-Infektion
nachweisbar.

4.2.3 In vitro-Replikationskinetik der mCMV-Rekombinanten

Bevor die generierten Rekombinanten fiir nachfolgende Tierversuche verwendet werden
konnten, war es notwendig, eine mogliche Attenuierung der Viren durch die ektoptische IE-
Insertion der m152-Gensequenz auszuschliel3en. Hierfir wurde zundchst die replikative
Fithness der Rekombinanten in Zellkultur CGberpriaft, wobei das Wachstum der
Virusrekombinanten weder zeitlich noch quantitativ von den parentalen Viren abweichen
sollte. Aus MEF infiziert mit WT.BAC, m152.IE+E, ml152.IE oder Am152 wurden zu
definierten Zeitpunkten die viralen Genome mittels M55/gB-spezifischer qPCR bestimmt
(Primer/Sonden Paar siehe 2.1.6 Tab. 2.3). Die Quantifizierung des zellularen Gens pthrp
ermoglicht eine Normierung auf eine definierte Zellzahl. Parallel wurde die Virusreplikation
uber die Anzahl der im Uberstand enthaltenen infektisen Viren mittels Plaque-Assay
bestimmt (siehe 3.2.2.3).
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Abb. 4.10: In vitro-Replikationskinetik der rekombinanten Viren. MEF wurden zentrifugal mit
WT.BAC, m152.IE+E, m152.IE oder Am152 infiziert (MOI=0,4). A) Absolute Quantifizierung viraler
Genome in infizierten Zellen durch M55/gB-spezifische gPCR und Normierung auf das zellulare pthrp-
Gen. B) Quantifizierung der im Zellkulturiberstand enthaltenen, infektiésen Viren durch Plaque-Assay.
Der Zeitpunkt to definiert den Beginn der Infektion. Die Symbole reprasentieren die Ergebnisse von
einzelnen, voneinander unabhangigen Kulturen. Die Mediane sind als Balken dargestellt.
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Die neu-generierten Viren m152.IE+E und m152.IE waren bezogen auf ihre in vitro-
Infektiositat nicht attenuiert. Die ektopische IE-Insertion des m152-ORF zeigt in vitro keinen
Einfluss auf die Virusreplikation und die Menge freigesetzter Viren. Die Initiation der viralen
DNA-Replikation war etwa 16h nach Infektion durch den Anstieg der Anzahl viraler Genome
in den infizierten Zellen sichtbar (Abb. 4.10A). Dies bedeutet, dass die virale DNA-
Replikation zwischen 4 und 16h nach der Infektion initiert wurde. Die Virustiter im
Zellkulturiberstand zeigten 40h nach Infektion einen signifikanten Anstieg (Abb. 4.10B),
welcher auf die Freisetzung infektioser Viren in einem Zeitraum zwischen 24 bis 40h nach
der Infektion zurlickzufuhren ist.

Fazit: Die generierten Viren ml152.IE+E und m152.IE sind bezogen auf ihre in vitro-
Replikation nicht attenuiert.

4.3 Funktionalitat des IE-exprimierten Immunevasins m152

Es konnte bereits gezeigt werden, dass MEF, infiziert mit m152.IE+E oder m152.IE, das
Immunevasin m152 unter selektiven IE-Bedingungen exprimieren (siehe Abb. 4.7).
Weiterfihrend konnte in infizierten MEF eine Erhdhung der m152-Transkript- und Protein-
menge nach Infektion mit m152.1IE+E im Vergleich zur WT.BAC-Infektion nachgewiesen
werden. In den folgenden Experimenten sollte nun geklart werden, ob das in der IE-Phase
exprimierte m152-Protein funktionell ist. Da die zentrale Funktion von m152 die Reduktion
der pMHC-Klasse-I-Oberflachenexpression durch Retention der pMHC-I-Komplexe im
ERGIC (Ziegler et al., 1997; 2000) darstellt, wurde die ml152-Funktionalitat Gber die
Antigenprasentation infizierter Zellen im ELISpot-Assay abgefragt. Hierbei dienten infizierte
MEF als APC. Die Stimulation der Effektoren durch Am152-infizierte Zellen diente als
Referenz, da sie die maximal moégliche Peptidprasentation der APC in Abwesenheit des
zentralen Immunevasins widerspiegelt. Zunéachst wurden IE-arretierte, infizierte MEF (analog
zu 4.2.1) als APC im ELISpot-Assay eingesetzt (siehe 3.8.1). Als Effektorzellen wurden
sowohl CD8 T-Zellen aus Milzen latent infizierter BALB/c-Méause (siehe 3.7.2) als auch eine
IE1-spezifische T-Zelllinie (CTLL) verwendet (siehe 3.7.4). In einem weiteren Experiment
wurde die intrazellulare IFNy-Produktion einer IE1-spezifischen CTLL nach Stimulation mit
infizierten, |E-arretierten MEF zytofluorometrisch bestimmt.
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Abb. 4.11: Erkennung IE-arretierter, infizierter MEF durch eine IE1-CTLL oder Memory CD8 T-
Zellen. Analyse der Antigenprasentation von |IE-arretierten MEF (siehe Abb. 4.7) infiziert mit WT.BAC,
m152.1IE+E, m152.IE oder Am152 (MOI=4). Als Effektoren im ELISpot-Assay dienten immuno-
magnetisch isolierte CD8 T-Zellen aus Milzen latent infizierter BALB/c-Mause (B) sowie eine IE1-
spezifische CTLL (A). Die dargestellten Balken reprasentieren die durch lineare Regression
bestimmten Frequenzen der IFN-y-sezernierenden CD8 T-Zellen mit den dazugehérigen 95%-
Konfidenzintervallen. n.i.=nicht infizierte MEF. Die Stimulation einer IE1-CTLL wurde zuséatzlich durch
eine intrazellulare IFNy-Farbung bestimmt (C). Hierfiir wurden 5x10° IE1-CTLs mit infizierten, |E-
arretierten MEF (1x10° Behandlung wie beschrieben) fir 5h co-kultiviert und anschlieBend
intrazellular mit einem IFNy-spezifischen Antikorper gefarbt (siehe 3.8.2.2). Dargestellt ist der FSC
gegen die intrazellulare IFNy-Expression (log FL-1, FITC).

IE-arretierte MEF infiziert mit WT.BAC oder Am152 wurden sowohl von den ex vivo isolierten
mMCMV-spezifischen CD8 T-Zellen (Abb 4.11B) als auch von einer IE1-spezifischen CTLL
(Abb. 4.11A/C) erkannt. Da durch den IE-Arrest die E-Phasen Immunevasine m152, m06
und mO04 nicht wirken, war eine nicht durch Immunevasine beeinflusste Présentation des
IE1-Peptids auch nach WT.BAC-Infektion ermdglicht.

Die Erkennung der IE-arretierten MEF infiziert mit m152.IE+E oder m152.IE durch die
jeweiligen Effektoren war im Vergleich zur WT.BAC-Infektion deutlich reduziert. Dies lasst
auf eine stark reduzierte Prasentation viraler Peptide durch die eingesetzten APC schliel3en.
Da kein weiteres Immunevasin mit pMHC-I-down-modulierender Funktion in der IE-Phase
exprimiert wird, ist die reduzierte Antigenprasentation auf die Funktionalitdt des IE-
exprimierten Immunevasins m152 zurickzufuhren.

Weiterfihrend sollte nun geklart werden, welchen Einfluss die m152-Expression in der IE-
Phase auf die Antigenprasentation infizierter Zellen wahrend des Infektionsverlaufes hat.
Hierfur wurden konfluente MEF mit WT.BAC, m152.IE+E, m152.IE oder Am152 (MOI=4)
infiziert und die Transkription zu definierten Zeitpunkten irreversibel mit Act.D inhibiert. Die
bis zum Act.D-Zugabezeitpunkt gebildeten Transkripte konnten tber den gesamten Assay-
Zeitraum weiter translatiert werden. Die Act.D-arretierten, infizierten MEF wurden als APC im
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ELISpot-Assay eingesetzt (siehe 3.8.1), wobei eine IE1- oder m164-peptidspezifische CTLL
als Effektorzelle verwendet wurde (siehe 3.7.4).
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Abb. 4.12: Erkennung Act.D-arretierter, infizierter MEF durch IE1- oder m164-CTLL. Analyse der
Antigenprasentation von Act.D-arretieten MEF infiziert mit WT.BAC, m152.IE+E, Am152 oder
m152.IE (MOI=4). Infizierte MEF wurden zu den angegebenen Zeitpunkten nach der Infektion mit
Act.D (5ug/ml Medium) fur 1 Stunde inkubiert und anschlieRend als APC im ELISpot-Assay
eingesetzt. Eine IE1- (A) oder m164- (B) spezifische CTLL wurde als Effektorzelle eingesetzt.
Dargestellt sind die durch lineare Regression ermittelten Frequenzen IFN-y-sezernierender Zellen mit
den dazugehorigen 95% Konfidenzintervallen. n.i., nicht infizierte MEF; unbehandelt, infizierte MEF
nicht Act.D behandelt.

Wie in Abbildung 4.12A dargestellt, wurden IE1-spezifische T-Zellen schon 40min nach
Infektion mit WT.BAC oder Am152 durch die infizierten MEF aktiviert. Wurde die virale
Transkription 2 Stunden nach der Infektion arretiert, war die Stimulation der IE1-spezifischen
CTLL durch WT.BAC-infizierte APC deutlich reduziert. Dies ist auf die Expression des m152-
Proteins in der nach 2 Stunden bereits erreichten E Phase zurlickzufiihren, die zu einer
Reduktion der prasentierten antigenen Peptide auf der Oberflache der infizierten Zellen fuhrt.
Mit m152.1E- oder ml152.IE+E-infizierte MEF stimulierten eine IE1l-spezifische CTLL zu
frihen Zeitpunkten nicht, da das IE-exprimierte m152 die IE1-Antigenpréasentation vollstandig
unterdriickte. Erst 4h nach Infektion mit m152.IE+E oder m152.1E waren gentigend pMHC-I-
Komplexe an die Zelloberfliche gelangt, um die IE1-spezifische CTLL zu aktivieren. Ab
diesem Zeitpunkt wurden die IE1-CTLL von Zellen infiziert mit WT.BAC, m152.IE+E oder
m152.1E mit vergleichbarer Effizienz stimuliert.

Die ml152.IE-Infektion inhibierte die IE1-Prasentation zu frilhen Infektionszeitpunkten,
allerdings konnten nicht arretierte mi152.1E-infizierte und Am152-infizierte MEF die IE1-
spezifische CTLL mit einer vergleichbaren Effizienz aktivieren (Abb. 4.12A, schwarze
Balken). Da bereits gezeigt wurde, dass die alleinige Expression von m152 in der IE-Phase
in einer geringeren m152-Proteinmenge als nach WT.BAC-Infektion resultiert (vergleiche
Abb. 4.9) und dies nun auch funktionell durch eine verringerte Hemmung der IE1-

Prasentation zu spaten Infektionszeitpunkten bestatigt wurde, wurde die m152.1E-
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Rekombinante in den nachfolgenden Experimenten nicht mehr verwendet.

Um die Reduktion der Antigenprasentation durch das IE-exprimierte m152 fiir ein weiteres
CD8 T-Zell-Epitop zu belegen, wurde der ELISpot-Assay mit einer m164-spezifischen CTLL
wiederholt (Abb. 4.12B). Bis 4 Stunden nach ml152.IE+E-Infektion wurde die m164-
spezifische CTLL von den infizierten MEF nicht stimuliert. Da WT.BAC-infizierte MEF die
m164-spezifische CTLL zu diesen friihen Zeitpunkten bereits aktivierten, muss die reduzierte
Erkennung der ml52.IE+E-infizierten Zellen auf eine verstarkte Inhibition der ml164-
Peptidprasentation zurtickzuftihren sein. Erstaunlicherweise war die Stimulation der m164-
spezifischen CTLL 6 Stunden nach Infektion in allen Infektionsgruppen vergleichbar (Abb.
3.12B, schwarze Balken), was auf vergleichbare Mengen des prasentierten m164-Peptids
schlieRen lasst.

Fazit: Nach Infektion mit m152.IE+E oder m152.1E reduziert das m152-Protein bereits in der
IE-Phase die Prasentation viraler Antigene.

4.4 In vivo-Replikationskinetik der m152.IE+E-Rekombinanten

Es konnte bereits gezeigt werden, dass die ektopische m152-Expression unter Kontrolle des
ie2-Promotors keinen Einfluss auf die Replikation in Zellkultur hat (siehe Abb. 4.10) und
diese sich auch nicht auf die IE1-Proteinexpression auswirkt (siehe Abb. 4.9). Fir
nachfolgende in vivo-Experimente musste zusatzlich Uberprift werden, ob die ml152-
Expression in der IE-Phase in vivo die ,replikative Fitness” (d.h. die virale Replikation)
beeintrdchtigt. Da die mCMV-Infektion im immunkompetenten Wirt effizient vom
Immunsystem kontrolliert wird, wurde die in vivo-Replikationskinetik im immundepletierten
Wirt untersucht.

Dazu wurden BALB/c-Mause nach y-Bestrahlung (6,5Gy) mit 1x10°> PFU der Viren WT.BAC,
m152.1IE+E oder Am152 intraplantar infiziert und zu definierten Zeitpunkten nach Infektion
wurden reprasentative mCMV-Zielorgane von je 3 Tieren pro Gruppe entnommen. Aus den
Organen wurde DNA isoliert (siehe 3.3.3.7) und die virale Replikation mittels M55/gB
spezifischer gPCR (siehe 3.3.13.1) bestimmt. Eine pthrp-spezifische gPCR ermdéglichte die
Normierung auf eine definierte Zellzahl. Die Ergebnisse der in vivo-Replikationskinetik sind in
Abb. 4.13 zusammengefasst.

Die Verdopplungszeiten der mCMV-Rekombinanten wurden, wie von Lemmermann et al.
(2010) beschrieben, Uber lineare Regressionanalyse bestimmt. Die ermittelten
Verdopplungszeiten der mCMV-Rekombinanten sind in allen dargestellten Organen
vergleichbar, was zusatzlich durch die sich Uberlappenden 95%-Konfidenzintervalle
verdeutlicht wird. Die in vivo-Replikation der verwendeten Viren verlauft also in
immunsupprimierten Mausen vergleichbar. Weder die ektopische m152-Insertion in die ie2-
Genregion noch die m152-Deletion hatten einen Einfluss auf die virale Replikation in vivo.
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Abb. 4.13: In vivo-Replikationskinetik der Virusrekombinante. Immunsupprimierte BALB/c-Mause
wurden mit 10° PFU WT.BAC, m152.IE+E, oder Am152 intraplantar infiziert. Zu den angegebenen
Zeitpunkten wurden jeweils 3 Mausen Milz, Lunge, Leber und Speicheldrise enthnommen und die
viralen Genome mittels gPCR quantifiziert. Durch lineare Regressionanalyse wurden die
Verdopplungszeiten der Viren ermittelt. Die Werte in den Klammern geben die 95%
Konfidenzintervalle an. Die Symbole reprasentieren unabhéngig gemessene Tiere. Die Mediane sind
durch horizontale Balken gekennzeichnet.

Fazit: Die in vivo-Replikation der verwendeten Viren ist in Abwesenheit immunologischer
Kontrollmechanismen vergleichbar.
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45 Einfluss der viralen Immunevasion auf die frithe CD8 T-Zellantwort

Das Priming antiviraler CD8 T-Zellen erfolgt im Lymphknoten (LK) hauptsachlich durch
Interaktion naiver T-Zellen mit antigenprasentierenden DC (Norbury et al., 2002). Da bereits
gezeigt werden konnte, dass DC fur mCMV permissiv sind (Andrews et al., 2001), ist die
direkte Prasentation viraler antigener Peptide auf infizierten DC in vivo denkbar. Dies lasst
vermuten, dass die Expression der Immunevasine in infizierten DC die Prasentation der
viralen Antigene verhindert (Holtappels et al, 2006) und damit die Initiation der
Immunantwort supprimiert. Alternativ zur direkten Antigenprasentation ist das CD8 T-Zell-
Priming auch tber Cross-Prasentation exogener viraler Antigene und deren Présentation auf
nicht-infizierten CD8-positiven DC mdglich (zur Ubersicht: Joffre et al., 2012).

Der Einfluss viraler Immunevasionsproteine auf das CD8 T-Zell-Priming wurde bereits
ausfuhrlich unter Verwendung einer mCMV-Rekombinanten, in der die Immunevasine m152,
mO06 und mO04 deletiert wurden (mMCMV-Am152Am06AmO04; nachfolgend: AEvasin, Wagner
et al.,, 2002), beschrieben (zur Ubersicht: Lemmermann et al., 2012). Die Infektion
immunkompetenter C57BL/6-Mause (Haplotyp H-2°) mit  AEvasin zeigte
Uberraschenderweise keine Veranderung in den mCMV-spezifischen CD8 T-Zellfrequenzen.
Auch die Immundominanz-Hierarchie der CD8 T-Zellspezifitdten ist nach Priming mit
AEvasin oder WT.BAC vergleichbar (Gold et al., 2002; 2004; Reddehase et al., 2004;
Holtappels et al., 2006; Munks et al., 2007;). Experimente unserer Arbeitsgruppe zeigten,
dass die Expression der Immunevasine die antiviralen CD8 T-Zellfrequenzen nach Infektion
immunkompetenter BALB/c-Méuse (Haplotyp H-2% im drainierenden LK sogar erhéht (Bohm
et al., 2008). Dieses Phanomen wurde durch eine nach WT.BAC-Infektion verbesserte virale
Replikation im LK und eine dadurch vermehrte Bereitstellung viraler Antigene und deren
Prasentation auf nicht-infizierten DC erklart. In Abwesenheit der Immunevasine wurde,
bedingt durch die effiziente Prasentation viraler Antigene, die Infektion schnell von antiviralen
CD8 T-Zellen kontrolliert. Dies fihrt zu einer verminderten viralen Replikation im
Lymphknoten. Der Mechanismus der frihen CD8 T-Zellkontrolle wird auch als negative
Feedback-Regulation bezeichnet. Von unserer Arbeitsgruppe wurde auf Grundlage dieser
Arbeit postuliert, dass ein effizientes Priming priméar durch Cross-Prasentation gepragt wird.

Um bisherige Untersuchungen des CD8 T-Zell-Primings in Abhangigkeit von viraler
Immunevasion zu vervollstandigen, sollte in dieser Arbeit geklart werden, welche Rolle die
verstarkte ml152-Expression nach ml152.1E+E-Infektion bei der Initiation der CD8 T-
Zellantwort im immunkompetenten Wirt spielt. Da in vitro bereits gezeigt werden konnte,
dass die MHC-I-Prasentation antigener Peptide in m152.IE+E-infizierten MEF in der IE-
Phase stark reduziert ist (siehe Abb. 4.11), kann spekuliert werden, dass eine m152.1E+E-
Infektion in vivo mdglicherweise nicht effektiv von CD8 T-Zellen kontrolliert werden kann.
Dies sollte durch eine erhdhte virale Last im drainierenden LK und damit eine verbesserte
Bereitstellung von antigenem Material fiir Cross-Priming eine verstarkte CD8 T-Zellantwort
induzieren.
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Da bisherige Arbeiten darauf hinweisen, dass die CD8 T-Zellantwort durch Cross-
Préasentation initiiert wird, sollte zusétzlich das CD8 T-Zell-Priming nach Infektion Cross-
Priming-defizienter Mause analysiert werden. Hierbei wurde erwartet, dass die Initiation der
CD8 T-Zellantwort stark unterdriickt ist.

