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Zusammenfassung

Pranatale Infektionen mit dem humanen Cytomegalovirus (HCMV) sind die haufigste
Ursache frihkindlicher Schadigung, noch vor dem Down-Syndrom oder dem fetalen
Alkoholsyndrom. Reaktivierung dieses Herpesvirus ist daridber hinaus als
lebensbedrohliche Komplikation in der Transplantationsmedizin geflirchtet. Von
Experten wurde daher die Entwicklung einer Vakzine vielfach angemahnt. Trotz
unterschiedlicher Ansatze zu ihrer Entwicklung ist bisher jedoch kein Impfstoff
verfugbar. Die Verwendung von subviralen Dense Bodies (DB) des Virus als
Vakzinegrundlage  stellt eine  vielversprechende  Strategie zur HCMV-
Impfstoffentwicklung dar. DB enthalten bereits in ihrer natlrlichen Form wichtige
Zielantigene der humoralen und zellularen Immunantwort gegen HCMV. Durch gezielte
Mutation des 230.000 Basenpaare umfassenden Genoms des HCMV konnte in
Vorarbeiten der Beweis erbracht werden, dass DB hinsichtlich ihres antigenen
Repertoires optimierbar sind. Allerdings waren Immunogenitat und erzielte Ausbeuten
noch unbefriedigend. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Ansatz der Verwendung
modifizierter DB als Impfstoff-Grundlage weiter zu entwickeln und Erkenntnisse Uber
die fUr die Partikelbildung entscheidenden molekularen Mechanismen zu erarbeiten. In
einem ersten Abschnitt wurde der Ansatz der Modifikation von DB durch Insertion
heterologer Peptidantigene in das virale Tegumentprotein pp65 verfeinert. Das pp65 ist
die mengenmafig dominante Komponente von DB. Durch Herstellung und Austestung
definierter HCMV Mutanten konnte die Position 175 des pp65 als geeignete
Insertionsstelle flr virale wie fir nicht-virale Antigene identifiziert werden. In einem
zweiten Schritt der Arbeit wurde die Rolle des pp65 im Verlauf der viralen Vermehrung
und Morphogenese naher untersucht. Grundlage fir diese Analysen war eine
Virusmutante, die eine dominant-negative Variante des pp65 exprimierte.
Vergleichende massenspektrometrische Untersuchungen unter Einbeziehung von
pp65-kompetenten und pp65-negativen Virusmutanten zeigten, dass pp65 in der spat-
infizierten Zelle mit dem viralen RNA-Exportfaktor pUL69 und der virale Kinase pUL97
komplexiert vorkommt. Das pp65 wurde als Substrat von pUL97 identifiziert. Daneben
wurden essentielle Proteine des viralen Replikationsapparates, sowie zellulare
Proteine des RNA-Metabolismus und -Transports und virale DNA in diesen Komplexen
gefunden. Die Ergebnisse deuteten darauf hin, dass pp65 zu spaten Zeitpunkten der
viralen Infektion zu Stellen viraler DNA rekrutiert wird und dort regulatorisch in
posttranskriptionelle Vorgange von RNA Prozessierung oder RNA Transport eingreift.
Die Hypothese, dass pp65 einen regulatorischen Einfluss auf die RNA-Exportfunktion

von pUL69 nimmt, liegt nahe und ist nun in weiteren Analysen prifbar.
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Kapitel 1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Das Humane Cytomegalovirus

Das Humane Cytomegalovirus (HCMV) wurde erstmals im Jahre 1881 durch den
Pathologen Hugo Ribbert beschrieben (Ribbert, 1904). Er bezeichnete die Erkrankung,
die durch das Virus verursacht wird, als ,Krankheit mit protozoenhaltigen Zellen®. Erst
53 Jahre spater konnte die Virusatiologie definitiv aufgeklart werden (Weller et al.,
1957). Der Name Cytomegalovirus leitet sich von der Eigenschaft ab, dass es durch
eine Infektion mit HCMV zur ZellvergroRerung, der sogenannten Cytomegalie, mit

typischen intranuklearen Einschlusskérpern (Eulenaugen-Zellen) kommt.

Systematisch ist das HCMV aufgrund seiner charakteristischen Morphologie der
Viruspartikel der Familie der Herpesviren (Herpesviridae) zugeordnet. Neben HCMV
zahlen bislang weitere acht humanpathogene Vertreter zu dieser Familie. Zu ihnen
gehoéren das Herpes-Simplex-Virus (HSV), das Varicella-Zoster-Virus (VZV) und das
Eppstein-Barr-Virus (EBV). Eine gemeinsame Eigenschaft dieser Vertreter ist die
Fahigkeit zur Ausbildung einer lebenslangen Latenz im Wirtsorganismus. Sie
unterscheiden sich jedoch in einigen biologischen Merkmalen, aufgrund derer sie in die
drei Unterfamilien a-, B- und y-Herpesviren eingeteilt werden (Roizman et al., 1981;
Roizmann et al., 1992; Roizman and Pellett, 2001). Die a-Herpesviren zeichnen sich
durch ein breites Wirtsspektrum und einen kurzen Replikationszyklus aus. Sie
persistieren Uberwiegend in den Nervenzellen sensorischer Ganglien. Im Gegensatz
dazu weisen die B-Herpesviren ein enges Wirtsspektrum, einen in Zellkultur sehr
langsamen Vermehrungszyklus und eine charakteristische VergroRerung der infizierten
Zelle auf. HCMV etabliert Latenz in unterschiedlichen Organen, darunter Lunge, Leber,
Pankreas, Niere und Herz (Koffron et al, 1997). Nach Infektion mit dem murinen
Cytomegalovirus (MCMV) kann latentes Virus in Organen wie Lunge, Milz,
Speicheldrise, Niere, Nebenniere und Herz nachgewiesen werden (Balthesen et al.,
1993; Collins et al., 1993; Klotman et al., 1990; Reddehase et al, 1994). Die
y-Herpesviren besitzen ebenfalls ein enges Wirtszellspektrum. Die Ausbildung der

Latenz erfolgt Uberwiegend in lymphoidem Gewebe.



1 Einleitung 2

Aufgrund einer ausgepragten Wirtsspezifitat, einem langsamen Replikationszyklus in
Zellkultur und der nach Infektion zu beobachtenden Cytomegalie wurde das HCMV der

Familie der B—Herpesviren zugeordnet (zusammengefasst in (Mocarski et al., 2007)).

111 Morphologie

Die Viruspartikel von HCMV besitzen einen Durchmesser von ungefahr 150-200 nm
und zeigen die typische Morphologie der Herpesviren (Abbildung 1.1). Insgesamt sind
71 HCMV-kodierte und Uber 70 zellulare Proteine bekannt, die im Viruspartikel
enthalten sind (Varnum et al., 2004). Das 229-240 kb grole, doppelstrangige Genom
kodiert fur etwa 164-167 Gene (Davison et al., 2003; Dolan et al., 2004) und ist von
einem ikosahedrischem Kapsid umgeben. Die auliere Begrenzung des Virus bildet
eine Lipiddoppelschicht, die von intrazellularen Membranen abstammt. In diese sind
viruskodierte Glykoproteine eingelagert, wobei das Glykoprotein gM und das
Glykoprotein gB am haufigsten vertreten sind (Varnum et al., 2004). Innerhalb der
Familie der Herpesviren bilden diese Glykoproteine hoch konservierte
Glykoproteinkomplexe aus, die bei der Adsorption und Penetration des Virus an die
Wirtszelle eine wichtige Rolle spielen. Sie sind gleichzeitig wichtige Zielantigene der
Antikorper-vermittelten, neutralisierenden Immunantwort des Wirtes gegen HCMV.
Zwischen der Lipiddoppelschicht und dem Nukleokapsid befindet sich eine
Proteinschicht, die als Tegument bezeichnet wird. Diese Matrix besteht aus
20-25 verschiedenen Proteinen, die zu einem Grofteil phosphoryliert sind und
immunogene Zielstrukturen darstellen. Hauptkomponenten des Teguments sind die
funf Phosphoproteine pp65 (pUL83), pp150 (pUL32), pp71 (pUL82), pUL48 und
pUL25. Diese Proteine bilden 30% der Gesamt-Proteinmasse der Virionen (Varnum et
al., 2004) und beeinflussen unter anderem als Transaktivatoren die zellulare und virale
Genexpression (Baldick and Shenk, 1996; Baldick et al, 1997; Roby and Gibson,
1986; van Zeijl et al., 1997; Winkler et al., 1994). Aulierdem konnte gezeigt werden,
das sowohl virale als auch zellulare mRNAs in viralen Partikeln eingebaut werden
(Bresnahan and Shenk, 2000; Greijer et al., 2000). Die zugrundeliegenden

Mechanismen sind bisher jedoch nicht genauer bekannt.
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Hille gM, gN
gB
Nukleokapsid me' Tegument
gH, gL, gO

Genom

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung eines HCMV-Partikels
(verandert nach (Streblow et al., 2006))

1.1.2 Replikation

Wahrend HCMV in vivo eine Vielzahl von verschiedenen Zelltypen wie Fibroblasten,
Makrophagen, glatten Muskelzellen, Epithel- und Endothelzellen (Sinzger et al., 1995;
Sinzger et al., 2008) infizieren kann, weist es in Zellkultur ein deutlich engeres
Wirtsspektrum auf. Dabei konnte gezeigt werden, dass primare, humane Haut- und
Lungen-Fibroblasten eine gute Penetration der Viruspartikel, aber auch eine produktive

Replikation aufweisen (zusammengefasst in (Mocarski and Courcelle, 2001)).

Die initiale Interaktion des Virus mit seiner Zielzelle wird durch die Bindung der
Glykoproteine in der Virusmembran an die Heparansulfat-Proteoglykane auf der
Oberflache der Wirtszelle ermdoglicht (Compton et al., 1993). Dabei scheinen das
Glykoprotein gB sowie der Glykoproteinkomplex gCll, der aus den Glykoproteinen gM
und gN besteht, eine wichtige Rolle zu spielen (Compton et al., 1993; Kari and Gehrz,
1992). Der nachste Schritt der Replikation ist die Adsorption an die Zelloberflache.
Diese wird durch spezifische Rezeptoren vermittelt, die jedoch bisher weitestgehend
unbekannt sind. Durch die Fusion der Virushille mit der Zellmembran gelangt das
Kapsid mit dem Tegument ins Zytoplasma der Zelle. Bei diesem Vorgang scheint der
Glykoproteinkomplex gCllIl, der aus gH und gL besteht, von Bedeutung zu sein (Huber
and Compton, 1999; Li et al., 1997). Neuere Studien weisen darauf hin, dass ein
anderer Komplex, der aus den viralen Proteinen UL128, UL130 und UL131A und den
Glykoproteinen gH und gL besteht, eine wichtige Rolle bei der Infektion von Endothel-
und Epithelzellen spielt (Ryckman et al., 2008; Wang and Shenk, 2005). Analog zum
HSV 1 wird das Nukleokapsid im Zytoplasma mit hoher Wahrscheinlichkeit entlang