4.5.1 Die m152.IE+E-Infektion unterdriickt die CD8 T-Zellantwort

im Haplotyp H-2¢
In unserer Arbeitsgruppe wurde der Einfluss viraler Immunevasion auf die antivirale CD8 T-
Zellantwort bisher Uberwiegend nach Infektion mit einer AEvasin-Rekombinanten, in der die
Immunevasine deletiert wurden (zur Ubersicht: Lemmermann et al., 2012), beschrieben. Die
im Rahmen dieser Arbeit generierte mCMV-Rekombinante m152.IE+E ermdglicht erstmals
den Einfluss einer verstarkten Immunevasion auf die Initiation der CD8 T-Zellantwort zu
bestimmen. Zu diesem Zweck erfolgte eine Quantifizierung der antiviralen CD8 T-
Zellfrequenzen 7 Tage nach intraplantarer Infektion mit WT.BAC, m152.1IE+E oder Am152.
Hierfuir wurden CD8 T-Zellen aus Milz und LK von jeweils 5 Tieren pro Infektionsgruppe als
Effektoren und mit synthetischen Peptiden beladene P815-Zellen (Haplotyp H-2%) als APC im
ELISpot-Assay eingesetzt.
Das Muster der CD8 T-Zellfrequenzen war in allen Infektionsgruppen vergleichbar, mit klarer
Dominanz der Spezifitditen IE1 und m164 in der Milz (siehe Abb. 4.14). Wie bereits Bohm et
al. (2008) fur die AEvasin-Infektion zeigen konnten, waren auch nach Am152-Infektion, trotz
verbesserter Antigenprasentation Am152-infizierter Zellen, die CD8 T-Zellfrequenzen im LK
im Vergleich zur WT.BAC-Infektion deutlich reduziert. Demgegeniber waren in der Milz die
CD8 T-Zellfrequenzen nach Infektion mit WT.BAC oder Am152 fir alle Epitope vergleichbar
(siehe Abb. 4.14A), mit Ausnahme der IE1-Spezifitat.
Uberraschenderweise waren die CD8 T-Zellfrequenzen aller getesteten Spezifititen auch
durch eine verstarkte m152-Expression nach m152.IE+E-Infektion im Vergleich zur WT.BAC-
Infektion deutlich reduziert. Dies konnte sowohl fir die Milz als auch fur den LK gezeigt
werden. Dieses Experiment zeigte erstmals, dass eine verstarkte m152-Expression und die
damit verbundene verstarkte Inhibition der Antigenprasentation die frihe CD8 T-Zellantwort
beeinflusst.
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Abb. 4.14: Emfluss der m152-Expression auf die mCMV -spezifische CD8 T-Zellantwort im
Haplotyp H-2°. BALB/c-Mause wurden intraplantar mit 10° PFU WT.BAC (graue Balken), m152.IE+E
(schwarze Balken) oder Am152 (leere Balken) infiziert. Nach 7 Tagen wurden CD8 T-Zellen aus
einem Pool von 5 Milzen (A) LK (B) oder immunomagnetisch |soI|ert und als Effektoren im ELISpot-
Assay eingesetzt. Als APC dienten P815-Zellen (Haplotyp H-2%), welche exogen mit 10"M des
jeweiligen Peptids beladen wurden. Als Kontrolle wurden unbeladene P815-Zellen mitgefiihrt (). Die
Balken reprasentieren die durch lineare Regression bestimmten Frequenzen der [|FN-y-
sezernierenden CD8 T-Zellen. Die eingezeichneten Fehlerbalken stellen die 95% Konfidenzintervalle
dar.

Der bisher verwendete ELISpot-Assay limitiert die Analyse auf T-Zellspezifitaten bereits
identifizierter CD8 T-Zell-Epitope. Es sollte deshalb sichergestellt werden, dass die
Unterdriickung der Spezifitditen in der Akutphase der ml152.IE+E-Infektion die CD8 T-
Zellantwort bisher nicht analysierter Epitope nicht begiinstigt, sondern die CD8 T-Zellantwort
generell vermindert ist.

Fiur die Analyse des vollstandigen mCMV-Immunoms wurden SV40-Fibroblasten (Haplotyp
H-2%) mit der von Munks et al. (2006b) generierten ORF-Bibliothek, die das gesamte mCMV-
Genom umfasst, transfiziert und als APC eingesetzt. Enthélt ein mCMV-ORF ein oder
mehrere antigene Peptide, kbnnen diese endogen prozessiert von der transfizierten Zelle
prasentiert werden und co-kultivierte Effektorzellen stimulieren.

Die Effektorzellen wurden 7 Tage nach Infketion mit WT.BAC oder m152.IE+E aus BALB/c-
Milzen isoliert. Die Antigen-stimulierten, IFNy-produzierenden Effektorzellen wurden
zytofluorometrisch  quantifiziert (siehe 3.8.2). Zu diesem Zweck erfolgte eine
Oberflachenfarbung mit einem CDB8a-spezifischem AK, gefolgt von einer intrazellularen
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Farbung mit einem IFNy-spezifischen Antikdrper. Als Kontrolle wurden die Effektoren mit den
bekannten, synthetischen mCMV-Peptiden stimuliert.
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Abb. 4.15: mCMV-Genom-weites Antigenitats-Screening in der akuten Phase der mCMV-
Infektion. Mit Hilfe der ORF-Bibliothek wurde die Genom-weite CD8 T-Zellantwort 7 Tage nach
intraplantarer Infektion mit WT.BAC (graue Balken) und m152.IE+E (schwarze Balken) abgefragt.
Hierflr wurden Expressionsplasmide der ORF-Bibliothek in BALB-SV40-Fibroblasten transfiziert und
diese als APC verwendet (siehe 3.8.4). Die Effektoren wurden aus Gesamtmilzzellen von 6 akut
infizierten BALB/c-M&usen gewonnen. Eine Zuordnung der ORF-Bibliotheknummern zu den mCMV-
ORFs ist von Holtappels et al. (2008b) verdffentlicht worden. Als Kontrolle wurden die Effektoren mit
synthetischem Peptid stimuliert (eingefiigte Kasten). Die Quantifizierung der IFNy-produzierenden
CD8 T-Zellen erfolgte zytofluorometrisch. Elektronische Gates wurden auf die Lymphozytenpopulation
und anschlieend auf die Population mit positiver CD8a-Oberflachenexpression (log FL-4, PE-Cy5)
eingestellt.

Das ORF-Bibliotheken-Screening zeigte, dass nach m152.IE+E-Infektion die CD8 T-
Zellfrequenzen aller Spezifitaten im Vergleich zur WT.BAC-Infektion deutlich reduziert waren
(Abb. 4.15). Die Spezifitaten M25, M94 und m164 dominierten nach m152.IE+E-Infektion die
CD8 T-Zellantwort, wahrend andere Spezifitdten nur marginal nachweisbar waren. Eine IE1-
spezifische CD8 T-Zellantwort war weder im ORF-Bibliotheken-Screening noch nach

Stimulation mit synthetischem IE1-Peptid detektierbar.
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Fazit: In der akuten Phase der mCMV-Infektion sind in Abwesenheit des Immunevasins
m152 die mCMV-spezifischen CD8 T-Zellfrequenzen im LK vermindert. Fur die Milz gilt dies
jedoch nicht, da die CD8 T-Zellfrequenzen in An- und Abwesenheit von m152 vergleichbar
waren. Erstaunlicherweise unterdriickt die m152-Expression in der IE- und E-Infektionsphase
die mCMV-spezifische CD8 T-Zellantwort im Vergleich zur alleinigen m152-Expression in der
E-Phase nach WT.BAC-Infektion.

4.5.2 Die m152-Expression unterdrickt die Memory CD8 T-Zellantwort im
Haplotyp H-2°
Die Expansion virus-spezifischer CD8 T-Zellen wéhrend der viralen Latenz ist ein
Charakteristikum der CMV-spezifischen Immunantwort. Es wird postuliert, dass sporadische
virale Genexpressionsereignisse und die damit einhergehende Préasentation viraler Antigene
auf nicht-hamatopoetischen Gewebszellen die Akkumulation funktioneller Effektor CD8 T-
Zellen induzieren (Holtappels et al., 1998; Holtappels et al., 2000a; Snyder et al., 2008;
Seckert et al., 2011; 2013).
Im nachfolgenden Experiment sollte geklart werden, welchen Einfluss die m152-Expression
in der IE- und E-Phase auf die CD8 T-Zellantwort in der Memory-Phase hat. Es wurde
vermutet, dass die zusétzliche m152-Expression in der IE-Phase die Expansion antiviraler
CD8 T-Zellen in der Memory-Phase unterdriickt. Um dies zu prifen, erfolgte die
Quantifizierung der CD8 T-Zellfrequenzen 28 Wochen nach intraplantarer Infektion mit
WT.BAC, m152.IE+E oder Am152 mittels ELISpot-Assay.
Die Memory CD8 T-Zellantwort in der Milz wurde in allen Infektionsgruppen deutlich von den
Spezifitaten IE1 und m164 dominiert. In diesem Experiment waren die ermittelten CD8 T-
Zellfrequenzen in der Memory Phase geringer als in der Akutphase (vergleiche Abb. 4.14).
Eine Akkumulation mCMV-spezifischer CD8 T-Zellen in der Milz konnte somit nicht
festgestellt werden.
Im Vergleich zur WT.BAC-Infektion waren die CD8 T-Zellfrequenzen nach Am152-Infektion
erhoht. Eine Ausnahme stellte die IE1-Spezifitdt dar, hier waren die CD8 T-Zellfrequenzen
nach Am152-Infektion geringer. Dieses Muster konnte auch bereits fur die latente AEvasin-
Infektion gezeigt werden (unveréffentlichte Daten, V. B6hm).
Wie bereits in der Akutphase der m152.IE+E-Infektion gezeigt werden konnte (siehe Abb.
4.14), war auch in der Memory Phase die CD8 T-Zellantwort fir alle getesteten Epitope im
Vergleich zu WT.BAC-Infektion signifikant reduziert.
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Abb. 4.16: Einfluss der mlSZ-ExEression auf die Memory CD8 T-Zellantwort in der Milz. BALB/c-
Méause wurden intraplantar mit 10°PFU WT.BAC (graue Balken), m152.1E+E (schwarze Balken) oder
Am152 (leere Balken) infiziert. Aus einem Pool von 5 Milzen wurden 28 Wochen nach der Infektion
CD8 T-Zellen isoliert und als Effektoren im ELISpot-Assay verwendet. Als APC wurden P815-Zellen
(Haplotyp H-2% exogen mit dem jeweiligen Peptid (107M) beladen. Als Kontrolle wurden unbeladene
P815-Zellen mitgefihrt (). Die Balken reprasentieren die Frequenzen der IFN-y-sezernierenden CD8
T-Zellen die durch lineare Regression bestimmt wurden. Die Fehlerbalken kennzeichnen die 95%
Konfidenzintervalle.

Aktivierte CD8 T-Zellen [%]

Fazit: In der Memory Phase der mCMV-Infektion fiihrt das Fehlen des Immunevasins m152
zu einer Erhéhung mCMV-spezifischer CD8 T-Zellfrequenzen. Fur die IE1-spezifische CD8
T-Zellen gilt dies jedoch nicht. Wie in der Akutphase, ist deren Frequenz sogar niedriger als
nach WT.BAC-Infektion. Im Vergleich zur WT.BAC-Infektion hat eine m152-Expression in der
IE- und E-Phase der Infektion niedrigere mCMV-spezifische CD8 T-Zellfrequenzen zur
Folge; eine Beobachtung, die bereits in der Akutphase gemacht wurde.

4.5.3 m152 verhindert die effiziente Kontrolle der akuten mCMV-Infektion

im Haplotyp H-2¢
Die akute CMV-Infektion wird im immunkompetenten Wirt effektiv durch das angeborene und
adaptive Immunsystem kontrolliert. Da die CD8 T-Zellfrequenzen nach m152.IE+E-Infektion
immunkompetenter BALB/c-Mause im Vergleich zur WT.BAC-Infektion stark unterdriickt
waren (siehe Abb. 4.14 und 4.16), sollte nachfolgend geklart werden, welchen Einfluss die
m152-Expression in der IE- und E-Phase auf die virale Genexpression im drainierenden LK
hat.
Es wurde bereits in vitro gezeigt, dass ml52.IE+E-infizierte Fibroblasten von mCMV-
spezifischen CD8 T-Zellen schlechter erkannt wurden als WT.BAC-infizierte Zellen (siehe
Abb. 4.12). Es war daher zu erwarten, dass auch in vivo die m152-Expression in der IE- und
E-Phase zu einer verschlechterten Erkennung der infizierten Zellen durch mCMV-spezifische
CD8 T-Zellen fuhrt. Da antivirale CD8 T-Zellen die Kontrolle der akuten mCMV-Infektion
vermitteln, sollte eine verminderte CD8 T-Zellkontrolle in einer erhéhten viralen Replikation
im drainierenden LK resultieren.

Um eine Korrelation zwischen viraler Replikation und Peptid-spezifischen CD8 T-
Zellfrequenzen zu ermdglichen, wurde die intranodale Genexpression des iel-Gens
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bestimmt, das fir ein immundominantes CD8 T-Zell-Epitop kodiert (Reddehase et al., 1989).
Bei dem IE1-Protein handelt es sich um ein Nicht-Struktur-Protein, das heil3t, es gelangt
nicht Virion-assoziiert in die Wirtszelle und die Prasentation des antigenen IE1-Peptids ist
somit von der Expression sowie Translation des IE1-Transkriptes abhangig.
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Abb. 4.17: Einfluss der m152-Expression auf die virale Genexpression im drainierenden LK. A)
BALB/c-Mause wurden intraplantar mit 10° PFU WT.BAC (graue Symbole), m152.IE+E (schwarze
Symbole) oder Am152 (leere Symbole) infiziert. 3 Tage p.i. wurde Gesamt-RNA aus den poplitealen
LK aufgereinigt, wobei anschlieRend 500ng RNA fiir die IE1-spezifische RT-gPCR eingesetzt wurde.
B) Um den Einfluss der CD8 T-Zellkontrolle auf die virale Genexpression im LK zu bestimmen, erfolgte
24h vor der Infektion eine CD8-Zelldepletion durch i.v. Injektion von 1mg anti-CD8 Antikdrper (siehe
3.6.5). Die Infektion und Transkriptquantifizierung erfolgte wie unter 3.17A beschrieben. Mediane sind
als horizontale Linien angegeben. Die angegebenen P-Werte wurden mit dem 2-tailed t-Test (Welch-
Test) und die P*-Werte wurden mit dem 1-tailed t-Test (Welch-Test) ermittelt
[http:/imwww.graphpad.com/quickcalcs/ttestl/?Format=C].

Die Quantifizierung der viralen Genexpression im poplitealen LK erfolgte 3 Tage nach
intraplantarer Infektion immunkompetenter BALB/c-Mause mit WT.BAC, m152.IE+E oder
Am152. Fir die absolute Quantifizierung der IE1-Transkriptmenge mittels RT-qPCR (siehe
3.4.2) wurden jeweils 500ug Gesamt-RNA eingesetzt und ein IE1-in vitro-Transkript diente
als externer Standard.

Wie erwartet, war in Abwesenheit von m152 die virale Genexpression im drainierenden LK
signifikant geringer (P<0,0001) als nach WT.BAC-Infektion (siehe Abb. 4.17A), da die
verbesserte Antigenprasentation infizierter Zellen eine friihe CD8 T-Zellkontrolle beglinstigt.
Die frihe Eliminierung der infizierten Zellen vermindert somit die virale CD8 T-Zellantwort im
poplitealen LK (vergleiche Abb. 4.14).

Nach m152.1E+E-Infektion war die virale Genexpression im LK signifikant hoher als nach
WT.BAC-Infektion (P=0,0198), wahrend die mCMV-spezifischen CD8 T-Zellfrequenzen
deutlich reduziert waren (vergleiche Abb. 4.14). Diese Experimente zeigen erstmals, dass
eine verstarkte Immunevasion und die damit einhergehende Reduktion der pMHC-I-
Prasentation auf infizierten Zellen zu einer erhghten viralen Genexpression im LK fihrt und
gleichzeitig die antivirale CD8 T-Zellantwort unterdrtickt.
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Nachfolgend sollte nach m152.1E+E-Infektion geklart werden, welchen Einfluss die
Anwesenheit von CD8 T-Zellen auf die virale Genexpression im LK hat. Es wurde erwartet,
dass m152.IE+E-infizierte Zellen der CD8 T-Zellkontrolle entgehen und die An- oder
Abwesenheit antiviraler CD8 T-Zellen die virale Replikation nicht beeinflusst.

Eine in vivo-Depletion der CD8-exprimierenden Zellen erfolgte mittels aCD8-Antikorper 24h
vor der Infektion (siehe 3.6.5). Die Quantifizierung der IE1-Transkripte erfolgte, wie bereits
beschrieben, aus dem poplitealen LK 3 Tage nach Infektion. Die Ergebnisse sind in Abb.
4.17B zusammengefasst.

In  Abwesenheit der CD8 T-Zell-vermittelten Kontrollmechanismen ist die virale
Genexpression nach WT.BAC-Infektion signifikant héher als in Anwesenheit der CD8 T-
Zellen (P*=0,0345). Wie bereits erwartet, ist nach ml152.IE+E-Infektion in An- und
Abwesenheit der CD8 T-Zellkontrolle die virale Genexpression im LK vergleichbar
(P*=0,2166). Dies zeigt, dass die m152.IE+E-Infektion nicht effizient von CD8 T-Zellen
kontrolliert wurde. Zusatzlich konnte der Replikationsunterschied zwischen WT.BAC und
m152.1E+E durch die Depletion von CD8 T-Zellen aufgehoben werden.

Die Am152-Infektion wurde sehr effizient kontrolliert, was zu einer im Vergleich zur WT.BAC-
Infektion deutlich geringeren viralen Genexpression im LK fihrte. In Abwesenheit der CD8 T-
Zellkontrolle war die virale Genexpression nach Am152-Infektion dagegen signifikant héher
als in Anwesenheit der CD8 T-Zellen (P*<0,0001). Allerdings konnte der
Replikationsunterschied zwischen Am152 und WT.BAC durch alleinige Depletion der CD8 T-
Zellen nicht vollstandig aufgehoben werden.

Fazit: In immunkompetenten BALB/c-M&ausen resultiert die Abwesenheit des Immunevasins
m152 in einer effizienten Kontrolle der Infektion durch CD8 T-Zellen. Die verstarkte m152-
Expression fuhrt zu einer verschlechterten Kontrolle der Infektion.