eines Dynein-vermittelten retrograden Transports an Mikrotubuli entlang zu der



1 Einleitung 4

Kernmembran transportiert (Diefenbach et al., 2002; Dohner et al., 2002; Sodeik et al.,
1997). Die Einschleusung in den Zellkern erfolgt durch die Kernporen in das
Nukleoplasma (Ogawa-Goto et al., 2003). Das lineare HCMV-Genom zirkularisiert dort
zu einem extrachromosomalen Episom (Nixon and McVoy, 2002). Zusatzlich zu dem
Kapsid konnen auch virale Tegumentproteine mit einem Kernlokalisierungssignal
(nuclear localisation signal, NLS) in das Nukleoplasma gelangen. Die virale
Genexpression des HCMV verlauft wie bei allen Herpesviren in drei Stufen (Demarchi,
1981; McDonough and Spector, 1983; Wathen and Stinski, 1982). Wahrend der
initialen immediate early (IE) Phase kommt es zur Transkription viraler, regulatorischer
Proteine wie IE1 und IE2. Virale Transaktivatoren des Teguments wie pp71 und pUL69
zusammen mit pUL35 und pUL26 sind in der Lage, die Expression der |IE-Gene zu
verstarken (Liu and Stinski, 1992; Schierling et al., 2004; Stamminger et al., 2002;
Winkler et al., 1994; Winkler and Stamminger, 1996). Die Synthese der viralen,
regulatorischen Proteine IE1 und IE2 flhrt zur Expression der early (E) Gene. Diese
Proteine spielen eine wichtige Rolle bei der viralen DNA Replikation und der Einleitung
der late (L) Phase der Infektion. Die Replikation des viralen Genoms beginnt am
Ursprung der lytischen DNA Replikation auf dem Genom des HCMV, dem
sogenannten oriy. Sie erfolgt nach dem Prinzip des rolling circles (Anders et al., 1992).
Dabei konnten in der Zelle kurz nach der Infektion zirkulare HCMV-Genome detektiert
werden (LaFemina and Hayward, 1983). Die neu synthetisierte DNA wird als lineare
Konkatemere von einer zirkularen Matrize aus gebildet (McVoy and Adler, 1994). Nach
Beginn der viralen Replikation kommt es zur Initierung der spaten Phase der
Genexpression. Diese Gene kodieren in erster Linie Strukturproteine des Virus
(zusammengefasst in (Mocarski and Courcelle, 2001)). Nach dem Aufbau eines
Kapsids aus 162 Kapsomeren kommt es zur Verpackung der DNA. Dazu muss diese
an den Genomenden durch eine virale Endonuklease gespalten und in Einzelgenome
Uberfuhrt werden (Bogner et al., 1998). Nach der Verpackung der viralen DNA wird das
Kapsid durch eine lokale Modifizierung der nuklearen Lamina in den perinuklearen
Raum eingeschleust. Dabei wird das Kapsid von einer Hille umgeben. An diesem
Prozess ist der sogenannte nuclear egress complex (NEC) beteiligt. Der NEC setzt
sich aus dem zellularen Protein p32, dem Lamin-B-Rezeptor, der Proteinkinase C
(PKC), den viralen Proteinen pUL50 und pUL53 sowie der viralen Kinase pUL97
zusammen (Marschall et al., 2005; Milbradt et al., 2009b). Durch Verschmelzung der
Membran mit der duReren Kernmembran werden die Kapside in das Zytoplasma

freigesetzt. Durch Knospung in Vesikel erhalten die Kapside ihre Zellmembran im
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Zytoplasma (Gibson, 1996; Tooze et al., 1993) und reifen weiter heran. Der Ursprung
der zellularen Membran ist bisher nicht genauer bekannt. An der Zellmembran werden
die reifen Viruspartikel durch einen Exozytose-ahnlichen Prozess schlief3lich aus den

Vesikeln in das extrazellulare Kompartiment freigesetzt (Mettenleiter, 2002).

Wahrend einer HCMV-Infektion in Fibroblasten werden drei verschiedene virale
Partikel gebildet, die in den Zellkulturiberstand freigesetzt werden. Neben den
infektidsen Virionen werden zusatzlich nicht infektiose umhdlite Partikel (non infectious
enveloped particles, NIEPs) und Dense Bodies (DB) produziert. NIEPs ahneln in ihrer
Struktur und Proteinzusammensetzung den Virionen. Im Gegensatz zu diesen besitzen
sie jedoch ein zusatzliches Protein, das assembly Protein, und sie enthalten keine
DNA. DB unterscheiden sich hingegen deutlich. Sie besitzen weder DNA noch ein
Kapsid, sondern bestehen Uberwiegend aus Tegument- und Glykoproteinen, die von

einer Hillmembran umgeben sind (Varnum et al., 2004).

113 Epidemiologie und Pathogenese

HCMV st ein ubiquitdar vorkommendes, fakultativ-pathogenes Virus. Der Grad der
Durchseuchung innerhalb der Bevoélkerung variiert dabei in Abhangigkeit von der
geographischen Lage und dem sozialen und 6konomischen Status. In Europa und den
USA sind etwa 60% der Bevilkerung mit HCMV infiziert, wohingegen die
Seropravalenz in den Entwicklungslandern in Afrika und Asien bis zu 100% betragen
kann (Mocarski et al., 2007). Die Ubertragung von HCMV kann sowohl horizontal als
auch vertikal erfolgen. Der horizontale Transfer erfolgt durch direkten
Schleimhautkontakt mit Korperflissigkeiten infizierter Personen wie Speichel,
Samenflissigkeit, Urin, Zervikalsekret, Blut und Muttermilch. Aber auch die
Transplantation von infizierten Organen, Geweben und Knochenmark und die
Transfusion von kontaminierten Blutkonserven stellen Wege flr einen horizontalen
Transfer des Virus dar. Im Gegensatz dazu erfolgt der vertikale Transfer von der Mutter
auf das Kind wahrend der Schwangerschaft (diaplazentar) oder wahrend der Geburt

(perinatal) (Lang and Kummer, 1975; Reynolds et al., 1973; Stagno et al., 1981).

Aufgrund der sehr geringen Pathogenitdt von HCMV verlauft eine Primar- und
Sekundarinfektion bei immunkompetenten Menschen meist asymptomatisch. Auch bei
der Reaktivierung des Virus sind in der Regel keine Krankheitssymptome zu
beobachten. In seltenen Fallen fihrt die Infektion bzw. Reaktivierung zu

mononukleosedhnlichen Symptomen wie Mudigkeit und Fieber (Cohen and Corey,
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1985; Jordan et al., 1973). Selten ist bei Menschen mit einem intakten Immunsystem
ein schwerer Krankheitsverlauf zu beobachten. Klinisch aufféllig wird eine HCMV-
Infektion, wenn das Immunsystem des Patienten geschwacht oder unausgereift ist.
Risikogruppen stellen dabei zum einen Transplantatempfanger, zum anderen
Patienten mit erworbenem Immundefektsyndrom (Acquired immunodeficiency
syndrome, AIDS) dar. Bei ihnen kann die HCMV-Infektion bzw. —Reaktivierung zu
lebendsbedrohlichen Krankheiten wie Lungen-, Leber- oder Gehirnhautentziindung
fuhren (Drew, 1992). Eine kongenitale Infektion tritt zumeist bei einer Primarinfektion
der Mutter wahrend der Schwangerschaft auf. Etwa 90% der pranatal infizierten
Sauglinge sind zunéachst klinisch unauffallig. In 7-25% der Falle kann eine kongenitale
Infektion jedoch zu neuronalen Spatfolgen wie geistige Retardierung oder
Beeintrachtigungen des Gehors flihren. Weisen die Neugeborenen bereits bei der
Geburt Symptome auf (5-10%), entwickeln diese in 90% der Falle neuronale
Stérungen, die geistige Retardierung, Gehérverlust und Beeintrachtigung des
Sehvermdgens zur Folge haben kénnen. 10% der Sauglinge, die bei der Geburt
Symptome zeigen, versterben innerhalb des ersten Lebensjahres (Landolfo et al.,
2003; Mocarski and Courcelle, 2001; Mocarski et al., 2007). Die kongenitale HCMV-
Infektion stellt die haufigste Ursache bleibender zentralnervéser Schadigungen dar
(Cannon and Davis, 2005). Dartiber hinaus wird diskutiert, ob HCMV auch eine Rolle
bei der altersbedingten T-Zell Immunoseneszenz (Koch et al., 2007) und bei
Artheriosklerose (Adam et al., 1997) spielt.

114 Latenz und Reaktivierung

In der Regel verlauft eine Primarinfektion mit HCMV asymptomatisch. Sie fuhrt jedoch
zu einer lebenslangen Latenz des Erregers im Wirtsorganismus. Die Latenz zeichnet
sich durch das Fehlen von Virusproduktion aus. Durch sporadische Reaktivierung kann
diese Phase jedoch unterbrochen werden. Das virale Genom liegt wahrend der
Persistenz im Wirtsorganismus als Episom vor und ist Gberwiegend in Vorlauferzellen
myeloider Zellen nachzuweisen. Die Mechanismen, die zur Reaktivierung fihren, sind
bisher weitestgehend ungeklart. Aufgrund der Induktion der wahrend der Latenz stumm
geschalteten IE-Genexpression kommt es zur Einleitung der Reaktivierung. Dabei
spielt die Differenzierung der latent infizierten myeloiden Vorlauferzellen zu
Makrophagen und reifen dendritischen Zellen eine wichtige Rolle (Sinclair and Sissons,
2006).
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1.2 Immunologische Kontrolle einer HCMV-Infektion