4.5.4 m152 beeinflusst nicht die CD8 T-Zellantwort im Haplotyp H-2°

In bisherigen Publikationen konnte gezeigt werden, dass nach Infektion von
immunkompetenten C57BL/6-Mausen mit WT.BAC bzw. AEvasin die mCMV-spezifischen
CD8 T-Zellfrequenzen und damit die Immundominanz-Hierarchie der Spezifitaten
vergleichbar sind (Gold et al., 2002). Da aber ausschlief3lich die Immunantwort in der Milz
abgefragt wurde und nicht das initiale Priming-Ereignis im LK, sollte im Rahmen dieser Arbeit
geklart werden, welchen Einfluss die m152-Deletion sowie die m152-Expression in der IE-
und E-Phase auf die antivirale CD8 T-Zellantwort H-2"-restringierter Epitope im
drainierenden LK hat. Parallel sollte, analog zu den Analysen im Haplotyp H-2% (sieche Abb.
4.14 und 4.17), die virale Replikation im drainierenden LK mit den CD8 T-Zellfrequenzen
korreliert werden.
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Abb. 4.18: Einfluss der m152-Expression auf die CD8 T-Zellantwort im Haplotyp H-2° in An- und
Abwesenheit der NK-Zellkontrolle. A1/B1/C1) Kontrollgruppen ohne Depletion von Lymphozyten-
Subpopulationen. A2/B2/C2) In vivo-Depletion von NK-Zellen durch i.v. Injektion von 25ul anti-asialo
GM1 Antiserum. A3) In vivo-Depletion von CD8 T-Zellen durch i.v. Injektion von 1mg anti-CD8
Antikorper. A) 3 Tage nach intraplantarer Infektion mit 10°PFU WT.BAC (graue Symbole), m152.IE+E
(schwarze Symbole) oder Am152 (leere Symbole) erfolgte die Quantifizierung der intranodalen IE1-
Transkripte mittels RT-gPCR. Die Mediane sind als horizontale Linien eingezeichnet. Zusatzlich
wurden 7 Tage nach Infektion CD8 T-Zellen aus einem Pool von 5 LK (B) oder Milzen (C)
immunomagnetisch isoliert und als Effektoren im ELISpot-Assay eingesetzt. Als APC dienten EL-4
Zellen (Haplotyp H-2"), welche exogen mit dem angegebenen Peptid der Konzentration 10”M beladen
wurden. Unbeladene EL4-Zellen wurden als Kontrolle mitgefiihrt (). Die Balken repréasentieren die
durch lineare Regression bestimmten Frequenzen der IFN-y-sezernierenden CD8 T-Zellen. Die
eingezeichneten Fehlerbalken stellen die 95% Konfidenzintervalle dar.
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Hierfur erfolgte 3 Tage nach intraplantarer Infektion mit WT.BAC, m152.1IE+E oder Am152
immunkompetenter C57BL/6-Mause (Haplotyp H-2°) die Quantifizierung der viralen
Genexpression im LK (siehe Abb. 4.17). Die mCMV-spezifischen CD8 T-Zellfrequenzen
wurden 7 Tage nach Infektion mittels ELISpot-Assay bestimmt. Die Ergebnisse der IE1-
Quantifizierung sind in Abb. 4.18A1 dargestellt. Abb. 4.18B1 und C1 fassen die antivirale
CD8 T-Zellantwort in Milz und LK zusammen.

Insgesamt ist die virale Genexpression im LK 3 Tage nach intraplantarer WT.BAC-Infektion
von C57BL/6-Mausen deutlich geringer (~5.000 IE1-Transkripte/LK) als nach Infektion von
BALB/c-Mausen (~300.000 IE1-Transkripte/LK). Uberraschenderweise konnte die verstarkte
virale Replikation in Abh&ngigkeit von der m152-Expression in C57BL/6 nicht nachgewiesen
werden (vergleiche Abb. 4.17); die IE1-Genexpression im LK war in allen Infektionsgruppen
vergleichbar (Abb. 4.18A1). Dies korreliert mit den CD8 T-Zellfrequenzen im Haplotyp H-2",
die in Milz und LK in allen Infektionsgruppen vergleichbar waren (Abb. 4.18B1,C1).

Wiéhrend die mCMV-spezifischen CD8 T-Zellfrequenzen im Haplotyp H-2° deutlich von der
m152-Expression moduliert wurden, hatten die Immunevasine offenbar keinen Einfluss auf
die CD8 T-Zellantwort im Haplotyp H-2°. Obwohl nach in vitro-Infektion von MEF oder BMDC
(bone marrow derived dendritic cells) die Immunevasine die Prasentation der pMHC-I-
Komplexe auch im Haplotyp H-2° modulieren (Holtappels et al., 2006), scheint dies nicht zu
bedeuten, dass die Immunevasine in vivo im Kontext der Infektion wirksam sind und die
mMCMV-spezifische CD8 T-Zellantwort beeinflussen.

Es ist bekannt, dass die mCMV-Infektion in C57BL/6-Mausen effizient von NK-Zellen
kontrolliert wird. Hierbei wird der aktivierende NK-Zellrezeptor Ly49H spezifisch durch das
mCMV-kodierte m157-Transmembranprotein stimuliert (Arase et al., 2002; Smith et al.,
2002). Da BALB/c-Mause Ly49H nicht exprimieren, findet hier eine mil57-vermittelte
Aktivierung der NK-Zellen nicht statt (zur Ubersicht: Lisni¢ et al., 2010).

In einer aktuellen Publikation konnte gezeigt werden, dass eine effektive Aktivierung der NK-
Zellen Uber m157 die mCMV-spezifische CD8 T-Zellantwort unterdriickt (Mitrovi¢ et al.,
2012). Basierend auf diesen Beobachtungen wurde vermutet, dass in Abwesenheit der NK-
Zellkontrolle die CD8 T-Zellantwort verstarkt ist und mdglicherweise unter diesen
Bedingungen ein Einfluss der viralen Immunevasion auf die mCMV-spezifische CD8 T-
Zellantwort nachgewiesen werden konnte.

Alle verwendeten Viren kodieren fiir den NK-Zell-Liganden m157; deshalb wurden die
Quantifizierung der IE1-Transkripte im LK und die Analyse der CD8 T-Zellantwort in Milz und
LK nach in vivo-Depletion der NK-Zellen in der C57BL/6-Maus wiederholt. Es ist zu
beachten, dass der verwendete Depletionsantikdrper anti-asialo GM1 auch aktivierte CD8 T-
Zellen depletiert (Slitka et al., 2000); daher muss die Applikation des Antikdrpers einmalig
24h vor der Infektion erfolgen.

Die Ergebnisse der Analysen sind in Abb. 4.18A2, B2 und C2 zusammengefasst. Wie
erwartet, erhoht die Depletion der NK-Zellen die virale Genexpression im LK 3 Tage nach
Infektion der C57BL/6-Mause (vergleiche Abb. 4.18A1 und A2). Allerdings war weiterhin die
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virale Replikation in allen Infektionsgruppen vergleichbar. Dies korreliert zuséatzlich mit den
guantifizierten CD8 T-Zellfrequenzen, die in Milz und LK vergleichbar waren. Eine Ausnahme
bildeten im LK die Spezifititen M45, M57 und m139 nach Am152-Infektion; hier waren die
Frequenzen deutlich héher als nach WT.BAC-Infektion. Die CD8 T-Zellfrequenzen waren
nach Priming mit WT.BAC oder m152.1E+E allerdings vergleichbar.

Die Depletion CD8-exprimierender Zellen erhéht die virale Genexpression im LK 3 Tage
nach Infektion im Vergleich zu den nicht-depletierten C57BL/6-Mausen (vergleiche Abb.
4.18A1 und A3). Allerdings war weiterhin die virale Replikation in allen Infektionsgruppen
vergleichbar. Das Niveau der viralen Replikation war insgesamt niedriger als nach Depletion
der NK-Zellen. Dies bestatigt die Dominanz der NK-Zellantwort in der friilhen Kontrolle der
viralen Replikation im Haplotyp H-2".

Eazit: Nach Infektion immunkompetenter C57BL/6-M&ause hatte die m152-Expression keinen
Einfluss auf die antivirale CD8 T-Zellantwort und die virale Replikation im LK. Dies konnte
auch in Abwesenheit der NK-Zellkontrolle bestatigt werden. Eine Ausnahme bilden die
Spezifitaten M45, M57 und m139 im LK, die in Abwesenheit des Immunevasins m152 und
der NK-Zellkontrolle im Vergleich zur WT.BAC-Infektion deutlich profitierten.

4.5.5 Die mCMV-spezifische CD8 T-Zellantwort ist unabhéngig von der
Cross-Prasentation viraler Peptide

In einigen Publikationen wird auf eine mal3gebliche Rolle der Cross-Préasentation viraler
Peptide auf nicht infizierten profAPC bei der Induktion der mCMV-spezifischen
Immunantwort verwiesen (Bohm et al., 2008; Snyder et al., 2010; Torti et al., 2011b; Busche
et al., 2013). Die im Rahmen dieser Arbeit gezeigte Modulation der CD8 T-Zellantwort durch
die m152-Expression im Haplotyp H-2° widerspricht den publizierten Ergebnissen, da m152
nur in infizierten APC wirken kann und somit keinen Einfluss auf die Cross-Prasentation
viraler Antigene haben kann.

Es war daher von Interesse die Rolle der Cross-Prasentation bei der Initiation der CD8 T-
Zellantwort durch Infektion Cross-Préasentations-defizienter C57BL/6-Unc93b13**-Méause
(nachfolgend: 3d; Haplotyp H-2°) zu bestimmen. Die verwendete 3d-Maus tragt eine
Missense-Mutation im Unc93bl-Allel, welche u.a. die Cross-Préasentation von exogenen
Antigenen verhindert (Janssen et al., 2006; Tabeta et al., 2006).

Die mCMV-spezifischen CD8 T-Zellfrequenzen wurden 7 Tage nach intraplantarer Infektion
mit WT.BAC, m152.IE+E oder Am152 von Cross-Prasentations-defizienten 3d-M&ausen
mittels ELISpot-Assay bestimmt (Abb. 4.19). Uberraschenderweise wurden nach mCMV-
Infektion in Milz und LK von 3d-M&usen hohere virus-spezifische CD8 T-Zellfrequenzen
detektiert, als nach Infektion von C57BL/6-M&usen (vergleiche Abb 4.19 mit Abb. 4.18B1 und
C1).

Die Frequenz-Hierarchien der Spezifitditen in Cross-Préasentations-defizienten 3d- und in
parentalen C57BL/6-Mausen waren jedoch vergleichbar. Dies bedeutet, dass die Initiation
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der mCMV-spezifischen CD8 T-Zellantwort unabhéngig von der Cross-Prasentation viraler
Antigene stattfinden kann. Da die 3d-Maus den genetischen Hintergrund der C57BL/6-Maus
tragt, waren die mCMV-spezifischen CD8 T-Zellfrequenzen in allen Infektionsgruppen
vergleichbar und unabhangig von der m152-Expression (vergleiche Abb. 4.18).

A

15 LK ® WT.BAC Abb. 4.19: Antivirale CD8 T-
@ m152IE+E Zellantwort in Cross-
O Am152 Préasentations-defizienten Mausen.
3d-Mause wurden intraplantar mit
T 1x10°PFU mCMV-WT.BAC (graue
Balken), MCMV-m152.1E+E
(schwarze Balken) oder mCMV-
Am152 (leere Balken) infiziert. Nach
7 Tagen wurden CD8 T-Zellen aus
einem Pool von je 3 LK (A) bzw.
Milzen (B) immunomagnetisch isoliert
und als Effektoren im ELISpot-Assay
M38 M45 M57 IE3 m139 mi4l ¢ eingesetzt. Als APC wurden EL-4
B Zellen (Haplotyp H-2°), welche
5 4 exogen mit dem jeweiligen Peptid
Milz (10°M) beladen wurden, verwendet.
Als Kontrolle wurden unbeladene
EL4-Zellen mitgefuhrt (g). Die Balken
reprasentieren die durch lineare
Regression bestimmten Frequenzen
der IFN-y-sezernierenden CD8 T-
2 Zellen. Die Fehlerbalken stellen die
95% Konfidenzintervalle dar.

Aktivierte CD8 T-Zellen [%]

Aktivierte CD8 T-Zellen [%]

M38 M45 M57 IE3 m139 mi41 o

Fazit: Das mCMV-spezifische CD8 T-Zell-Priming ist sowohl bezlglich Frequenzhthe als
auch Frequenzmuster unabhangig von der Cross-Prasentation viraler Peptide. Die
Modulation der m152-Expression hatte keinen Einfluss auf CD8 T-Zellantwort der 3d-Mause
(Haplotyp H-2").

4.5.6 IFNy-Signalling beeinflusst nicht die mCMV-spezifische CD8 T-Zell-
antwort im Haplotyp H-2°

In den vorhergehenden Abschnitten konnte gezeigt werden, dass die m152-Expression in
der IE- und E-Infektionsphase die CD8 T-Zellantwort im Haplotyp H-2¢ unterdriickt, wahrend
kein Einfluss der mi152-Expression auf die CD8 T-Zellantwort im Haplotyp H-2°
nachgewiesen werden konnte. In weiterfiihrenden Experimenten sollte geklart werden,
welcher Mechanismus die Wirkung der Immunevasine im Haplotyp H-2° aufhebt.

Es ist bekannt, dass neben der viralen Immunevasion auch Zytokine die Antigenprasentation
der Wirtszellen modulieren kdénnen (Geginat et al., 1997; Biron, 2001). Beispielsweise
bewirkt IFNy eine verstarkte Expression der MHC-I-Molekiile und induziert die Expression
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von Genen, die fur eine effiziente Antigenprozessierung bendétigt werden, wie TAP, ERAAP

und die Untereinheiten des Immunoproteasoms.

In vitro wurde beobachtet, dass eine IFNy-Vorbehandlung von Fibroblasten die
Antigenprasentation verbessert und bei nachfolgender Infektion die inhibitorischen
Funktionen der Immunevasine auf3er Kraft setzt (Hengel et al. 1994; Fink et al., 2012). Es
wird vermutet, dass unter Einfluss von IFNy mehr pMHC-Komplexe gebildet werden als
durch die viralen Immunevasionsproteine in der Zelle retendiert werden kénnen. In vivo wird
IFNy hauptsachlich von T-Lymphozyten sowie NK-Zellen sezerniert und eine Antikorper-
vermittelte IFNy-Depletion fuhrt in immunsupprimierten, infizierten Mausen zu einer
reduzierten Kontrolle durch transferierte CD8 T-Zellen (Hengel et al., 1994). Zusatzlich
konnte von unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass nach Infektion von B6-SAP-IFN-y-
Méausen (H-2°), welche hohen IFNy-Serumleveln durch eine konstitutive IFNy-Expression in
der Leber aufweisen, die antivirale Effizienz einer transferierten CTL verbessert ist (Fink et
al., 2012).
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Abb. 4.20: Einfluss der IFNy-Induktion auf die mCMV -spezifische CD8 T-Zellantwort. IFNGR”-
Mause (Haplotyp H-2°) wurden intraplantar mit 1x10° PFU mCMV-WT.BAC (graue Symbole) mCMV-
m152.1E+E (schwarze Symbole) oder mCMV-Am152 (leere Symbole) infiziert. 3 Tage p.i. wurde von 4
Tieren pro Infektionsgruppe die RNA aus den poplitealen LK isoliert. Fiir die IE1-spezifische RT-gPCR
wurden 500ng Gesamt-RNA eingesetzt (A2). Die horizontalen Linien geben die Mediane an.
Zusétzlich wurden 7 Tage nach Infektion CD8 T-Zellen aus einem Pool von 3 LK (A1) oder Milzen (B1)
immunomagnetisch |soI|ert und als Effektoren im ELISpot-Assay emgesetzt Als APC wurden EL-4
Zellen (Haplotyp H-2°) exogen mit dem angegebenen Peptid (10”M) beladen. Als Kontrolle wurden
unbeladene EL4-Zellen mitgefuhrt (@). Die Balken représentieren die durch lineare Regression
bestimmten Frequenzen der IFN-y-sezernierenden CD8 T-Zellen. Die Fehlerbalken kennzeichnen die
95% Konfidenzintervalle.
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Es stellte sich die Frage, ob eine IFNy-Induktion nach mCMV-Infektion in immun-
kompetenten C57BL/6-Mausen die Wirkung der Immunevasine aul3er Kraft setzt. Dies
kénnte die fehlende Abhéngigkeit der CD8 T-Zellantwort von der viralen Immunevasion im
Haplotyp H-2° erklaren. Es war daher von Interesse, die mCMV-spezifische CD8 T-
Zellantwort nach Infektion von C57BL/6-IFNGR™-Mausen (nachfolgend: IFNGR™; Haplotyp
H-2°) zu bestimmen. In der transgenen IFNGR™-Maus ist das fiir den IFNy-Rezeptor
kodierende Allel deletiert (Huang et al., 1993).

Nach intraplantarer Infektion von IFNGR”-Mausen mit WT.BAC, m152.IE+E oder Am152
wurde die mCMV-spezifische CD8 T-Zellantwort in Milz und LK mittels ELIspot-Assay
guantifiziert.

Nach Infektion von IFNGR™”-Mausen (Haplotyp H-2°) mit m152.IE+E oder Am152 waren die
CD8 T-Zellfrequenzen im drainierenden LK geringer als nach WT.BAC-Infektion (Abb.
4.20A1). Ausnahmen stellten die Spezifitdten IE3 und m139 dar. In der Milz waren die
mCMV-spezifischen CD8 T-Zellfrequenzen in allen Infektionsgruppen vergleichbar (Abb.
4.20B). Tendenziell wurden nach m152.IE+E-Infektion fir die Spezifitaten M45, M57 und
m139 sogar hohere CD8 T-Zellfrequenzen als nach WT.BAC-Infektion nachgewiesen.

Die Quantifizierung der IE1-Transkripte im LK zeigte, dass die ml152-Expression nach
Infektion von IFNGR"-Mé&usen keinen Einfluss auf die virale Replikation hatte (Abb. 4.20A2).
Die virale Genexpression im LK kann daher nicht schliissig mit den gemessenen CD8 T-
Zellfrequenzen korreliert werden. Beispielsweise kdnnen geringere CD8 T-Zellfrequenzen im
LK nach Am152-Infektion im Vergleich zur WT.BAC-Infektion nicht schliissig erklart werden.

Fazit: In Abwesenheit des IFNy-Signallings beeinflusst die Expression des Immunevasins
m152 weder die antivirale CD8 T-Zellantwort noch die virale Genexpression im LK.
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4.6 Rolle der Immunevasion im syngenen KMT-Modell

Der Einfluss der m152-Expression auf die frihe CD8 T-Zellantwort im immunkompetenten
Wirt wurde bereits ausfiihrlich beschrieben (siehe 4.5). Es sollte weiterfiihrend der Einfluss
einer verstarkten Immunevasion im klinisch relevanten KMT-Modell mit anschliel3ender
Virusinfektion auf verschiedene Infektionsparameter analysiert werden. Im Gegensatz zum
immunkompetenten Wirt, der die mCMV-Infektion effektiv kontrolliert (siehe Abb. 4.17), muss
im KMT-Rezipienten zundchst die hamatopoetische Rekonstitution erfolgen, bevor die akute
CMV-Infektion kontrolliert werden kann. In der KMT-Situation erfolgt die Kontrolle
hauptséchlich durch mCMV-spezifische CD8 T-Zellen (Reusser et al., 1991; Podlech et al.,
1998; 2000). Zusatzlich ist durch die nicht kontrollierte Virusdissemination in der Phase der
hamatopoetischen Rekonstitution die virale Organ-Last im KMT-Rezipienten, im Vergleich
zum immunkompetent infizierten Wirt, deutlich erhdht (Simon et al., 2006; Reddehase 2002).