Entscheidend fir den Verlauf einer HCMV-Infektion ist die Immunkompetenz des
Patienten. Bei der Pravention bzw. der Kontrolle der Infektion spielen sowohl das
adaptive als auch das humorale Immunsystem eine wichtige Rolle. Dabei erfolgt die
erste Abwehr des Virus hauptsachlich durch Natirliche Killerzellen (NK-Zellen). In
verschiedenen Studien mit NK-Zell-defizienten oder —depletierten Mausen konnte
gezeigt werden, dass diese Zellen des angeborenen Immunsystems an der
Einddammung der viralen Replikation in unterschiedlichen Geweben beteiligt sind
(Bukowski et al., 1984; Welsh et al., 1991). Bukowski und Kollegen konnten auf3erdem
nachweisen, dass der adoptive Transfer von NK-Zellen aus Zellkultur sowohl
immunsupprimierte adulte als auch neugeborene Tiere vor einer CMV-Erkrankung
schitzen kann (Bukowski et al., 1985; Bukowski et al., 1988). NK-Zellen stellen somit
eine effiziente erste Abwehr gegen eine akute Infektion mit CMV dar. Fur die Kontrolle
der viralen Replikation und die damit verbundene Verhinderung einer HCMV-
Erkrankung ist jedoch die adaptive, HCMV-spezifische Immunantwort von
entscheidender Bedeutung (Reddehase, 2002). Dabei tbernehmen sowohl humorale

als auch zellulare Abwehrmechanismen eine wichtige Rolle.

1.2.1 Die zellulare Immunantwort

Das zellulare Abwehrsystem ist hauptsachlich am Schutz vor den Folgen einer HCMV-
Infektion beteiligt. Dabei spielen vor allem die zytotoxischen T-Zellen (cytotoxic T-cells,
CTL) eine wichtige Rolle (Kapitel 1.2.1.1). Bei der Unterstitzung der CD8 T-Zell
Antwort kommt jedoch auch den CD4 T-Helferzellen eine entscheidende Bedeutung zu
(Kapitel 1.2.1.2).

1.2.1.1 CD8 T-Zellen
Die Bedeutung der CD8 T-Zellen wahrend einer Infektion mit MCMV bzw. einer HCMV-

Infektion konnte sowohl im Tiermodel als auch in Studien an immunsupprimierten
Patienten gezeigt werden. Mause, bei denen die Lymphozyten depletiert wurden,
konnten vor einer Infektion mit MCMV geschutzt werden, indem ihnen spezifische CD8
T-Zellen transferiert wurden (Reddehase et al., 1985). Auch bei immunsupprimierten
Knochenmarkstransplantations (KMT)- oder Stammzelltransplantations-Empfangern
fuhrte der adoptive Transfer CMV-spezifischer CD8 T-Zelllinien zur Rekonstitution der

antiviralen zellularen Immunitat und zum Schutz vor schweren HCMV-Erkrankungen
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(Cobbold et al., 2005; Einsele et al., 2002; Hill et al., 2010; Peggs et al., 2003; Riddell
et al., 1992; Walter et al., 1995).

Trotz der Uber 160 Gene von HCMV waren zunachst nur wenige CD8 T-Zell Antigene
bekannt. Von besonderer Bedeutung war hierbei das Tegumentprotein pp65 (Boppana
and Britt, 1996; Laughlin-Taylor et al., 1994; Wills et al., 1996). Dieses Protein stellt
das mit Abstand am besten untersuchte CTL-Antigen von HCMV dar und viele CD8
T-Zell Epitope unterschiedlicher HLA-Restriktion innerhalb des Proteins konnten
identifiziert werden (zusammengefasst in (Reddehase, 2002)). In neuesten Studien
konnte ein weiteres CD8 und CD4 T-Zell Epitop charakterisiert werden (Provenzano et
al., 2009). Aufgrund seiner hohen Antigenitat waren Mutation oder Deletion dieser
Epitope flur das Virus von Vorteil. Die Sequenz von pp65 ist jedoch in den
Laborstammen und in klinischen Isolaten konserviert (Dolan et al., 2004; Pande et al.,
1991). pp65-negative Virusisolate sind bislang nicht beobachtet worden. Daher wird die
Detektion von pp65 als diagnostischer Marker einer akuten HCMV-Infektion bei

Transplantat-Empfangern verwendet (Grefte et al., 1992a; Grefte et al., 1992b).

Das Protein wird durch den Leserahmen UL83 kodiert. Es besitzt eine Masse von
65 kDa und bildet eines der Hauptbestandteile des Teguments sowohl in Virionen als
auch in DB (Varnum et al., 2004). Trotz seines abundanten Vorkommens in viralen
Partikeln scheint das Fehlen von pp65 keinen Einfluss auf die virale Replikation in
Fibroblastenkultur zu besitzen (Schmolke et al., 1995b). In neuesten Studien konnte
jedoch gezeigt werden, dass eine pp65 Stopmutante eine verminderte virale
Replikation in Makrophagen aufweist (Chevillotte et al., 2009). In einer weiteren Studie
mit einem analogen Virus konnte aullerdem nachgewiesen werden, dass diese
Mutante eine verringerte Transkription des major immediate-early Promoters zeigt
(Cristea et al, 2010). Exprimiert wird das Protein, wie die meisten viralen
Strukturproteine, im Verlauf der Infektion zu spaten Zeitpunkten. Nach der Penetration
der infizierten Zelle wird pp65 aufgrund seiner NLS in den Zellkern transportiert
(Gallina et al., 1996; Schmolke et al., 1995a). Zu spaten Zeitpunkten einer HCMV-
Infektion findet sich pp65 jedoch im Wesentlichen im Zytoplasma und ist dort in
kernnahen Strukturen nachweisbar (Sanchez et al., 2000a). Friihere Studien zeigten,
dass mit dem Tegumentprotein pp65 eine Serin-Threonin Kinase Aktivitat verbunden
ist (Britt and Auger, 1986; Somogyi et al., 1990). Nachfolgende Untersuchungen
konnten eine Interaktion zwischen pp65 und der zellularen Polo-like Kinase 1 (Plk-1)
(Gallina et al., 1999) und der viralen pUL97 Kinase (Kamil and Coen, 2007) aufzeigen.