6,5Gy _

\/\ {é} mCMV-WT.BAC
oder
KMZ
25 [0 8 o
oder
Donor Rezipient
BALB/c BALB/c i@} mCMV-Am152

4-32 Wochen nach KMT

Bestimmung der Virustiter mittels Plaque-Assay (Lobus der linken Lunge)
Quantifizierung der viralen Organ-Last mittels qPCR (postcavaler Lungenlobus, Milz)

Zytofluorometrische Frequenzanalysen mCMV-spezifischer CD8 T-Zellen
(Lobi der rechten Lunge, Milz)

Abb. 4.21: Darstellung des syngenen KMT-Modells. BALB/c-Rezipienten wurden mit 6,5Gy
bestrahlt und mit 5x10° syngenen Knochenmarkszellen (KMZ) rekonstituiert. AnschlieRend erfolgt die
intraplantare Infektion mit 1x10°PFU der entsprechenden Viren. In einem Zeitraum zwischen 4-32
Wochen nach KMT und Infektion wurden die mCMV-spezifischen CD8 T-Zellen aus Milz und Lunge (3
Lobi der rechten Lunge) zytofluorometisch analysiert. Der Infektionsverlauf wurde durch Bestimmung
der Virustiter aus dem Lobus der linken Lunge und durch Quantifizierung viraler Genome mittels
gPCR aus dem postcavalen Lungenlobus und der Milz bestimmt.

Von Bohm et al. (2009) konnte bereits gezeigt werden, dass in der Phase der
Immunrekonstitution eine Infektion mit AEvasin deutlich effizienter kontrolliert wird als die
WT.BAC-Infektion. Hierbei ist in Abwesenheit der Inmunevasine sowohl die virale Organ-
Last reduziert als auch die Geschwindigkeit der Terminierung der produktiven Infektion
erhoht. Ein Einfluss der Immunevasine auf die antivirale CD8 T-Zellantwort konnte allerdings
nicht festgestellt werden.

In der vorliegenden Arbeit sollte geklart werden, welchen Einfluss eine im Vergleich zum
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WT.BAC verstéarkte Immunevasion nach m152.1E+E-Infektion auf die virale Organ-Last, die
Terminierung der produktiven Infektion und auf die Rekrutierung mCMV-spezifischer CD8 T-
Zellen in Milz und Lunge hat. Hierfur wurden BALB/c-Rezipienten zundchst mit 6,5Gy
bestrahlt. Anschlie3end erfolgten der Transfer von Knochenmarkzellen zur immunologischen
Rekonstitution sowie die intraplantare Infektion mit WT.BAC, m152.1IE+E oder Am152 (siehe
Abb. 4.21). Zu definierten Zeitpunkten nach KMT und Infektion wurden die Frequenzen der
mMCMV-spezifischen CD8 T-Zellen aus Milz und Lunge zytofluorometrisch bestimmt und die
CD8 T-Zellen phanotypisiert (siehe Abb. 4.23). Zusétzlich wurde die Kontrolle der
Virusinfektion in der Lunge mittels Plaque-Assay verfolgt. Da die produktive Infektion bereits
nach 8-12 Wochen kontrolliert ist (Holtappels et al., 1998), wurde zusétzlich die virale DNA-
Load in Milz und Lunge mittels gPCR zu allen Zeitpunkten bestimmt (siehe 4.22).

4.6.1 Die Terminierung der produktiven WT.BAC- oder m152.IE+E-Infektion
verlauft im KMT-Rezipienten vergleichbar

In vorangegangenen Experimenten konnte nach m152.IE+E-Infektion von immun-
kompetenten BALB/c-Mausen gezeigt werden, dass die m152-Expression in der IE- und E-
Phase eine effiziente CD8 T-Zellkontrolle der Infektion unterdriickt. Dies fuhrt im
drainierenden LK zu einer erhghten viralen Genexpression (Abb. 4.17A und B).

Im KMT-Modell erfolgt die Kontrolle der Infektion nicht wie im immunkompetenten Tier
unmittelbar nach der Infektion, sondern ist durch die immunologische Rekonstitution
verzogert. Im folgenden Experiment sollte untersucht werden, ob die m152.1E+E-Infektion
effizient von rekonstituierten CD8 T-Zellen kontrolliert werden kann oder ob mdglicherweise
durch die verstarkte ml152-Expression eine persistierende Infektion im KMT-Rezipienten
induziert wird. Hierfir wurden 4, 6, 8, 14, 20 und 26 Wochen nach KMT und Infektion mit
WT.BAC, m152.IE+E oder Am152 von jeweils 5 Tieren pro Gruppe die Virustiter in der
Lunge (linker Lobus) mittels Plague-Assay quantifiziert (siehe 3.2.2.2). Um nach Kontrolle
der produktiven Infektion den Einfluss der verstarkten Immunevasion nach m152.IE+E-
Infektion auf die latente virale Genomlast zu ermitteln, wurde diese zusatzlich in Milz und
Lunge mittels gPCR (siehe 3.3.13.1) bestimmt.

Uberraschenderweise waren die Virustiter in der Lunge nach Infektion mit WT.BAC oder
m152.1E+E Uber den gesamten Analysezeitraum vergleichbar (Abb 4.22 A). Nach einem
Maximum der viralen Replikation kommt es 8 Wochen nach KMT zu einer deutlichen
Reduktion der Virustiter in der Lunge. Dies korreliert mit dem Nachweis infiltrierender,
mMCMV-spezifischer CD8 T-Zellen und markiert das Einsetzten der immunologischen
Kontrolle (vergl. Abb. 4.24). Wie zu erwarten, waren nach Am152-Infektion die Virustiter in
der Lunge zu allen Zeitpunkten geringer als nach WT.BAC-Infektion, da die immunologische
Kontrolle, wie schon fur die Infektion mit AEvasin publiziert wurde (Béhm et al., 2009),
effizienter verlauft. 14 Wochen nach KMT war in keiner der Infektionsgruppen noch
produktive Infektion nachweisbar. Die hier erhobenen Daten zur immunologischen Kontrolle
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der mCMV-Infektion im KMT-Modell stimmen mit den bereits publizierten Daten lberein
(vergleiche Holtappels et al., 1998; Bohm et al., 2009).
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Abb. 4.22: Immunologische Kontrolle der Priméarinfektion und Latenzetablierung nach
experimenteller KMT. Zu den angegebenen Zeitpunkten nach KMT und Infektion mit den Viren
WT.BAC (graue Symbole), m152.1E+E (schwarze Symbole) oder Am152 (leere Symbole) wurden von
5 Tieren pro Gruppe Milz und Lunge entnommen. A) Virustiter in der Lunge (linker Lobus). Der
Virustiter wurde mittels Plaque-Assay aus Organhomogenaten bestimmt. B) Virale Genom-Last in
Zielorganen von mCMV. Die Quantifizierung der viralen Genome erfolgte mittels M55/gB-spezifischer
gPCR aus Lunge (postcavaler Lobus) und Milz. Eine Normierung auf 1x10° Zellen erfolgte mittels
Quantifizierung des zellularen pthrp-Gens. Symbole reprasentieren unabhangige
Einzeltierbestimmungen. Der dazugehdrige Median ist als horizontale Linie eingezeichnet. Die
unterbrochene Linie markiert das Detektionslimit (DL) des Plaque-Assays.

Die virale Genom-Last in der Lunge war wahrend der produktiven WT.BAC- oder
m152.IE+E-Infektion von KMT-Rezipienten vergleichbar (ca. 100.000 Genome pro 10°
Zellen). Nach dem Einsetzen der immunologischen Kontrolle reduzierte sich die virale Last in
der Lunge auf 2.000-10.000 Genome/10° Zellen und blieb im Zeitraum von 8 bis 26 Wochen
nach KMT konstant (Abb 4.22 B). Im Vergleich dazu lag die virale Last in der Milz nach
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Infektion mit WT.BAC und m152.IE+E zu allen Analysezeitpunkten bei 1.000 Genome/10°
Zellen, war somit deutlich geringer als in der Lunge und blieb Uber den gesamten
Analysezeitraum konstant. Wurden KMT-Rezipienten mit Am152 infiziert, wurde, wie bereits
gezeigt, die Infektion in Milz und Lunge effizienter kontrolliert, was zu einer deutlichen
Reduktion der viralen Last in den Organen fiihrte (Abb 4.22 B).

Fazit: Nach m152-Expression in der IE- und E-Phase oder alleiniger Expression in der E-
Phase erfolgte die Kontrolle der Infektion nach experimenteller KMT und endogener
Rekonstitution mit einer vergleichbaren Kinetik. Auch die virale Genomlast in Milz und Lunge
wurde durch die verstarkte m152-Expression nicht beeinflusst.

4.6.2 Die m152-Expression reduziert die Rekrutierung antiviraler CD8 T-Zellen
in Lunge und Milz nach Infektion von KMT-Rezipienten

Wie gezeigt, reduziert die im Vergleich zum WT.BAC verstarkte Immunevasion m152.1E+E-
infizierter Zellen die antivirale CD8 T-Zellantwort im Haplotyp H-2° (siehe Abb. 4.14 und
4.16). Daher sollte der Einfluss der m152-Expression in der IE- und E-Phase der Infektion
auf die Rekrutierung antiviraler CD8 T-Zellen in Milz und Lunge nach KMT geklart werden.
Zu diesem Zweck wurde die antivirale CD8 T-Zellantwort nach Infektion mit WT.BAC,
m152.1IE+E oder Am152 wahrend der hamatopoetischen Rekonstitution der KMT-
Rezipienten zytofluorometrisch verfolgt.

4.6.2.1 Zytofluorometrische Phanotypisierung IE1-spezifischer CD8 T-Zellen

Mit Hilfe von pMHC-I-Multimeren (Dextramere, Immudex, siehe 2.1.9.3) wurden mCMV-
spezifische CD8 T-Zellen von Lymphozyten aus Milz oder Lunge zytofluorometisch
guantifiziert (siehe 3.8.3.1). Diese Methode liefert die Frequenzen Epitop-spezifischer CD8
T-Zellen in einer Zellpopulation ohne zusatzlichen Stimulus und ermdglicht eine
Phanotypisierung der Zellen. Fir eine Phanotypisierung wurde das L-selectin (CD62L) und
killer-cell lectin receptor G1 (KLRG1) Expressionsmuster der Multimer-positiven CD8 T-
Zellen bestimmt. Die Analyse der CD62L-Expression ermoglicht eine Unterscheidung
zwischen Central Memory und Effector Memory CD8 T-Zellen. KLRG1 wird auf terminal
differenzierten, nicht-proliferierenden CD8 T-Zellen exprimiert (Ibegbu et al., 2005; Thimme
et al., 2005). Die Differenzierung der CD8 T-Zellsubpopulationen folgt dem von Obar und
Lefrancois (2010b) beschriebenem Schema.

Um zusatzlich eine Effektorfunktion von aktivierten CD8 T-Zellen zu bestimmen, erfolgte die
Quantifizierung von IFNy-produzierenden CD8 T-Zellen nach Stimulation mit synthetischem
Peptid.

Exemplarisch ist die zytofluorometrische Vierfarbenanalyse der pulmonalen, IE1-
spezifischen CD8 T-Zellen 8 Wochen nach KMT und WT.BAC-Infektion in Abb. 4.23
dargestellt. Die Farbung erfolgte mit dem IE1-L%Dextramer (sieche 2.1.9.3) sowie
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spezifischen Antikérpern gegen CD8a, CD62L sowie KLRG1 (siehe 2.1.9.2). Fir die
Quantifizierung IFNy-produzierender CD8 T-Zellen nach IE1-Peptidstimulation erfolgte die
Oberflachenfarbung mit CD8a-, CD62L- und KLRG1-spezifischen Antikdrpern, gefolgt von
einer intrazellularen IFNy-Féarbung (siehe 3.8.3.2).

Abb. 4.23: Zytofluorometrische Analyse

A Multimer B Intrazelluléres IEl-spezifischer CD8 T-Zellen. A)
Farbung IFNy Darstellung 1E1-spezifischer CD8 T-Zellen
e s mittels pMHC-Multimer Farbung. 8 Wochen

nach KMT und Infektion mit WT.BAC (siehe
3.6.4) wurden die pulmonalen Lymphozyten
aus einem Pool von 3 Lungen (siehe 3.7.1)
aufgereinigt und in einer Vierfarbenanalyse
3 (Marker: CD8a, Multimer (IE1-Dextramer),
L CD8alog FL-4] CD62L und KLRG1) eingesetzt. Obere
l Reihe, Side Scatter (SSC, lineare
Darstellung) gegen CD8a-Expression (log
s 3 2% FL-1, FITC). Ein elektronisches Gate wurde
auf die CD8a-positiven Zellen eingestellt.
Mittlere Reihe, der prozentuale Anteil IE1-
Peptid spezifischer Zellen unter den CD8a-
positiven T-Zellen wurde durch Farbung mit
- — dem IE1-TCR-spezifischen Multimer
CDS8a [log FL-1] CD8a [log FL-4] bestimmt (log FL-4, APC). Untere Reihe,
Expression der Aktivierungsmarker CD62L
‘ l (log FL-5, PE-Cy7) und KLRG1 (log FL-2,
PE) unter den Zellen im CD8a-positiven IE1-
TCR-positiven Gate. B) Darstellung IE1-
spezifischer CD8 T-Zellen mittels
intrazellularer IFNy-Farbung. 8 Wochen
: nach KMT und Infektion mit WT.BAC wurden
iR% 10° Lymphozyten aus einem Pool von 3
i Lungen far 5h mit synthetischem IE1-Peptid
GDe2L log FL-AI (10° M) kultiviert und fiir die Vier-Farben-
Analyse verwendet (Marker:
Oberflachenfarbung: CD8a, KLRG1, CD62L; intrazellular: IFNy). Obere Reihe, Side Scatter (SSC,
lineare Darstellung) gegen CD8a-Oberflachenexpression (log FL-4, PE-Cy5). Ein elektronisches Gate
wurde auf die CD8a-positiven Zellen gesetzt. Mittlere Reihe, der prozentuale Anteil IFNy-positiver
Zellen unter den CD8a-positiven Zellen wurde durch intrazellulare IFNy-Farbung bestimmt (log FL-1,
FITC). Untere Reihe, Analyse der CD62L (log FL-5, PE-Cy7) und KLRG1 (log FL-2, PE)
Oberflachenexpression unter den CD8a-positiven, IFNy-positiven Zellen.

SSC

o
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IFNy [log FL-1]

\ﬁ
\l/%

©

60,2%

~

KLRG1 [log FL-2]

KLRG1 [log FL-2]

\l/%
\l/%

CD62L [log FL-5]

In der pulmonalen Lymphozytenpopulation wurden 8 Wochen nach KMT und Infektion mit
WT.BAC 4,4% CD8a-positive Zellen detektiert, davon waren 6,1% IE1-TCR-positiv. Bei den
IE1-spezifischen CD8 T-Zellen handelte es sich mit einer Majoritat von 60,2% um terminal-
differenzierte Short Lived Effector Cells (SLEC, KLRG1""CD62L"").

Nach IE1-Peptidstimulation wurden in der pulmonalen Lymphozytenpopulation 14,3% CD8a-
postitive Zellen detektiert. In der Gesamtheit aller CD8a-positiven Zellen produzierten 2,1%
nach IE1-Peptidstimulation IFNy. Die Majoritat der IFNy-produzierenden CD8 T-Zellen
zeigten einen SLEC-Phénotyp.
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4.6.2.2 m152 unterdriickt die Rekrutierung antiviraler CD8 T-Zellen
in Milz und Lunge

Um den Einfluss einer verstarkten m152-Expression auf die Rekonstitution antiviraler CD8 T-
Zellen nach KMT aufzuklaren, erfolgte die zytofluorometrische Quantifizierung der mCMV-
spezifischen CD8 T-Zellen (siehe Abb. 4.23) 4, 8, 12, 16, 24 und 32 Wochen nach KMT und
Infektion mit WT.BAC, m152.1E+E oder Am152. Fir die zytofluorometrische Analyse erfolgte
die Farbung von Lymphozyten aus Milz und Lunge mittels IE1-L% oder m164-D%Multimeren
sowie spezifischen Antikérpern gegen die Oberflachenantigene CD8a, CD62L sowie KLRGL1.
In Abb. 4.24A wurde der prozentuale Anteil der CD8a-positiven Zellen aus Milz und Lunge
aus dem Lymphozytengate im Verlauf der Infektion dargestellt. Hierbei lag der Anteil CD8a-
positiver Zellen in der Milz zu allen Analysezeitpunkten um 3% und war nach Infektion mit
WT.BAC, mi152.IE+E oder Am152 vergleichbar. Dem gegeniber lag der Anteil CD8a-
positiver Zellen in der infizierten Lunge 4 Wochen nach KMT und mCMV-Infektion bei 20-
35%, sank daraufhin ab und schwankte im weiteren Verlauf um 5-10 %. Ein Einfluss der
m152-Expression auf die Rekrutierung CD8a-positiver Zellen konnte weder in der Lunge
noch in der Milz nachgewiesen werden.

Die Quantifizierung der IE1-L% bzw. m164-D°-Multimer-positiven unter den CD8a-positiven
Zellen (siehe Abb. 4.24B) zeigte, dass nach Am152-Infektion von KMT-Rezipienten der
Anteil IE1- bzw. m164-spezifischer CD8 T-Zellen sowohl in der Lunge als auch in der Milz
deutlich hoher war als nach WT.BAC-Infektion. Eine Ausnahme stellte Woche 24 und 32
nach KMT dar.