Bei beiden handelt es sich um Serin-Threonin Kinasen. Kurzlich konnte auRerdem das
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Tegumentprotein pUL69 als Interaktionspartner von pp65 identifiziert werden
(Chevillotte et al., 2009). pUL69 verfugt uber Charakteristika viraler mRNA-
Exportfaktoren und ist somit in der Lage, RNA zu binden, zwischen Kern und
Zytoplasma zu wandern und so ungesplicte, virale RNA zu exportieren (Chevillotte et
al., 2009; Lischka et al., 2001; Lischka et al., 2006; Toth and Stamminger, 2008). In
neuesten Studien wurden zusatzlich Mitglieder der ILI16 Familie als Interaktionspartner
von pp65 bestimmt (Cristea et al., 2010). Wahrend einer HCMV-Infektion rekrutiert
pp65 ILI16 zu dem IE-Promoter. Die Bindung von ILI16 an den Promotor ist dabei
abhangig von der Gegenwart von pp65. Obwohl bereits einige Interaktionspartner von
pp65 identifiziert werden konnten, ist die genaue Funktion von pp65 selbst wahrend
der HCMV-Infektion nicht bekannt. Es gibt lediglich Hinweise, dass pp65 die antivirale
Immunantwort durch Hemmung der Induktion der antiviralen Interferon-Antwort
unterdriickt (Browne and Shenk, 2003), die NK-Zell-Zytotoxizitat inhibiert (Arnon et al.,
2005) und selektiv die IE1-Prasentation verhindert (Gilbert et al., 1993; Gilbert et al.,
1996).

Neben dem Tegumentprotein pp65 stellt auch das regulatorische major immediate
early Protein IE1 eine wichtige Zielstruktur der CTL-Antwort dar. In zahlreichen Studien
konnten bei HCMV-seropositiven Spendern pp65- und/oder |E1-spezifische CTL-
Antworten detektiert werden, die in Frequenz und Pravalenz miteinander vergleichbar
waren (Gyulai et al., 2000; Kern et al., 1999; Khan et al., 2002). Das IE1-Protein wird
zu allen Zeitpunkten einer HCMV-Infektion exprimiert. Die starkste Expression ist
jedoch zu sehr friihen Phasen der Infektion zu detektieren (Stamminger et al., 1991).
Kodiert wird das nukledre Phosphoprotein von den Exonen zwei bis vier der major
immediate early-Region und besitzt eine Masse von 72 kDa. Neben IE2 stellt IE1 den
wichtigsten viralen Transaktivator der frilhen und spaten viralen Genexpression dar
(Greaves and Mocarski, 1998).

Aufgrund neuerer Analysen musste die Vorstellung, dass die CTL-Antwort gegen nur
wenige der HCMV Proteine gerichtet ist, verlassen werden. Es konnte gezeigt werden,
dass bei HCMV-seropositiven Spendern CD8 T-Zellen gegen ein breites Spektrum an
viralen Proteinen nachweisbar sind (Elkington et al., 2003; Sylwester et al., 2005).
Trotzdem stellen pp65 und IE1 nach wie vor die wichtigsten CTL-Zielstrukturen im
Rahmen der HCMV-Infektion dar. Ein Indiz hierfir ist die Erkenntnis, dass durch den
adoptiven Transfer von pp65- und IE1-spezifischen CTL die Viruslast im Blut infizierter
Transplantatempfanger deutlich reduziert werden kann (Cobbold et al., 2005; Nguyen
et al., 2010).
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1.21.2 CD4 T-Zellen
Eine effiziente Erkennung infizierter Zellen durch CD8 T-Zellen bendtigt CD4

T-Zellhilfe. Nur durch das Zusammenspiel beider Lymphozytenfraktionen ist eine
effektivere Kontrolle einer HCMV-Infektion mdglich (Reusser et al., 1991; Walter et al.,
1995). Aufgrund einer verzogerten CD4 T-Zell Antwort kann es zum Auftreten
klinischer Symptome einer HCMV-Erkrankung kommen (Gamadia et al., 2004; Lilleri et
al., 2007). Als Antigene zur Induktion einer CD4 T-Zell Antwort konnten zunachst die
Tegumentproteine pp65 und pULGEY9, die Glykoproteine gB und gH, sowie die
regulatorischen Proteine IE1 und IE2 identifiziert werden (Beninga et al., 1995). Aber
auch bei der CD4 T-Zell Antwort konnten wie bei der CD8 T-Zell Antwort durch neuere

Analysen weitere Antigene zur Induktion identifiziert werden (Sylwester et al., 2005).

1.2.2 Die humorale Immunantwort

Die Induktion virusspezifischer Antikérper tragt zur Eindammung der Virusausbreitung
und zum Schutz vor Sekundéarinfektionen bei. Im Tiermodell mit MCMV konnte dieses
bereits nachgewiesen werden (Jonjic et al., 1994; Rapp et al., 1993; Reddehase et al.,
1994). Bei KMT-Patienten konnte gezeigt werden, dass hohe Titer neutralisierender
Antikérper einen Schutz vor einer schweren HCMV-assoziierten Erkrankung bewirken
kénnen (Schoppel et al, 1998). Aulierdem reduzieren sie die Haufigkeit von
Sekundarinfektionen bei Mittern im gebarfahigen Alter (Adler et al., 1995). Yeager und
Kollegen konnten bereits 1981 zeigen, dass Antikérper, die von seropositiven Mittern
auf ihre Kinder Ubertragen worden waren, die Kinder vor Uber Blutransfusionen
vermittelte HCMV-Infektionen schiitzten (Yeager et al., 1981). Auch in neueren Studien
konnte beobachtet werden, dass das Risiko einer kongenitalen CMV-Infektion und
-Erkrankung durch die Behandlung schwangerer Frauen mit HCMV-spezifischen

Immunglobulinen reduziert werden kann (Nigro et al., 2005).

Die antigenen Zielstrukturen fir neutralisierende Antikdrper sind bisher nur
unzureichend charakterisiert. Bei der Verwendung von Fibroblasten bei der
Identifizierung von Antigenen sind 40-70% der neutralisierenden Antikérper gegen das
Glykoprotein gB gerichtet (Britt et al., 1990). In anderen Studien konnten jedoch auch
die Glykoproteine gH und gM/gN als Antigene neutralisierender Antikorper identifiziert
werden (Funaro et al., 2008; Kniess et al., 1991; Masuho et al., 1987; Rasmussen et
al., 1991; Shimamura et al., 2006).
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Gerna und Kollegen konnten in aktuellen Studien zeigen, dass neutralisierende
Antikorper im Vergleich zu einer Infektion von Fibroblasten eine starkere Wirkung auf
den Schutz einer Infektion von Epithelzellen besitzen (Gerna et al., 2008). AuRerdem
wurde beobachtet, dass CMV-Hyperimmunglobuline eine hdéhere neutralisierende
Wirkung auf die Viruspenetration in Epithelzellen besitzt als in Fibroblasten (Cui et al.,
2008). Fir diesen Vorgang spielt der Proteinkomplex gH/gL/UL128-131A eine wichtige
Rolle (Kapitel 1.1.2).

1.3 Antivirale Therapie

Die derzeit verfigbaren Medikamente gegen HCMV-Infektionen sind nur eingeschrankt
wirksam, gleichzeitig aber mit erheblichen Nebenwirkungen belastet. Derzeit stehen
funf zugelassene Wirkstoffe zur Behandlung einer akuten Infektion zur Verfligung:
(i) Ganciclovir  (GCV), (i) Valganciclovir (ValGCV), (ii) Cidofovir (CDV),
(iv) Foscarnet (FOS) und (v) Fomivirsen (Steininger, 2007).

Das Nukleosidanalogon GCV ist zusammen mit dem GCV Derivat ValGCV das
Standardmedikament zur Behandlung einer HCMV-Erkrankung. Sowohl GCV als auch
ValGCV hemmen die virale DNA Polymerase. Sie sind somit geeignet, die Replikation
des Virus zu hemmen. Beide Wirkstoffe missen fir die kompetitive Inhibierung der
viralen DNA Polymerase phosphoryliert werden. Bei der Modifikation spielt vor allem

die virale Kinase pUL97 eine wichtige Rolle (Sullivan et al., 1992).

Neben den Standardmedikamenten stehen noch weitere Praparate zur Behandlung
einer HCMV-Infektion zur Verfigung. CDV ist ebenfalls ein Nukleosidanalogon, das die
virale DNA Polymerase hemmt. Im Gegensatz dazu ist FOS in der Lage, direkt an
Pyrophosphat-Bindungsstellen in pUL54 zu binden, die Eliminierung von Pyrophosphat
Deoxynukleoside Triphosphate zu blockieren und somit die virale DNA Synthese zu
inhibieren (Oberg, 1982; Oberg, 1989). Fomivirsen nutzt als einziger Wirkstoff als
Zielstruktur die Translation der CMV IE-Proteine. Durch Bindung an komplementare
mRNA Sequenzen dieser Proteine ist Fomivirsen in der Lage, die Translation der
IE-Produkte von HCMV zu inhibieren und somit einen Beginn der viralen Replikation zu
unterbinden (Anderson et al., 1996; Perry and Balfour, 1999). Aufgrund der erheblichen
Nebenwirkungen ist eine Langzeit-Behandlung mit diesen Wirkstoffen jedoch nicht

madglich.

Durch die antivirale Therapie konnte bei vielen Transplantations- und AIDS-Patienten

das Ausmal®l an HCMV-bedingten Erkrankungen deutlich begrenzt werden (Biron,
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2006). Bei kongenitalen HCMV-Erkrankungen konnte bisher jedoch kein Einfluss einer
antiviralen Therapie auf den Verlauf der Erkrankung festgestellt werden (Ornoy and
Diav-Citrin, 2006).