In der m152.1E+E-infizierten Lunge wurden deutlich weniger IE1-spezifische CD8 T-Zellen
nachgewiesen als nach WT.BAC-Infektion. Allerdings war in der Milz der Anteil m164- bzw.
IE1-Multimer-positiver CD8 T-Zellen nach Infektion mit WT.BAC oder ml52-IE+E
vergleichbar. Daher wurde die zytofluorometrische Vierfarbenanalyse 8 Wochen nach KMT
und Infektion exemplarisch in der Milz wiederholt. Zusatzlich erméglicht die unabhangige
Messung von 5 Tieren pro Infektionsgruppe (siehe Abb. 4.25) eine statistische Auswertung.
Die Analyse zeigte, dass im Vergleich zur WT.BAC-Infektion der prozentuale Anteil IE1-
spezifischer CD8 T-Zellen nach m152.IE+E-Infektion signifikant reduziert (P=0,0049) bzw.
nach Am152-Infektion signifikant erhéht war (P=0,0013).
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Abb. 4.24 Kinetik der mCMV-spezifischen CD8 T-Zellantwort nach experimenteller KMT und
Infektion. KMT-Rezipienten wurden intraplantar mit 1x10° PFU WT.BAC (graue Symbole), m152.1E+E
(schwarze Symbole) oder Am152 (leere Symbole) infiziert (siehe Abb. 4.21). Zu den dargestellten
Zeitpunkten wurde jeweils aus einem Pool von 3 Milzen bzw. Lungen eine Einzelzellsuspension
hergestellt und diese fir die zytofluorometrische Analyse verwendet. Die Zellpopulationen wurden
mittels Vierfarbenanalyse wie unter 4.23 A beschrieben identifiziert. A) Darstellung der CD8a-positiven
Zellen aus dem Lymphozytengate. B) Prozentualer Anteil der IE1- bzw. m164-TCR-positiven Zellen
unter den CD8a-positiven Zellen. C) Prozentualer Anteil der IE1-TCR-positiven SLEC
(KLRG1""CD62L™), TEM (KLRG1°“CD62L"") und TCM (KLRG1°“CD62L"®") unter den IE1-TCR-
positiven Zellen.
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Milz Abb. 4.25: Frequenzen IE1-spezifischer CD8 T-Zellen in der Milz
8 nach experimenteller KMT und Infektion. Immunsupprimierte KMT-
P=0,0020 Rezipienten wurden intraplantar mit 1x10°PFU WT.BAC (graue
5§ o Symbole), m152.IE+E (schwarze Symbole) oder Am152 (leere
3= °1 Symbole) infiziert (siehe Abb. 4.21). 8 Wochen nach KMT wurden aus
E % - jeweils 5 Milzen pro Infektionsgruppe unabhéangige
B E o Einzelzellsuspensionen hergestellt und zytofluorometrisch analysiert.
2o 47 o Die Zellpopulationen wurden mittels Vierfarbenanalyse wie unter 4.23
55 Pﬂee A beschrieben identifiziert. Dargestellt ist der prozentuale Anteil der
E S 8 IE1-TCR-positiven Zellen unter den CD8a-positiven Zellen. Die
ST 24 @ Symbole reprasentieren unabhéngige Einzeltiermessungen. Die
E% o ?_ Mediane sind als Balken eingetragen. Die angegebenen P-Werte
- wurden mit dem ungleichen Varianz t-Test (Welch-Test) ermittelt
0 4 [http://mwww.graphpad.com/quickcalcs/ttestl/?Format=C].
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Um einen mdoglichen Einfluss der m152-Expression und der damit einhergehenden
Reduktion der Antigenprasentation infizierter Zellen auf den Aktivierungsphanotyp der
mCMV-spezifischen CD8 T-Zellen zu untersuchen, erfolgte eine Differenzierung der CD8 T-
Zellsubpopulationen in SLEC (KLRG1""CD62L""), TEM (KLRG1°“CD62L"°") und TCM
(KLRG1"CD62L"" (Obar und Lefrancois, 2010a;b). Exemplarisch ist diese
Phanotypisierung fir die IE1-spezifischen CD8 T-Zellen in Lunge und Milz im longitudinalen
Verlauf nach KMT und Infektion dargestellt (Abb. 4.24C).

Bei der Majoritat IE1-spezifischer CD8 T-Zellen aus Milz und Lunge handelte es sich um
SLEC (KLRG1""CD62L'"). Dies stimmt mit den Beobachtungen von Thimme et al. (2005)
Uberein, da virus-spezifische SLEC hauptsachlich nach persistierender Stimulation mit
viralen Antigenen, wie es nach CMV-Infektion der Fall ist, nachgewiesen wurden. Auch
Synder und Kollegen konnten zeigen, dass der mCMV-spezifische Memory CD8 T-Zellpool
primar aus SLEC gebildet wird (Snyder et al., 2009).

Weiter lasst sich feststellen, dass der Anteil IE1-spezifischer TCM in der Milz deutlich héher
war als in der Lunge. Auch dies ist nicht Giberraschend, da TCM hauptsachlich in sekundaren
lymphatischen Organen wie LK und Milz lokalisiert sind.

Nach Am152-Infektion war der Anteil IE1-spezifischer SLEC in der Milz tGber den gesamten
Analysezeitraum hoher als nach WT.BAC-Infektion. Auch in der Am152-infizierten Lunge
waren 8 bis 16 Wochen nach KMT mehr IE1-spezifische SLEC nachweisbar als nach
WT.BAC-Infektion. In der m152.IE+E- oder WT.BAC-infizierten Lunge war der Anteil IE1-
spezifischer SLEC zu allen Zeitpunkten vergleichbar.
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Abb. 4.26: Kinetik mCMV-spezifischer CD8 T-Zellfrequenzen nach experimenteller KMT und
Infektion. Die Frequenzen der IFNy-positiven, Epitop-spezifischen CD8 T-Zellen wurden nach KMT
und Infektion mit WT.BAC (graue Symbole), m152.IE+E (schwarze Symbole) oder Am152 (leere
Symbole) zytofluorometrisch quantifiziert. Zu den dargestellten Zeitpunkten wurden 10° Milzzellen
oder pulmonale Lymphozyten aus einem Pool von je 3 Organen isoliert, mit den angegebenen,
synthetischen Peptiden (10° M) fir 5h co-kultiviert und anschlieBend fiir die unter Abb. 4.23B
beschriebene Vierfarbenanalyse eingesetzt. Dargestellt sind die IFNy-positiven Zellen unter der
gesamten CD8a-positiven Zellpopulation.

Um zusatzlich eine Effektorfunktion der mCMV-spezifischen CD8 T-Zellen zu erfassen,
erfolgte parallel zur MHC-I-Multimerfarbung die zytofluorometrische Quantifizierung der
IFNy-produzierenden CD8 T-Zellen nach Stimulation mit synthetischen mCMV-spezifischen
Peptiden. Die Ergebnisse bestatigen eine verbesserte Rekrutierung IE1- bzw. ml64-
spezifischer CD8 T-Zellen in die Am152-infizierte Lunge und Milz (Abb. 4.26). Wahrend die
m152.1E+E-Infektion die Rekrutierung IE1-spezfischer CD8 T-Zellen unterdrickte, wurde die
Rekrutierung von m164-spezifischen CD8 T-Zellen in Milz und Lunge eher begunstigt.

Die Frequenzen der Spezifitaiten M105 und m145 wurden im longitudinalen Verlauf nach
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KMT und Infektion weder von der m152-Deletion noch von der verstarkten m152-Expression
beeinflusst.

Fazit: In Abwesenheit von m152 wurde nach Infektion von KMT-Rezipienten eine erhohte
Anzahl an IE1- bzw. m164-spezifischen SLEC in Milz und Lunge rekrutiert. Nach verstarkter
m152-Expression war die Rekrutierung IE1-spezifischer CD8 T-Zellen vermindert.

4.7 Die Antigenprasentation infizierter, nicht-hamatopoetischer
Gewebszellen fuhrt zur Rekrutierung antiviraler CD8 T-Zellen

In der vorliegenden Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass nach Infektion von KMT-
Rezipienten die m152-Expression die Rekrutierung IE1-spezifischer CD8 T-Zellen in die
Lunge unterdriickte. In Abwesenheit von m152 wurden hohere Frequenzen pulmonaler IE1-
spezifischer CD8 T-Zellen nachgewiesen, wahrend nach verstarkter m152-Expression die
Rekrutierung IE1-spezifischer CD8 T-Zellen vermindert war. Da die Frequenzen der mCMV-
spezifischen CD8 T-Zellen durch das virale Immunevasin m152 moduliert wurden, liel3 dies
vermuten, dass die Rekrutierung virus-spezifischer CD8 T-Zellen durch die MHC-I-
Préasentation viraler antigener Peptide auf infizierten Zellen und nicht durch Cross-
Prasentation auf nicht-infizierten DCs bestimmt wird.

Es ist bekannt, dass fur das initiale CD8 T-Zell-Priming die Interaktion naiver CD8 T-Zellen
mit hamatopoetischen profAPCs in lymphatischen Organen notwendig ist (zur Ubersicht:
Yewdell, 2010). Im Gegensatz dazu sind geprimte Effektor T-Zellen nicht mehr strikt auf
Kostimulation durch hdmatopoetische profAPCs angewiesen. Daher ist eine Restimulation
geprimter CD8 T-Zellen durch die Antigenprasentation auf diversen Zelltypen moglich (Sigal
et al., 1999), wie beispielsweise APCs nicht-hAmatopoetischen Ursprungs. In einer aktuellen
Publikation unserer Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass die Rekrutierung von CD8 T-Zellen in
die latent infizierte Lunge von der Antigenprasentation auf nicht-hdmatopoetischen,
parenchymalen Zellen abhangt (Seckert et al., 2011). Hierfiir wurden folgende KM-Chimaren
verwendet: bestrahlte H-2°"2-M&use wurden mit BALB/c-KMZ rekonstituiert (H-2dxdm2) und
anschlieRend mit WT.BAC infiziert. Da die nicht-hdmatopoetischen Rezipienten-Zellen der H-
2dxdm2-Chimare das MHC-I L9-Molekil nicht exprimieren, kann das virale, Ld-préisentierte
IE1-Peptid ausschlief3lich von hamatopoetischen Donorzellen prasentiert werden (siehe Abb.
4.27). Als Kontrolle erfolgte der syngene Transfer von BALB/c-KMZ in bestrahlte BALB/c-
Rezipienten (H-2dxd) mit anschlieRender Infektion. Dieses etablierte Modell wurde im
Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendet, um aufzuklaren, ob die Rekrutierung IE1-
spezifischer CD8 T-Zellen in die Lunge von der Antigenprasentation auf hamatopoetischen
oder nicht-hamatopoetischen Zellen bestimmt wird. Im Gegensatz zu der Arbeit von Seckert
und Kollegen (2011), erfolgte die Analyse der IE1-spezifischen CD8 T-Zellfrequenzen der
KM-Chimére und Homochimare nach Infektion mit WT.BAC, m152.IE+E oder Am152.
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Abb. 4.27: Modell der Generierung und Infektion von KM-Chimaren. Durch y-Bestrahlung
immunsupprimierte BALB/c- oder H-2°"%Mause wurden mit 5x10° BALB/c-KMZ rekonstituiert.
AnschlieRend erfolgt eine intraplantare Infektion mit 1x10° PFU der angegebenen Viren. Da die nicht-
hamatopoetischen Rezipientenzellen der H-2dxdm2-Chimare (untere Abb.) das MHC-I L°-Molekil
nicht exprimieren, wird das L%restringierte 1E1-Epitop (hellblau) ausschlieBlich von den
hamatopoetischen Spenderzellen prasentiert. Dem gegenlber kann in der H-2dxd-Homochimaren
(obere Abb.) das IE1-Epitop von Rezipienten- und Spenderzellen prasentiert werden.

Die Quantifizierung der pulmonalen, IE1l-spezifischen CD8 T-Zellen erfolgte 8 und 22
Wochen nach KMT zytofluorometrisch mittels MHC-I-Multimerfarbung (siehe Abb. 4.23). Die
Ergebnisse der zytofluorometrischen Analysen sind in Abb. 4.28 zusammengefasst.

Wie erwartet wurden 8 Wochen nach KMT und Infektion der H-2dxd-Chiméren vermehrt IE1-
spezifische SLEC in die Aml52-infizierte Lunge rekrutiert, wahrend nach ml152.IE+E-
Infektion die Rekrutierung IE1-spezifischer SLEC vermindert war. Demgegeniber waren in
den infizierten Lungen der H-2dxdm2-Chimare, deutlich weniger IE1-spezifische CD8 T-
Da H-2dxdm2-Chimare die
Préasentation des IE1-Peptids nur auf hamatopoetischen Zellen erfolgt, impliziert dies, dass

Zellen in allen Infektionsgruppen nachweisbar. in der
auch fur eine effektive Rekrutierung virus-spezifischer CD8 T-Zellen in der frihen
Infektionsphase eine Antigenprasentation auf infizierten nicht-hamatopoetischen Zellen
stattfinden muss. Auffallig war aulerdem, dass in der H-2dxdm2-Chimére die héochste
Anzahl IE1-spezifischer SLEC nach Am152-Infektion nachgewiesen werden konnte. Nach
Infektion mit WT.BAC oder m152.IE+E war der Anteil an SLEC und TEM in der Population
der IE1-spezifischen CD8 T-Zellen vergleichbar.

Zum Zeitpunkt 22 Wochen nach KMT und Infektion waren die Frequenzen der pulmonalen,
IE1-spezifischen CD8 T-Zellen in den H-2dxd-Homo-Chimaren deutlich héher als 8 Wochen
nach der Infektion. Die vermehrte Rekrutierung antiviraler CD8 T-Zellen in die latent infizierte
Lunge konnte bereits von Holtappels et al. (1998) gezeigt werden. Es wird postuliert, dass

die stochastische Expression des iel-Transkriptes in latent infizierten Lungenzellen die
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MHC-I-Prasentation des IE1-Peptids und somit eine kontinuierliche Restimulation
pulmonaler, IE1-spezifischer CD8 T-Zellen induziert (Kurz et al., 1999; Holtappels et al.,
2000a; zur Ubersicht: Seckert et al., 2013).

8 Wochen nach KMT 22 Wochen nach KMT
H-2dxd H-2dxdm2 H-2dxd H-2dyxdm2
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% |E1-spezifische SLECs oder TEMs oder TCMs
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Abb. 4.28: Pulmonale Infiltration IE1-spezifischer CD8 T-Zellen nach experimenteller KMT und
Infektion. Immunsupprimierte BALB/c- oder H-2""2-Mause wurden mit 5x10° BALB/c-KMZ
rekonstituiert und intraplantar mit 1x10°> PFU WT.BAC (graue Balken), m152.IE+E (schwarze Balken)
oder Am152 (leere Balken) infiziert. 8 und 22 Wochen nach KMT und Infektion wurden Lymphozyten
aus einem Pool von je 5 Lungen pro Gruppe isoliert und zytofluorometrisch analysiert. Die
dargestellten Zellpopulationen wurden mittels Vierfarbenanalyse wie unter Abb. 4.23A beschrieben
identifiziert. Obere Reihe, prozentualer Anteil IE1-TCR-positiver Zellen unter den CD8a-positiven
Zellen. Untere Reihe, Anzahl der IE1-TCR-spezifischen SLEC (schwarze Balken), TEM (graue
Balken) und TCM (leere Balken) unter den CD8a/IE1-TCR-positiven Zellen.

In den pulmonalen Infiltraten der H-2dxdm2-Chiméare war 22 Wochen nach KMT keine
Anreicherung IE1-spezifischer CD8 T-Zellen nachweisbar. Dies belegt den Einfluss der
Antigenprasentation durch nicht-hAmatopoetische Zellen auf die pulmonale Rekrutierung
IE1-spezifischer CD8 T-Zellen in der Memory-Phase. Dartiber hinaus zeigte die Majoritat der
pulmonalen IE1-spezifischen CD8 T-Zellen der H-2dxdm2-Chimare einen TEM-Phé&notyp,
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wéahrend die infiltrierenden CD8 T-Zellen in der H-2dxd-Homochimére einen SLEC-Phanotyp
aufwiesen.

Fazit: Eine effektive Rekrutierung IE1-spezifischer CD8 T-Zellen in die akut oder latent
infizierte Lunge wird von direkter Antigenprasentation auf nicht-hdmatopoetischen Zellen
vermittelt und von viralen Immunevasionsmechanismen unterdrickt.

4.8 Die Immunkontrolle durch eine IE1-spezifische CTL-Linie ist nach
WT.BAC- oder m152.1IE+E-Infektion vergleichbar

In der vorliegenden Arbeit wurde bereits gezeigt, dass die IE1-Antigenprasentation von
m152.1E+E-infizierten MEF in der IE-Phase der viralen Replikation im Vergleich zur
WT.BAC-Infektion deutlich reduziert war (siehe Abb. 4.11 und 4.12). Zudem konnte nach
intraplantarer m152.IE+E-Infektion immunkompetenter BALB/c-M&ause eine erhohte virale
Genexpression im ableitenden LK nachgewiesen werden (siehe Abb. 4.17). Demgegeniber
wurden die Infektion mit WT.BAC und m152.IE+E nach Infektion von KMT-Rezipienten
(Haplotyp H-2% mit vergleichbarer Kinetik kontrolliert (siehe Abb. 4.22).

AbschlieRend sollte die Immunkontrolle einer IE1-spezifischen CTLL nach Infektion mit
WT.BAC oder m152.IE+E in vivo analysiert werden. Hierbei wird erwartet, dass die IE1-
spezifische CTLL die ml152.IE+E-Infektion nur vermindert kontrolliert. Das protektive
Potenzial mCMV-spezifischer T-Zell-Linien mit definierter Epitop-Spezifitat konnte bereits in
verschiedenen experimentellen Ansétzen nachgewiesen werden (Reddehase et al., 1987,
Holtappels et al., 2000b; Holtappels et al., 2001; Holtappels et al., 2002c).

WT.BAC m152.1E+E Abb. 4.29: Schutzwirkung transferierter
LA T T |E1-spezifischer ~ CTLL.  Immunsup-
primierten BALB/c-M&ausen wurden
E 77 _@ ° ® definierte Zellzahlen der IE1-spezifischen
o e CTLL iv. injiziet und anschlieBend
S 6 F o o € e erfoI%te die intraplantare Infektion mit
k=) e '!' ® 1x10° PFU WT.BAC oder m152.1E+E. Als
N 5 ] .@. @ et Kontrolle wurde eine Infektionsgruppe
= ° ) ohne Transfer mitgefuhrt (@). 9 Tage nach
g 4 Transfer erfolgte die Organentnahme und
c exemplarisch wurde in der Milz die
E s Viruslast im Plaque-Assay quantifiziert.
= Die Mediane sind als horizontale Balken
S dargestellt. T= verstorbene Tiere.
S 27
& & 8§ & 5 &
s & X 8 s & X 8

Anzahl der transferierten IE1-spezifischen CTLs
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Der adoptive Transfer (AT) einer in vitro-generierten |IE1-spezifischen CTLL (siehe 3.7.3)
erfolgte in immunsupprimierten BALB/c-Méausen (siehe 3.6.1) nach Infektion mit 1x10°> PFU
m152.1E+E oder WT.BAC (siehe 3.6.2). Als Referenz wurde eine Gruppe ohne Transfer
mitgefuhrt. An Tag 9 nach AT wurde die Viruslast exemplarisch in der Milz mittels Plaque-
Assay ermittelt.

Nach Infektion mit WT.BAC und m152.IE+E war die Viruslast in der Milz in den
Kontrollgruppen, welche keinen Transfer protektiver CD8 T-Zellen erhielten, vergleichbar
(sieche Abb. 4.29). Bereits ein Transfer von 2x10* IE1-spezifischen CTLLs reduzierte die
Virustiter in der Milz sowohl nach Infektion mit WT.BAC als auch mit m152.IE+E. Generell
war die Immunkontrolle durch eine in vitro-generierte, IE1l-spezifische CTLL nach
m152.1E+E- oder WT.BAC-Infektion aber vergleichbar.

Fazit: Eine nach mCMV-Infektion verstarkte ml152-Expression beeinflusst nicht die
Immunkontrolle durch eine in vitro-generierte IE1-CTLL.
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5 Diskussion

5.1 Ergebnisdiskussion

Das Humane Cytomegalovirus (HCMV) ist ein ubiquitér verbreiteter Krankheitserreger, der
bei immunsupprimierten Individuen schwere klinische Manifestationen hervorruft. Die
Entwicklung einer Vakzine hat daher hohe Prioritat (Griffiths et al., 2013). Hierfir ist ein
detailliertes Verstandnis der Interaktion zwischen Cytomegaloviren und dem wirtseigenen
Immunsystem unabdingbar. Da die Immunkontrolle primar von antiviralen CD8 T-Zellen
vermittelt wird, bildet die Interferenz von CMV mit dem MHC-I-Antigenprasentationsweg,
vermittelt  durch  Immunevasionsproteine, einen  Forschungsschwerpunkt vieler
Arbeitsgruppen.

Die Expression der HCMV-kodierten Immunevasionsproteine erfolgt in allen Phasen der
viralen Genexpression, um die Erkennung infizierter Zellen zu verhindern (zur Ubersicht:
Noriega et al., 2012). Im Zuge der murinen CMV (mCMV)-Infektion findet die Expression der
Immunevasionsproteine m152, m06 und m04 erst in der Early-(E)-Phase statt (zur Ubersicht:
Reddehase, 2002), so dass bereits in der Immediate Early-(IE)-Phase Virion-assoziierte
sowie neusynthetisierte IE-Proteine der proteasomalen Prozessierung und MHC-I-
Préasentation zugefiihrt werden. Um die Peptid-MHC (pMHC)-I-Prasentation nach mCMV-
Infektion bereits in der IE-Phase zu unterdriicken, wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit
eine Virusrekombinante generiert, die das zentrale Immunevasin m152 unter Kontrolle der
regulatorischen MIE-PEEP-Genregion exprimiert.

Im Fokus dieser Arbeit stand es aufzuklaren, welchen Einfluss eine verstarkte ml152-
Expression auf die Initiation und Aufrechterhaltung der mCMV-spezifischen CD8 T-
Zellantwort hat. Die Analyse der antiviralen CD8 T-Zellantwort erfolgte sowohl nach mCMV-
Infektion des immunkompetenten Wirtes als auch des immunsupprimierten Knochen-
marktransplantations (KMT)-Rezipienten.

Integration des m152-ORF unter Kontrolle des regulatorischen MIE-PEEP-
Genelements

Fur die ektopische Insertion des m152-ORF in die MIE-PEEP-Genregion wurde die Methode
der Zwei-Schritt-BAC-Mutagenese gewahlt (Messerle et al., 1997; Borst et al., 1999; Wagner
et al., 1999). Grundlage hierfiir bildet eine homologe Rekombination zwischen parentalem
mMCMV-BAC-Plasmid und einem Shuttle-Plasmid, welches das zu inserierende Gen sowie
Sequenzhomologien zum gewtinschten Integrationsort bereitstellt.

Als Integrationsort des m152-ORF wurde das nicht-essenzielle ie2-Gen gewahlt (Messerle et
al., 1992; Cardin et al., 1995). Die Expression des ie2-Gens wird durch die MIE-PEEP-
Genregion kontrolliert und erfolgt sowohl in der akuten Phase der Infektion als auch wahrend
der viralen Latenz (Grzimek et al., 2001; Simon et al., 2007; Seckert et al., 2012). Zusatzlich
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steuert die MIE-PEEP-Region die Expression des IE1-Proteins, das ein immundominantes
CD8 T-Zell-Epitop bereitstellt (Reddehase et al., 1989). Eine Integration des m152-ORF in
die ie2-Genregion ermgglicht die Expression des IE1-Peptids und des Immunevasins m152
unter Kontrolle des gleichen Genelements.

Alternativ wére eine Integration des m152-ORF in die iel/3-Transkriptionseinheit denkbar;
ein Ansatz der jedoch verschiedene Probleme mit sich bringt. Die Integration sollte nicht im
Bereich der Genregion erfolgen, die fir das immundominante IE1-Peptid kodiert. Wirde
m152 hingegen an Stelle von IE3 exprimiert, hatte die Virusrekombinante einen starken
Replikationsdefekt, da das IE3-Protein ein essenzieller Transaktivator der nachfolgenden E-
Genexpression ist (Angulo et al., 2000; Perez et al, 2013). Vor diesem Hintergrund sollte
generell von der Insertion eines Gens in die iel/3-Transkriptionseinheit abgesehen werden.

Mit Hilfe der BAC-Mutagenese wurden zwei rekombinante Viren generiert: mCMV-
m152.IE+E und mCMV-m152.1E. Die Virusrekombinante mCMV-m152.IE+E (nachfolgend:
m152.1E+E) beinhaltet den m152-ORF unter Kontrolle des ie2-Promotors, zusétzlich zur
m152-Gensequenz unter Kontrolle des authentischen Promotors. Die Rekombinante mCMV-
m152.1IE (nachfolgend: m152.IE) kodiert den m152-ORF alleinig in der MIE-PEEP-
Genregion.

In unserer Arbeitsgruppe wurde bereits die Insertion des Diphterie Toxin Rezeptor-Gens in
die ie2-Genregion erfolgreich durchgefuhrt, ohne die biologischen Eigenschaften des
rekombinanten Virus zu beeinflussen (Scheller, 35" Annual International Herpesvirus
Workshop, Salt Lake City, 2010). Es war daher davon auszugehen, dass die im Rahmen der
vorliegenden Arbeit durchgefiihrte ektopische Insertion des m152-ORFs keinen Einfluss auf
das Wachstum der neu-generierten Viren hat.

Die Bestimmung des Genom-zu-PFU-Verhéltnisses der BAC-freien Viren m152.IE+E und
m152.1E zeigte, dass verglichen mit den parentalen Viren (MCMV-WT.BAC oder mCMV-
Am152) eine ahnliche Anzahl an viralen Genomen bendtigt wird, um ein Plaque-bildendes
Ereignis (PFU) in permissiven Zellen zu induzieren (Tab. 4.6). Das Genom-zu-PFU-
Verhaltnis der jeweiligen Rekombinante war vergleichbar mit dem in der Literatur
beschriebenen Wert des mCMV-WT-Smith-Stammes von ~500:1 (Kurz et al., 1997; Grzimek
et al., 1999).

Zusatzlich belegten die Ergebnisse der in vitro-Replikationskinetik, dass alle generierten
Virusrekombinanten vergleichbar mit den parentalen Viren in permissiven Fibroblasten
replizieren (Abb. 4.10). Dariber hinaus konnten fir die Rekombinanten in vivo nach
Infektion von immunsupprimierten BALB/c-Mausen vergleichbare Verdopplungszeiten in
ausgewahlten mCMV-Zielorganen (Lunge, Leber, Milz, Speicheldriise) nachgewiesen
werden (Abb. 4.13).

Durch die Integration des m152-ORF in die ie2-Genregion sollte das IE2-Protein nicht
translatiert werden, da die Translation des m152-IE2-Transkriptes durch das m152-Stop-
Codon terminiert wird. Die Bestéatigung der IE2-Deletion erfolgte unter selektiven IE-
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Bedingungen nach m152.IE+E- oder m152.1E-Infektion von Fibroblasten. Im Western Blot
war das IE2-Protein nicht nachweisbar (Abb. 4.7).

Da die MIE-PEEP-Region zusatzlich die iel-Genexpression reguliert, wurde auch die IE1-
Proteinexpression untersucht. Diese zeigte sich wie erwartet unbeeinflusst von der
ektopischen m152-Expression (Abb. 4.9).

Funktionelle Expression des Immunevasins m152 in der IE-Phase

In der vorliegenden Arbeit wurde die ektopische Expression des m152-Proteins zunéchst
unter selektiven IE-Bedingungen nach ml52.IE+E- oder m152.1E-Infektion Gberprift. In
Fibroblasten konnte unter diesen Bedingungen das ml52-Protein ausschlie3lich nach
m152.1IE+E- oder m152.IE-Infektion und nicht nach Infektion mit WT.BAC nachgewiesen
werden (Abb. 4.7). Dies bestétigte die Beobachtungen von Del Val et al. (1989), dass die
Expression der mCMV-kodierten Immunevasine nach WT-Infektion erst in der E-Phase der
viralen Genexpression einsetzt.

Nachfolgend sollte geklart werden, wie sich die m152-Proteinexpression im zeitlichen Verlauf
der Infektion mit m152.IE+E oder m152.IE verhélt. Die erste Studie Uber die ml152-
Proteinexpression wurde von Ziegler et al. (1997) durchgefiihrt. In dieser Arbeit wurde das
m152-Protein als Typ I-Transmembranglykoprotein mit drei potenziellen N-Glykosylierungs-
stellen beschrieben. In WT-Smith-infizierten Fibroblasten konnten 3-4h p.i. drei m152-
Isoformen (48kDa, 40kDa und 36kDa) nachgewiesen werden. Das Maximum der m152-
Proteinexpression wurde 5-6h p.i. erreicht.

Wie erwartet konnten in der vorliegenden Arbeit nach m152.IE+E-Infektion alle m152-
Proteinisoformen zu einem frilheren Zeitpunkt (2h p.i.) nachgewiesen werden als nach
Infektion mit WT.BAC. Zusatzlich war nach m152.IE+E-Infektion die detektierte m152-
Proteinmenge zu allen Zeitpunkten héher.

Nach m152.IE-Infektion war die m152-Proteinexpression im Vergleich zur WT.BAC-Infektion
verringert. Dies lasst vermuten, dass die m152-Expression unter Kontrolle des ie2-Promotors
geringer ist als unter dem E-regulierten Promotor. Mdglicherweise kann dies auf eine
schnelle Repression der MIE-Genexpression, die in vitro bereits 4h nach WT.BAC-Infektion
einsetzt (Marcinowski et al., 2012) und durch das regulatorische IE3-Protein induziert wird
(Messerle et al.,, 1992), zurickgefuhrt werden. Eine selektive Repression der ml152-
Transkription konnte allerdings erst 6 Stunden nach WT.BAC-Infektion nachgewiesen
werden (Marcinowski et al., 2012).

Der Nachweis der Funktionalitat des IE-exprimierten m152-Proteins erfolgte im ELISpot-
Assay mit infizierten Fibroblasten als Zielzellen. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt
werden, dass nach m152.IE+E- oder m152.1E-Infektion die Erkennung der IE-arretierten
Fibroblasten sowohl durch mCMV-spezifische Memory CD8 T-Zellen als auch eine IE1-
spezifische T-Zelllinie (CTLL) deutlich reduziert war (Abb. 4.11). Dies lasst auf eine
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verminderte Prasentation viraler Antigene durch die eingesetzten APC schlie3en und belegt
die Aktivitat des m152-Proteins unter IE-Bedingungen.

In einem weiteren Versuchsansatz sollte der Einfluss einer in der IE-Phase einsetzenden
Expression von m152 auf die Antigenprasentation infizierter Zellen wéahrend des
Infektionsverlaufes nachvollzogen werden (Abb. 4.12). Zu frilhen Zeitpunkten nach Infektion
mit m152.IE+E oder ml152.IE konnten Fibroblasten eine IE1-spezifische CTLL nicht
aktivieren, da das IE-exprimierte m152 die IE1-Antigenprésentation vollstéandig unterdriickte.
Erst 4 Stunden nach m152.IE+E-Infektion stimulierten Fibroblasten eine IE1-spezifische
CTLL mit vergleichbarer Effizienz wie WT.BAC-infizierte Fibroblasten.

Von ml52.1E-infizierten Fibroblasten wurde eine IEl-spezifische CTLL zu spaten
Infektionszeitpunkten sehr effizient stimuliert (4.12 A). Dies lasst auf eine verbesserte IE1-
Préasentation zu spéten Infektionszeitpunkten nach alleiniger m152-Expression schlieRen, die
madglicherweise durch die bereits nachgewiesene verminderte m152-Proteinexpression (Abb.
4.9) erklart werden kann. Da nach m152.1E-Infektion keine verstarkte Immunevasion erreicht
werden konnte, wurde diese Rekombinante flr nachfolgende in vivo-Versuche
ausgeschlossen.

Eine verstarkte Reduktion der Antigenprasentation nach m152.1E+E-Infektion konnte auch
fur das m164-Peptid belegt werden. In einer friheren Arbeit war gezeigt worden, dass
dieses unabhangig von viralen Immunevasionsmechanismen auf infizierten Fibroblasten
prasentiert wird und die Erkennung und Lyse infizierter Zellen durch eine m164-spezifische
CTLL vermittelt (Holtappels et al., 2002a). Da in der zitierten Arbeit gezeigt werden konnte,
dass das m164-Peptid in einer 10-fach héheren Konzentration vorliegt als das IE1-Peptid,
wurde angenommen, dass die MHC-I-Prasentation des m164-Peptids der Immunevasion
durch eine vermehrte Bereitstellung des Peptids entgeht. In einer aktuellen Arbeit wurde
gezeigt, dass in der IE-Phase eine ml164-upstream-RNA exprimiert wird, die das m164-
Peptid kodiert und daher die Prasentation des m164-Peptids bereits in der IE-Phase der
Infektion erfolgt (Fink et al., in Vorbereitung).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte geprift werden, ob die Prasentation des m164-
Peptids madglicherweise durch eine verstarkte Expression des Immunevasins m152 nach
m152.1E+E-Infektion unterdriickt werden kann. Zu sehr friihen Zeitpunkten erkennt eine
m164-spezifische CTLL ml52.IE+E-infizierte Fibroblasten tatséchlich nicht (Abb. 4.12B).
Allerdings aktivierten Fibroblasten 6 Stunden nach Infektion mit WT.BAC, m152.IE+E oder
Am152 eine ml64-spezifische CTLL mit vergleichbarer Effizienz. Die verstarkte ml52-
Expression verhindert daher die Prasentation des m164-Peptids nicht vollstandig.
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Die frihe CD8 T-Zellantwort gegen mCMV ist abhangig von der direkten
Antigenprasentation auf infizierten Zellen

Die Effizienz der CD8 T-Zellantwort hangt von der verfiigbaren Menge an pMHC-I-
Komplexen auf der Oberflache der APC ab (Henrickson et al.,, 2008). Die pMHC-I-
Prasentation wird jedoch wéhrend der mCMV-Infektion durch die Expression viraler
Immunevasine unterdriickt (zur Ubersicht: Lemmermann et al., 2012).

Die bisherigen Studien zum Einfluss der viralen Immunevasion auf die mCMV-spezifische
CD8 T-Zellantwort wurden Uberwiegend nach Infektion mit mCMV-Rekombinanten
durchgefuhrt, in denen das zentrale Immunevasin m152 (mCMV-Am152; nachfolgend:
Am152) oder alle drei Immunevasine (MCMV-Am152Am06AmO04; nachfolgend: AEvasin)
deletiert worden waren. Uberraschenderweise veranderte die Deletion der Immunevasine die
CD8 T-Zellfrequenzen in der Akutphase nach Infektion sowie das Spektrum der geprimten
Spezifitaten nach Infektion von immunkompetenten Mausen nur wenig (Gold et al., 2002;
Munks et al., 2007; Bohm et al., 2008). Daher wurde angenommen, dass die Initiation der
mCMV-spezifischen CD8 T-Zellantwort unabhangig von der direkten Antigenprasentation auf
infizierten Zellen ist und durch Cross-Préasentation viraler Antigene auf nicht-infizierten APC
bestimmt wird. Diese Annahme konnte in weiteren mCMV-Infektionssystemen scheinbar
bestétigt werden (Snyder et al., 2011, Torti et al., 2011b, Busche et al., 2013).

Im Gegensatz zu den Studien nach mCMV-Infektion konnte im Modellsystem der Rhesus
CMV (RhCMV)-Infektion gezeigt werden, dass die Expression von viralen Immunevasinen
das antivirale CD8 T-Zell-Priming deutlich modulieren kann. Die Generierung von CD8 T-
Zellspezifititen gegen beschriebene Epitope wird durch das Immunevasin Rh189 (HCMV-
Homolog: US11) verhindert und eine CD8 T-Zellantwort gegen neue Epitopgruppen induziert
(Hansen et al.,, 2013). Bemerkenswerterweise werden auch MHC-Il-prasentierte Peptide
erkannt. Bislang konnte fir mCMV kein Rh189-Homolog nachgewiesen werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde die neu-generierte m152.IE+E-Rekombinante verwendet,
um den Einfluss einer verstarkten m152-Expression auf die Initiation der mCMV-spezifischen
CD8 T-Zellantwort aufzuklaren. Zunachst erfolgte die Analyse des mCMV-Immunoms nach
intraplantarer Infektion immunkompetenter BALB/c-Mause (Haplotyp H-2%) mittels ORF-
Bibliotheken-Screening. Diese Analyse zeigte, dass nach m152.|IE+E-Infektion alle
Spezifitaten deutlich vermindert nachweisbar waren; es wurden nur CD8 T-Zellantworten
gegen Peptide, die von den ORFs M25, M94 oder m164 kodiert werden, nachgewiesen
(Abb. 4.15). Auffallig hierbei ist, dass sowohl das M25- als auch das M94-Protein im Virion
nachgewiesen werden kann (Kattenhorn et al., 2004). Virion-assoziierte Proteine kdnnen
unmittelbar nach Penetration der Wirtszelle prozessiert und enthaltene antigene Peptide
Uber MHC-I-Molekiile auf der Zelloberflache préasentiert werden. Dies ermoglicht dem
infizierten Wirtsorganismus die Initiation einer CD8 T-Zellantwort in der pra-IE-Phase
unabhangig von der viralen Genexpression, wodurch die viralen Immunevasions-
mechanismen umgangen werden. Das Protein m164/gp36.5 ist nicht im Virion enthalten; es
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wird jedoch in der E- und L-Phase trotz der viralen Immunevasionsmechanismen auf
infizierten Fibroblasten prasentiert (Holtappels et al., 2002a). Die CD8 T-Zellantwort nach
m152.1E+E-Infektion ist folglich gegen Peptide aus Virionproteinen und einem der

Immunevasion entkommenden Peptid gerichtet.

Neben dem ORF-Bibliotheken-Screening wurde die CD8 T-Zellantwort in der Akutphase
nach Infektion mit WT.BAC, m152.IE+E oder Am152 im drainierenden LK, dem Ort des CD8
T-Zell-Primings, bestimmt. Um ein Korrelat zwischen Peptid-spezifischen CD8 T-Zell-
frequenzen und viraler Replikation bzw. der Anzahl infizierter Zellen zu erméglichen, wurde
die intranodale Genexpression des iel-Gens bestimmt (B6hm et al., 2008), das fir das
immundominante CD8 T-Zellepitop IE1 kodiert (Reddehase et al., 1989). Da das IE1-Protein
ein Nicht-Struktur-Protein ist, besteht ein direkter Zusammenhang zwischen der IE1-
Genexpression, also letztlich der zur Verfiigung stehenden Menge an IE1-Protein bzw. IE1-
Peptid, und der induzierten IE1-spezifischen CD8 T-Zellantwort.
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Abb. 5.1: Modell des direkten CD8 T-Zell-Primings in Abhéangigkeit von der viralen
Immunevasion. In der frihen Phase der mCMV-Infektion werden CD8 T-Zellen durch die pMHC-I-
Prasentation auf infizierten profAPC stimuliert und kontrollieren die Infektion. Dieser Prozess ist
abhangig von der m152-Expression bzw. der Menge an prasentierten pMHC-I-Komplexen. Die m152-
Expression in der IE- und E-Phase reduziert die pMHC-I-Prasentation und flihrt zu einer verminderten
CD8 T-Zellstimulation (B) im Vergleich zur WT.BAC-Infektion, in der m152 nur in der E-Phase
exprimiert wird (A). Eine verminderte CD8 T-Zellkontrolle der m152.1E+E-Infektion resultiert in einer
héheren Virusausbreitung bei gleichzeitig verminderter Expansion der CD8 T-Zellen. In Abwesenheit
von m152 induziert die verbesserte pMHC-I-Prasentation eine effiziente CD8 T-Zellkontrolle der
Infektion (C). Dies fuhrt im nachfolgenden Schritt zu einer verringerten Virusausbreitung und zu einer
schlechteren Expansion der CD8 T-Zellen im LK.
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Die mittels ELISpot-Analyse ermittelten CD8 T-Zellfrequenzen in LK und Milz waren in der
Akutphase nach m152.IE+E-Infektion immunkompetenter BALB/c-Mause im Vergleich zur
Infektion mit WT.BAC deutlich vermindert (Abb. 4.14), wahrend die IE1-Expression im LK
signifikant erhéht war (Abb. 4.17). Dies weist darauf hin, dass die m152.IE+E-Infektion im
immunkompetenten Wirt schlechter kontrolliert wird als die Infektion mit WT.BAC. In einem
weiteren Versuchsansatz konnte gezeigt werden, dass der Replikationsunterschied zwischen
m152.1E+E und WT.BAC in Abwesenheit von CD8 T-Zellen aufgehoben ist (Abb. 4.17).
Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass die verstarkte ml152-Expression eine
verringerte pMHC-I-Prasentation auf infizierten profAPC bewirkt. Folglich werden naive CD8
T-Zellen von m152.IE+E-infizierten profAPC weniger effizient geprimt und nachfolgend ist die
Kontrolle der Infektion durch antivirale CD8 T-Zellen verschlechtert. Dies fuhrt zu einer
erhdhten Anzahl an infizierten Zellen im LK. Allerdings kdnnen Zellen infiziert mit m152.1E+E
sowohl naive als auch bereits geprimten CD8 T Zellen nicht effizient stimulieren, da die
Antigenprasentation durch eine verstarkte m152-Expression unterdiickt wird (Abb. 5.1B).
Dies resultiert in einem verminderten CD8 T-Zell-Priming nach Infektion mit m152.IE+E.
In der vorliegenden Arbeit konnte aul3erdem gezeigt werden, dass in Abwesenheit von m152
sowohl die CD8 T-Zellantwort in der Akutphase der Infektion als auch die IE1-Genexpression
im LK geringer war als nach WT.BAC-Infektion (Abb. 4.14 und 4.17). Dies bestatigt zunachst
die Beobachtung von Béhm et al. (2008) nach AEvasin-Infektion. Zunachst kénnen Zellen
infiziert mit AEvasin bzw. Am152, bedingt durch eine verbesserte Antigenprasentation, naive
CD8 T-Zellen effizient stimulieren. Die geprimten CD8 T-Zellen kontrollieren schnell die
Infektion; ein Phanomen das als negative Feedback-Regulation bezeichnet wird. Bedingt
durch die frihe CD8 T-Zellkontrolle ist in der Folge die Anzahl der infizierten Zellen im LK
vermindert und dies reduziert die Stimulation von naiven und geprimten CD8 T-Zellen (Abb.
5.1C). Dies bewirkt ein vermindertes CD8 T-Zell-Priming nach Am152-Infektion.

In der Arbeit von Bohm et al. (2008) wurde vermutet, dass die Verfiigbarkeit von antigenem
Material nach AEvasin-Infektion die CD8 T-Zellantwort bestimmt und nicht die Abwesenheit
der Immunevasine. Daher wurde postuliert, dass die Initiation der mCMV-spezifischen CD8
T-Zellantwort unabhangig von der direkten Antigenpréasentation ist und von der Cross-
Préasentation durch nicht-infizierte APC bestimmt wird. Bei diesem Postulat wurde jedoch
nicht bertcksichtigt, dass nach AEvasin-Infektion auch die Anzahl der infizierten, Antigen-
prasentierenden Zellen vermindert ist. Eine direkte Antigenprasentation durch AEvasin-
infizierte Zellen kann daher nicht ausgeschlossen werden. Das in Abb. 5.1 beschriebene
Modell erklart nun erstmals die Rolle der direkten Antigenprasentation bei der Initiation der
mMCMV-spezifischen CD8 T-Zellantwort.

Um die Rolle der direkten Antigenprasentation bei der Initiation der mCMV-spezifischen CD8
T-Zellantwort zu bestéatigen, wurde in der vorliegenden Arbeit die CD8 T-Zellantwort nach
mCMV-Infektion von Cross-Présentations-defizienten 3d-Mausen bestimmt.

Nach mCMV-Infektion der 3d-Maus (Haplotyp H-2") konnten in LK und Milz sogar héhere
CD8 T-Zellfrequenzen nachgewiesen werden, als nach Infektion der parentalen C57BL/6-
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Mause. Dies ist moglicherweise auf eine verstarkte Virusreplikation zuriickzufihren, da die
3d-Maus zu den mCMV-suszeptiblen Mausstammen gehdrt (Tabeta et al., 2006).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen zudem, dass die Frequenz-Hierarchie der
Spezifitaten in Cross-Prasentations-defizienten 3d- und den parentalen C57BL/6-M&ausen
vergleichbar ist (Abb. 4.19). Diese Beobachtung lasst schlie3en, dass die mCMV-spezifische
CD8 T-Zellantwort nicht von der Cross-Prasentation viraler Peptide abh&ngig ist und konnte
in der Arbeit von Crane et al. (2012) durch Analyse der Frequenzen der M45-Spezifitat nach
MCMV-WT-Smith-Infektion von 3d-Mausen bestatigt werden. Die Autoren konnten zeigen,
dass die intrazellulare IFNy- und TNFa-Expression sowie die Oberflachenexpression des
Degranulationsmarkers CD107a (Betts et al., 2003) von M45-spezifischen CD8 T-Zellen in
der Leber der 3d- und C57BL/6-Maus vergleichbar sind.

In der Literatur wurde die Initiation einer mCMV-spezifischen CD8 T-Zellantwort auch in
anderen Cross-Prasentations-defizienten Mausen beschrieben. Von verschiedenen
Arbeitsgruppen wurde die CD8 T-Zellantwort in Batf3”-Mausen (Haplotyp H-2°) untersucht.
Cross-prasentierende CD8"™" und CD103"9"CD11b¥ DC dieser M&use haben einen
Entwicklungsdefekt (Hildner et al., 2008). Torti et al. (2011b) zeigten, dass wahrend der
akuten mCMV-Am157-Infektion in Batf3”-Mausen die CD8 T-Zellantwort in der Lunge
deutlich geringer war, als in den parentalen Mausen. Daher wurde von Torti und Kollegen
geschlussfolgert, dass die Initiation der mCMV-spezifischen CD8 T-Zellantwort von CD8+
DC und deren Fahigkeit zur Cross-Prasentation abhangig ist. Die Reduktion der CD8 T-
Zellfrequenzen nach Infektion von Batf3"-Mausen kann allerdings nicht alleinig auf die
Abwesenheit der genannten DC-Subpopulationen zurickgefihrt werden. Um diese
Schlussfolgerung zu ziehen, miisste eine Rekonstitution der Batf3”-Mause mit Cross-
Priming-befahigten DC und nachfolgender Infektion durchgefiihrt werden. Weiterhin kann
auch nicht ausgeschlossen werden, dass infizierte CD8+ DC essenziell sind fur die direkte
Préasentation viraler Antigene, unabhangig von ihrer Fahigkeit zur Cross-Préasentation. Dieser
Einwand wurde von Nopora und Kollegen (2012) ndher untersucht. Sie bestatigten, dass
nach mCMV-Infektion von Batf3"-Mausen die antivirale CD8 T-Zellantwort in Abwesenheit
von Cross-primenden DC signifikant vermindert war. Im Gegensatz dazu waren die mCMV-
spezifischen CD8 T-Zellfrequenzen nach Infektion von Cross-Prasentations-defizienten
CD11c-Rac-Mausen (Haplotyp H-2°) vergleichbar mit den Frequenzen nach Infektion der
parentalen C57BL/6-Mause. Die CD1l1c-Rac-Maus exprimiert das dominant negative
N17Rac-Transgen selektiv in DC. Dies verhindert die Aufnahme exogener Antigene und
reduziert die Cross-Présentation trotz Anwesenheit aller Cross-prasentierenden Zelltypen
(Kerksiek et al., 2005). Die Experimente von Nopora und Kollegen bestéatigen die
Abhangigkeit des mCMV-spezifischen CD8 T-Zell-Primings von der Anwesenheit der CD8+
DC. Dies ist allerdings, wie bereits vermutet, unabhangig von deren Fahigkeit zur Cross-
Préasentation (Nopora et al. 2012).

Eine weitere Cross-Prasentations-defiziente Maus wurde von Ong und Kollegen verwendet
(Ong et al., 2013). Hierfir wurde die Beobachtung einer verminderten Cross-Prasentation
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nach Behandlung mit Toll-like Rezeptor (TLR)-Liganden, wie beispielsweise methylierten
Oligonukleotiden (CpG) (Wilson et al., 2006) genutzt. Die IE1l-spezifischen CD8 T-
Zellfrequenzen waren in CpG-vorbehandelten, mCMV-K181-Perth-infizierten Ma&ausen
signifikant hoher als nach Infektion der unbehandelten BALB/c-Mause. Zusatzlich erfolgte in
CpG-vorbehandelten Mausen eine verbesserte Kontrolle der produktiven Infektion vermittelt
durch CD8 T-Zellen. Auch diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass eine protektive, mCMV-
spezifische CD8 T-Zellantwort unabhangig von der Cross-Prasentation induziert werden
kann.

Die Beobachtung, dass eine antivirale CD8 T-Zellantwort in Cross-Préasentations-defizienten
Mausen induziert werden kann, lasst nicht den Umkehrschluss zu, dass die direkte
Antigenprasentation auf infizierten profAPC in vivo die Initiation der mCMV-spezifischen CD8
T-Zellantwort dominiert. So kann nicht ausgeschlossen werden, dass nach mCMV-Infektion
bisher nicht beschriebene Cross-Prasentationswege verwendet werden kdnnten. Diese
Problematik wurde lediglich von Ong und Kollegen (2013) adressiert, da belegt wurde, dass
CpG-vorbehandelte und mCMV-infizierte Mause nicht zur Cross-Prasentation beféahigt sind.
Generell ist auch die alleinige Verwendung transgener Mausstdmme problematisch, da
durch induzierte Mutationen bisher nicht identifizierte Nebeneffekte die Versuchsergebnisse
beeinflussen kdnnen.

Erst der in der vorliegenden Arbeit verfolgte Ansatz der m152.1E+E-Infektion von BALB/c-
M&ausen belegt eine wichtige Rolle der direkten Antigenprasentation bei der Initiation der
mMCMV-spezifischen CD8 T-Zellantwort in einem System in dem sowohl die Cross-
Prasentation durch nicht-infizierte profAPC (z.B. DC), als auch die direkte
Antigenprasentation durch infizierte profAPC moglich ist.

Die Initiation der antiviralen CD8 T-Zellantwort im Haplotyp H-2° ist unabhangig
von der viralen Immunevasion

In der vorliegenden Arbeit konnte Uberraschenderweise eine Modulation der CD8 T-
Zellantwort in der akuten Phase der Infektion durch die Expression viraler Inmunevasine in
der C57BL/6-Maus (Haplotyp H-2°) nicht bestétigt werden. Es zeigte sich, dass in der akuten
Phase nach Infektion mit WT.BAC, m152.IE+E oder Am152 sowohl die CD8 T-Zellantwort
als auch die virale Genexpression im LK vergleichbar waren (Abb. 4.18). Bereits Gold et al.
(2002) und Munks et al. (2007) konnten zeigen, dass in der Akutphase der Infektion die
Expression der viralen Immunevasine die CD8 T-Zellantwort im Haplotyp H-2° nicht
beeinflusst. Basierend auf diesen Befunden kann postuliert werden, dass der Einfluss der
viralen Immunevasine auf die mCMV-spezifische CD8 T-Zellantwort abhéngig vom Genotyp
des Mausstammes ist. Obwohl bereits publiziert wurde, dass die Immunevasine die
Prasentation der pMHC-I-Molekiile im Haplotyp H-2° in vitro modulieren (Holtappels et al.,
2006), scheint dieser Effekt in vivo eine untergeordnete Rolle zu spielen. Es kodnnte
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beispielsweise im Haplotyp H-2" ein Mechanismus existieren, der die inhibitorische Wirkung
der Immunevasine aufhebt.

Da bekannt ist, dass die virale Replikation in der C57BL/6-Maus durch NK-Zellen tber die
Interaktion des aktivierenden NK-Zellrezeptor Ly49H mit dem mCMV-kodierten m157-Protein
kontrolliert wird (Arase et al., 2002; Smith et al., 2002), wurde in der vorliegenden Arbeit der
Einfluss der NK-Zellkontrolle auf die CD8 T-Zellantwort naher untersucht. Hierfir wurden
nach Antikorper-vermittelter Depletion der NK-Zellen mit nachfolgender WT.BAC-,
m152.1E+E- oder Am152-Infektion sowohl die IE1-Expression im LK als auch die mCMV-
spezifische CD8 T-Zellantwort bestimmt. Wie erwartet war die virale Genexpression im
drainierenden LK in Abwesenheit der NK-Zellen, im Vergleich zu den nicht-depletierten
Mausen, deutlich erhoht. Eine verstarkte virale Genexpression im LK konnte bereits von
Mitrovi¢ (et al., 2012) nach Infektion mit der m157-Deletionsmutante mCMV-Am157 gezeigt
werden. In der gleichen Veroéffentlichung zeigten die Autoren auch, dass nach Am157-
Infektion die antivirale CD8 T-Zellantwort deutlich verstarkt ist. Sie fihrten dies auf eine
erhohte virale Replikation, eine verstarkte Sekretion proinflammatorischer Zytokine (IFNa,
IFNy, IL-12 und IL-6) sowie erhéhte Frequenzen infizierter DC in Abwesenheit der Ly49H-
m157-vermittelten NK-Zellaktivierung zurtick (Mitrovi¢ et al., 2012).

Eine verstarkte antivirale CD8 T-Zellantwort in Abwesenheit der NK-Zellkontrolle konnte
auch in der vorliegenden Arbeit belegt werden (Abb. 4.18). Allerdings war in Abwesenheit
der NK-Zellen sowohl die virale Replikation im LK als auch die mCMV-spezifische CD8 T-
Zellantwort in allen Infektionsgruppen vergleichbar. Eine Ausnahme bildeten nach Am152-
Infektion die Spezifititen M45, M57 und m139 im LK, deren Frequenzen deutlich héher
waren als nach WT.BAC-Infektion. Eine erhdhte CD8 T-Zellantwort in Abwesenheit von
m152 lasst vermuten, dass Aml52-infizierte Zellen im Vergleich zu WT.BAC-infizierten
Zellen eine verstarkte Stimulation der mCMV-spezifischen CD8 T-Zellen induzieren.

Diese Beobachtungen lassen die Schlussfolgerung zu, dass eine verminderte Viruslast im
LK nach mCMV-Infektion von C57BL/6-Méausen, bedingt durch die frihe NK-Zellkontrolle,
den Einfluss der Immunevasine auf die antivirale CD8 T-Zellantwort vermindert. Erst in
Abwesenheit von NK-Zellen kdnnen, bedingt durch die hdhere Viruslast, die Immunevasine
wirksam werden. Dies fuhrt in Abwesenheit der NK-Zellen zu einer verbesserten CD8 T-
Zellantwort in Abwesenheit von m152 infolge verstarkter direkter Antigenpréasentation.

Um diese Annahmen zu untermauern, wurde in der vorliegenden Arbeit ein weiterer Ansatz
verfolgt. Eine wichtige Rolle bei der Kontrolle der CMV-Infektion durch NK-Zellen spielt die
Sekretion von IFNy. In einer aktuellen Publikation wurde gezeigt, dass von NK-Zellen-
sezerniertes IFNy die Differenzierung von Monozyten in DC antreibt und hierdurch die
Initiation einer Immunantwort verstarkt wird (Goldszmid et al., 2012). AuRerdem moduliert
IFNy die Antigenprasentation infizierter Zellen durch die Induktion des Immunoproteasoms
(Kloetzel, 2001), sowie die verstarkte Expression von Genen, die fur die
Antigenprozessierung und -prasentation benétigt werden (Ma et al., 1997; Saric et al., 2002;
zur Ubersicht: Zhou et al., 2009). Eine IFNy-Vorbehandlung von Fibroblasten verbessert
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nicht nur die Antigen-prasentation, sondern setzt bei nachfolgender mCMV-Infektion auch
die inhibitorischen Funktionen der viralen Immunevasine auller Kraft (Hengel et al. 1994;
Fink et al., 2012). Daher wurde in der vorliegenden Arbeit postuliert, dass nach mCMV-
Infektion von C57BL/6-Mausen IFNy die inhibitorische Wirkung der viralen Immunevasine
aufhebt.

Um dieses Postulat zu bestatigen, wurde die CD8 T-Zellantwort in der Akutphase nach
Infektion mit WT.BAC, mi152.IE+E oder Am152 von IFNy-Rezeptor knockout-Mausen
(Haplotyp H-2°) bestimmt. In Abwesenheit des IFNy-Signallings konnte hach mCMV-Infektion
kein konsistenter Einfluss der m152-Expression auf die CD8 T-Zellantwort und die virale
Replikation im LK festgestellt werden (Abb. 4.20). Daher konnte die Annahme einer
Aufhebung der viralen Immunevasion im Haplotyp H-2° durch von NK-Zellen sezerniertes
IFNy nicht bestatigt werden.

Die Etablierung und Aufrechterhaltung der antiviralen Memory CD8 T-Zell-
antwort ist abhangig von direkter Antigenprasentation

Nach schneller Expansion antiviraler CD8 T-Zellen wéhrend der akuten Infektion folgt nach
Kontrolle der Infektion eine Kontraktion des Effektor T-Zellpools. Die verbleibenden
antiviralen CD8 T-Zellen bilden mehrheitlich die Memory T-Zellpopulation und persistieren
langfristig im Wirtsorganismus. Ein herausragendes Charakteristikum der CMV-Infektion
bildet die Anreicherung antiviraler CD8 T-Zellen in der latent infizierten Lunge (Holtappels et
al., 2000a; Karrer et al. 2003; Munks et al., 2006). Dieses Phanomen wird auch als Memory
Inflation bezeichnet. Auf Grundlage der Detektion stochastischer, viraler
Genexpressionsereignisse in der latent infizierten Lunge (Kurz et al., 1999; Grzimek et al.,
2001; Simon et al., 2007, Seckert et al., 2012) wurde postuliert, dass die Memory Inflation
durch die Prasentation antigener, viraler Peptide auf latent-infizierten Zellen angetrieben wird
(Seckert et al., 2013). Diese Reaktivierungsereignisse werden von pulmonalen CD8 T-Zellen
erkannt und terminiert (Simon et al., 2006).

In neueren Verdffentlichungen konnte gezeigt werden, dass die Memory Inflation von der
pMHC-I-Prasentation auf latent infizierten, nicht-h&matopoetischen Gewebszellen abhangt
und unabhangig von der Cross-Prasentation ist (Seckert et al., 2011; Torti et al., 2011a).
Diese Annahme konnte in der vorliegenden Arbeit erneut bestétigt werden, da gezeigt
werden konnte, dass die Expression des Immunevasins m152 in der IE- und E-Phase die
Memory CD8 T-Zellantwort in immunkompetent-infizierten BALB/c-Mausen vermindert (Abb.
4.16).

Basierend auf dieser Beobachtung wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss einer
verstarkten Immunevasion auf die mCMV-spezifische CD8 T-Zellantwort wéahrend der
Etablierung und Aufrechterhaltung der Latenz bestimmt. Fir diese Analysen wurde das
Modell der experimentellen KMT mit anschlieRender mCMV-Infektion gewéhlt, ein etabliertes
System fur Studien zur mCMV-Latenz (Reddehase et al., 2008; Seckert et al., 2013).
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Bei vergleichbarer viraler Genomlast in der Lunge nach Infektion mit m152.IE+E und
WT.BAC von KMT-Rezipienten waren tber den gesamten Analysezeitraum die pulmonalen
IE1-spezifischen CD8 T-Zellfrequenzen nach m152.1E+E-Infektion deutlich geringer (Abb.
4.24 und 4.26).

Da das zusétzlich integrierte m152-Gen in der m152.1IE+E-Mutante unter der Kontrolle des
ie2-Promotors steht und eine stochastische Aktivitat dieses Promotors in der latent infizierten
Lunge nachgewiesen werden konnte (Grzimek et al., 2001; Seckert et al., 2012), kann auch
von einer Expression des m152-Gens in der Latenz ausgegangen werden. Die Expression
von m152 als IE-Gen fuhrt somit zu einer Reduktion der IE1-Peptidprasentation und damit zu
niedrigen Frequenzen IE1-spezifischer CD8 T-Zellen. Grundlage dieser Hypothese ist die
Expression der Proteine IE1 und m152 in einer latent infizierten Zelle und dies setzt die
transkriptionelle Aktivitdt des iel/3- und ie2-Promotors vorraus. Bisher wurde fir die Aktivitat
der MIE-PEEP-Genregion wéahrend der Latenz ein Switch-Modell postuliert. Es wurde
vermutet, dass die Enhancer-Regionen stochastisch aktiviert werden und eins der beiden
Gene des bidirektionalen Genpaars aktivieren (Simon et al., 2007). Das Switch-Modell sollte
auf Grundlage der in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse geprift werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte auch gezeigt werden, dass die produktive Am152-Infektion
nach KMT schnell kontrolliert wird mit der Konsequenz einer geringeren viralen Genomlast in
der Lunge (Abb. 4.22). In Abwesenheit von m152 konnten wahrend der Etablierung und
Aufrechterhaltung der Latenz erhéhte IE1-spezifische CD8 T-Zellfrequenzen in Lunge und
Milz nachgewiesen werden (Abb. 4.24B und 4.26). Eine Ausnahme bildeten spate
Infektionszeitpunkte nach KMT, zu denen die Anzahl IE1-spezifischer CD8 T-Zellen in der
Am152-infizierten Lunge geringer war als nach WT.BAC-Infektion (Abb. 4.24B). Eine im
Vergleich zur WT.BAC-Infektion reduzierte Anzahl IE1-spezifischer CD8 T-Zellen in der
latent infizierte Lunge zu spaten Infektionszeitpunkten konnte bereits nach AEvasin-Infektion
von KMT-Rezipienten nachgewiesen werden (Bohm et al., 2009). Dies lasst sich
madglichweise auf eine reduzierte virale Last in der Lunge und eine damit verminderte Anzahl
an APC zuruckfuhren.

Die dargestellten Beobachtungen zeigen, dass die Modulation der pMHC-I-Prasentation
durch virale Immunevasine sowohl die frithe als auch die Memory CD8 T-Zellantwort nach
KMT und Infektion pragt und bestatigen, dass die mCMV-spezifische CD8 T-Zellantwort von
direkter Antigenprasentation bestimmt wird. Dies konnte in der vorliegenden Arbeit nicht nur
nach Infektion des KMT-Rezipienten sondern auch, wie bereits ausfihrlich beschreiben,
nach Infektion des immunkompetenten Wirtes gezeigt werden.

Es ist auch denkbar, dass die Antigenverfugbarkeit wahrend der CMV-Infektion nicht nur die
Frequenz der CD8 T-Zellantwort, sondern auch die Differenzierung der Memory T-Zellen
beeinflusst. Eine Unterscheidung von verschiedenen Memory T-Zell-Subpopulationen basiert
auf der Expression der Oberflachenantigene CD62L und KLRG1 (zur Ubersicht: Obar und
Lefrancois, 2010a). Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefihrte Ph&notypisierung
zeigte, dass es sich bei der Majoritat der IE1-spezifischen CD8 T-Zellen aus Milz und Lunge
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um terminal-differenzierte Short-Lived Effector Cells (SLEC; CD62L"" KLRG1"") handelte
(Abb. 4.24). Diese Beobachtung bestétigt die Arbeit von Synder und Kollegen, die bereits
zeigen konnten, dass der Memory CD8 T-Zell-Pool durch SLEC gebildet wird (Snyder et al.,
2008).

Wahrend die m152-Expression in der IE- und E-Phase, verglichen mit der WT.BAC-Infektion
bei alleiniger Expression von m152 in der E-Phase, keine Veranderung des
immunologischen Phénotyps IE1-spezifischer CD8 T-Zellen induziert, konnte in Abwesenheit
von m152 eine héhere Anzahl IE1-spezifischer SLEC nachgewiesen werden (Abb. 4.24C).
Eine verbesserte Rekrutierung von IE1-spezifischen SLEC in Abwesenheit von m152 |asst
sich mdglicherweise auf eine verstarkte pMHC-TCR-Restimulation zuriickfiihren. Diese
Annahme wird von den Arbeiten von Thimme und Kollegen (2005) unterstitzt, die zeigen
konnten, dass fir die Entwicklung von SLEC eine repetitive Antigenstimulation essenziell ist.
Obar und Lefrancois (2010b) postulierten, dass die Differenzierung von Memory CD8 T-
Zellen bereits wahrend der Initiation der Immunantwort durch das pMHC-TCR-Signal, durch
die Interaktion kostimulatorischer Molekiile der T-Zelle mit ihren Liganden und durch das
inflammatorische Zytokin-Milieu bestimmt wird. Daher ist auch denkbar, dass eine verstarkte
pMHC-I-Prasentation auf Am152-infizierten Zellen bereits wahrend der friihen Phase der
Infektion eine vermehrte Rekrutierung von mCMV-spezifischen SLEC bedingt.

Die in der vorliegenden Arbeit gezeigte Anreicherung IE1-spezifischer SLEC in der Memory
Phase nach Am152-Infektion von KMT-Rezipienten konnte allerdings von Slavuljica (et al.,
2010) nach intraplantarer Infektion immunkompetenter BALB/c-Mause nicht beobachtet
werden. Sowohl in An- als auch in Abwesenheit von m152 war die Verteilung der
analysierten TCM- und TEM-Subpopulationen unter den IEl-spezifischen CD8 T-Zellen
vergleichbar.

Diese divergenten Beobachtungen sind mdoglicherweise auf die unterschiedlichen
Infektionsmodelle zurtickzufiihren. Nach Infektion von KMT-Rezipienten erfolgt die Kontrolle
der akuten Infektion erst nach Rekonstitution des Immunsystems, daher ist die virale
Genomlast in mCMV-Zielorganen hdher als nach Infektion immunkompetenter Mause. Eine
verminderte virale Genomlast nach Infektion immunkompetenter Mause wirde eine
Reduktion der Anzahl infizierter Zellen bedingen und damit zu einer generell reduzierten
Préasentation viraler antigener Peptide fuhren.
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Die pulmonale Rekrutierung mCMV-spezifischer CD8 T-Zellen wird durch die
direkte Antigenprasentation auf nicht-hamatopoetischen Gewebszellen
bestimmt

In aktuellen Publikationen war gezeigt worden, dass die Rekrutierung von mCMV-
spezifischen SLEC in die latent infizierte Lunge von der Antigenprasentation auf nicht-
hamatopoetischen, parenchymalen Zellen (Seckert et al., 2011; Torti et al., 2011a) sowie von
der Expansion von TCM im LK abh&ngt (Torti et al., 2011a).

In der Arbeit von Seckert und Kollegen wurde sowohl die direkte Antigenprasentation auf
latent infizierten, h&matopoetischen profAPC als auch die Cross-Prasentation viraler Peptide
durch pulmonale DC ausgeschlossen. In den bisherigen Arbeiten wurde jedoch nicht
beachtet, dass auch nicht-hamatopoetische Endothelzellen zu Cross-Prasentation beféhigt
sind (Limmer et al., 2000; Bagai et al., 2005). Obwohl von Seckert et al. (2011) und Torti et
al. (2011a) gezeigt werden konnte, dass die Antigen-prasentierenden Zellen wahrend der
Latenz nicht-hAmatopoetischen Ursprungs sind, konnte der Présentationsweg der viralen
Peptide nicht abschlieRend aufgeklart werden.

Um die Arbeit von Seckert und Kollegen weiterzufiihren, wurde in der vorliegenden Arbeit die
Rekrutierung IE1-spezifischer CD8 T-Zellen in die Lunge sowohl in der friihen
Infektionsphase als auch wahrend der Latenz in An- und Abwesenheit des Immunevasins
m152 bestimmt. Dies erfolgte unter Verwendung der H-2dxdm2-KM-Chiméren, in der die
Prasentation des MHC-lI L%Molekiils auf nicht-hamatopoetischen Zellen aufgrund des
Fehlens des prasentierenden MHC-I L%Molekiils nicht méglich ist (Seckert et al., 2011;
Abb. 4.27).

In der vorliegenden Arbeit konnte bereits in der frihen Phase nach KMT und Infektion
gezeigt werden, dass die Anzahl IE1-spezifischer CD8 T-Zellen in der Lunge deutlich
vermindert war, wenn das IE1-Peptid ausschlief3lich auf hAmatopoetischen Zellen prasentiert
werden konnte (Abb. 4.28). Dies zeigt, dass die friilhe Rekrutierung antiviraler CD8 T-Zellen
in die infizierte Lunge von der Antigenprasentation auf nicht-hAmatopoetischen Zellen
maf3geblich bestimmt wird.

Eine effiziente Rekrutierung IE1-spezifischer SLEC in die infizierte Lunge wurde in
Abwesenheit von m152 nachgewiesen, wenn die IE1-Antigenprasentation sowohl auf
hamatopoetischen als auch auf nicht-hdmatopoetischen Zellen ermoglicht wurde. Diese
Beobachtung belegt einen wesentlichen Beitrag der direkten Antigenprasentation bei der
Rekrutierung antiviraler CD8 T-Zellen in ein peripheres Organ, da die Abwesenheit des
Immunevasins m152 und die verbesserte direkte Antigenprasentation auf infizierten Zellen
zu einer verstarkten Rekrutierung von antiviralen CD8 T-Zellen fuhrt.

In Anwesenheit von m152 war die frilhe Rekrutierung IE1-spezifischer CD8 T-Zellen in die
Lunge vermindert und der Anteil IE1-spezifischer SLEC und TEM vergleichbar. Da in den H-
2dydm2-KM-Chiméaren die IE1-Antigenprasentation ausschlieBlich auf hamatopoetischen
Zellen erfolgt, impliziert eine verminderte Rekrutierung IE1-spezifischer CD8 T-Zellen in
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Anwesenheit des viralen Immunevasins m152 erstmals in vivo eine Funktionalitdt von m152
in infizierten Zellen des hamatopoetischen Kompartiments. Bislang wiesen lediglich in vitro-
Studien auf die Funktionalitat der Immunevasine in hamatopoetischen Zellen hin. Hierzu
gehdren professionelle APC (profAPC) wie DC (Holtappels et al., 2006) und Makrophagen
(LoPiccolo et al., 2003).

Wahrend der Latenz war in den pulmonalen Infiltraten der H-2dxdm2-Chimare keine
Anreicherung IE1-spezifischer CD8 T-Zellen nachweisbar. Darliber hinaus zeigte die
Majoritat der IE1-spezifischen CD8 T-Zellen der H-2dxdm2-Chimére einen TEM-Phanotyp,
wahrend die infiltrierenden CD8 T-Zellen der H-2dxd-Homochimére einen SLEC-Phanotyp
aufwiesen. Diese Beobachtungen bestéatigen die Arbeit von Seckert et al. (2011).

Die Kontrolle der mCMV-Infektion im Kontext viraler Immunevasion

Die akute CMV-Infektion wird effektiv durch antivirale CD8 T-Zellen kontrolliert, obwohl virale
Immunevasine die MHC-I-Prasentation viraler Peptide unterdriicken. Dies deutet darauf hin,
dass die Inhibition der pMHC-I-Préasentation durch Immunevasine unvollstandig ist.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der m152-Expression in der IE- und E-Phase
auf die Kontrolle der Infektion untersucht. Es zeigte sich, dass eine verstarkte m152-
Expression keinen signifikanten Einfluss auf die Immunkontrolle durch eine IE1-spezifische
CTLL nach adoptivem Transfer hatte (Abb. 4.29). Auch nach Infektion von KMT-Rezipienten
zeigte die Verstarkung der m152-Expression keinen Einfluss auf die Kontrolle der Infektion
(Abb. 4.22). Lediglich nach Infektion immunkompetenter BALB/c-Mause konnte eine
verschlechterte Kontrolle der m152.1E+E-Infektion im drainierenden LK beobachtet werden
(Abb. 4.17).

Generell ist das Immunsystem in der Lage, die CMV-Infektion unabhangig von der
Expression des Immunevasins m152 zu kontrollieren. Es ist auch zu beachten, dass trotz
verstarkter ml152-Expression und der damit einhergehenden verminderten MHC-I-
Préasentation viraler Peptide auf der Oberflache infizierter Zellen (Abb. 4.12) weiterhin eine
antivirale CD8 T-Zellantwort induziert wurde, auch wenn die Frequenzen aller Spezifitaten
deutlich unterdriickt waren (Abb. 4.14). Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass nicht allein
die Anzahl virus-spezifischer CD8 T-Zellen entscheidend fir die Immunkontrolle ist. Vielmehr
scheint ein bestimmender Faktor fiir die protektive Effizienz antiviraler CD8 T-Zellen die
Aviditat der Interaktion zwischen CD8 T-Zelle und den pMHC-Komplexen (Alexander-Miller
et al., 1996) zu sein.

Hoch-avide CD8 T-Zellen kdnnen bereits durch eine geringe Anzahl prasentierter pMHC-I-
Komplexe aktiviert werden. Nach adoptivem Transfer konnte gezeigt werden, dass eine
hoch-avide CTLL eine WT.BAC-Infektion besser kontrolliert als eine nieder-avide CTLL
(Ebert et al., 2012; Nauerth et al., 2013). Fur den infizierten Wirt ist daher eine geringe
Anzahl an hoch-aviden CD8 T-Zellen ausreichend, um einen Schutz zu induzieren. Ein
direkter Einfluss der viralen Immunevasine auf die funktionelle Aviditat mCMV-spezifischer
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CD8 T-Zellen konnte allerdings nicht festgestellt werden (Bohm et al., 2008; Lemmermann et
al., 2012).

5.2 Fazit und Ausblick

Mehrere Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass die mCMV-spezifische CD8 T-Zellantwort im
immunkompetenten Wirt potenziell sowohl von Cross-Prasentation viraler Antigene auf nicht-
infizierten DC (Snyder et al., 2010, Torti et al., 2011b, Busche et al., 2013) als auch von
direkter Antigenprasentation auf infizierten Zellen initiilert werden kann (Nopora et al., 2012;
Ong et al., 2013). Welcher der beiden Antigenprasentationswege bei der Initiation der
mMCMV-spezifischen CD8 T-Zellantwort dominiert konnte jedoch bisher nicht abschlielRend
geklart werden.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde erstmals die direkte Prasentation viraler Antigene
durch die vermehrte Bereitstellung des viralen Immunevasionsproteins ml152 verstarkt
unterdriickt. Hierfir wurde eine mCMV-Rekombinante generiert, die das Immunevasin m152
wahrend der der IE- und der E-Phase exprimiert. Nach Infektion immunkompetenter BALB/c-
Mause verstarkte die vermehrte Bereitstellung von m152 die Immunevasion, unterdriickte
das Priming antiviraler CD8 T-Zellen und verringerte die Kontrolle der Infektion im
drainierenden LK. Diese Beobachtungen zeigten erstmals, dass das mCMV-spezifische CD8
T-Zell-Priming, wenn sowohl direkte als auch Cross-Prasentation zugelassen wird,
malf3geblich von der direkten Antigenpréasentation bestimmt wird.

Weiterfihrend konnte gezeigt werden, dass auch nach mCMV-Infektion von Cross-
Prasentations-defizienten Mausen (Haplotyp H-2°) eine antivirale CD8 T-Zellantwort initiiert
wird. Diese Beobachtung bestétigt, dass die Initiation einer CD8 T-Zellantwort durch infizierte
profAPC trotz viraler Imnmunevasionsmechanismen moglich ist. Allerdings war sowohl die
antivirale CD8 T-Zellantwort als auch die Kontrolle der Infektion im Haplotyp H-2°
unabhangig von der viralen Immunevasion. Diese Beobachtungen sind mdglicherweise
zurickzufihren auf eine frihe Kontrolle der Infektion durch NK-Zellen, die zu einer
verminderten Viruslast im LK fihrt. Bedingt durch die reduzierte Anzahl an APC im LK
konnen die Immunevasine die antivirale CD8 T-Zellantwort nicht beeinflussen.

Eine Induktion des immunmodulatorischen Zytokins IFNy im Haplotyp H-2° konnte fiir eine
selektive Aufhebung der Immunevasion ausgeschlossen werden. In einem zukinftigen
Projekt sollte allerdings eine Gegenuberstellung des Zytokinmusters im drainierenden LK
nach mCMV-Infektion in den Haplotypen H-2° und H-2% durchgefilhrt werden.
Moglicherweise fuhrt dies zur Identifizierung eines immunmodulatorischen Zytokins, das
selektiv nach mCMV-Infektion im Haplotyp H-2° induziert wird und die viralen
Immunevasionsmechanismen aufhebt.

Im Fokus nachfolgender Arbeiten sollte die Identifizierung des Antigen-prasentierenden
Zelltyps im LK wahrend der akuten mCMV-Infektion stehen. Die vorliegende Arbeit lieferte
erste Hinweise darauf, dass diese APC infiziert sein muss. Die Arbeit von Hsu et al. (2009)
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konnte zeigen, dass in der frihen Phase der mCMV-Infektion 80% der infizierten Zellen im
LK Makophagen sind, und nicht wie bisher vermutet DC. Der Beitrag der direkten
Antigenprasentation auf Makrophagen wurde bisher nicht adressiert und kann nach
Makrophagen-Depletion durch Applikation von liposomalem Clodronat in WT.BAC-infizierten,
Cross-Priming-defizienten Mausen bestimmt werden.
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