Aufgrund der verstarkt auftretenden Nebenwirkungen der lizensierten Medikamente ist
eine Entwicklung neuerer Wirkstoffe von gréfter Bedeutung. Ein Ansatz stellte der
Wirkstoff Maribavir dar, der zu der Gruppe der Benzimidazole gehoért. In friheren
Studien konnte gezeigt werden, dass Maribavir in der Lage ist, die HCMV DNA
Synthese und den Nuclear egress zu inhibieren (Krosky et al., 2003). Maribavir wurde
bereits in klinischen Studien der Phasel und Phase ll getestet und zeigte
vielversprechende Ergebnisse (Koszalka et al., 2002; Ma et al., 2006; Selleseth et al.,
2003; Wang et al., 2003). Jedoch konnten in den klinischen Studien der Phase Il diese
Ergebnisse nicht erzielt werden. Bei Stammzelltransplantations-Patienten konnte durch
die Behandlung mit Maribavir kein Unterschied in der Infektion mit HCMV im Vergleich
zu der Placebo-Gruppe beobachtet werden. Aufgrund dieser Ergebnisse wurden
klinische Studien der Phaselll an Leber-Transplantat-Empfangern eingestellt

(www.viropharma.com; www.drugs.com).

Ein weiterer Ansatzpunkt flr die antivirale Therapie stellen Artesunate dar. Artesunat
ist ein vom Artemisinin abgeleiteter halbsynthetischer Arzneistoff. Dieser wurde
zunachst fir die Behandlung der durch Plasmodium falciparum verursachten Malaria
verwendet. Studien in den letzten Jahren konnten jedoch zeigen, dass Artesunat in der
Lage ist, die virale Replikation einer Vielzahl von Viren, wie HCMV, HSV-1 und EBV,
zu inhibieren (Efferth et al., 2002; Jansen and Soomro, 2007; Kaptein et al., 2006;
Milbradt et al., 2009a; Shapira et al., 2008). Arav-Boger und Kollegen konnten
aullerdem zeigen, dass die Verwendung von Artesunat-Dimeren im Vergleich zu
-Monomeren einen Vorteil bei der antiviralen Therapie von HCMV darstellen kénnen
(Arav-Boger et al., 2010).

1.4 Impfstoffentwicklung

Die Entwicklung eines Impfstoffes zur Pravention kongenitaler HCMV-Infektionen
wurde 1999 vom Institut of Medicine der National Academy of Sciences als Ziel mit
hochster Prioritat eingestuft (Stratton et al., 2001). Bis heute steht jedoch noch kein
zugelassener Impfstoff zur Verfigung. Eine erfolgreiche HCMV-Vakzine sollte in
optimaler Weise sowohl die humorale als auch die zelluldre Immunantwort des

adaptiven Immunsystems ansprechen, da beide fir die Pravention einer HCMV-
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Infektion von entscheidender Bedeutung sind. Ein weiteres Problem bei der
Etablierung eines Impfstoffes stellt die Tatsache dar, dass dieser die unterschiedlichen
Situationen einer HCMV-Erkrankung nach Transplantation bzw. einer kongenitalen
Infektion gleichermalien bericksichtigen sollte. Dies erweist sich jedoch als Uberaus

schwierig und komplex (Khanna and Diamond, 2006).

1.4.1 HCMV-Impfstoffe in klinischen Studien

1.411 Attenuierte Viren

Die ersten Versuche zur Entwicklung eines Impfstoffes gegen HCMV wurden in den
70er Jahren mit lebend attenuierten Viren durchgeflihrt (zusammengefasst in (Plotkin,
2001; Schleiss and Heineman, 2005)). Die Immunisierung von Erwachsenen mit dem
Laborstamm Ad169 war geeignet, die Entwicklung von neutralisierenden Antikérpern
sowie von virusspezifischen CD8 und CD4 T-Zellen zu stimulieren (Elek and Stern,
1974). Weitere Untersuchungen zur Bestimmung der Persistenz der induzierten
Immunitat sowie der Wirksamkeit der Vermeidung einer Erkrankung wurden jedoch
nicht durchgefihrt. Plotkin und Kollegen isolierten aus einem kongenital infizierten Kind
den Stamm Towne und nutzten diesen flr weitere Untersuchungen (Just et al., 1975;
Plotkin et al., 1975; Plotkin et al., 1976; Plotkin and Huygelen, 1977). Die Towne-
Vakzine war ebenfalls geeignet, sowohl die humorale als auch die zellulare
Immunantwort anzusprechen. Die Intensitat der Immunantwort war jedoch schwacher
als bei einer natirlichen Infektion (Starr et al., 1981). Aufgrund von verschiedenen
Studien an Nierentransplantat-Empfangern konnte gezeigt werden, dass durch eine
Impfung mit dem Towne-Stamm eine Infektion des Patienten zwar nicht verhindert,
jedoch die Schwere der Erkrankung positiv beeinflusst werden konnte (Plotkin et al.,
1994). Die Wirksamkeit der Towne-Vakzine wurde in einer weiteren Studie mit jungen
Muttern untersucht. Dabei stellte sich in verschiedenen Versuchsreihen heraus, dass
die Immunisierung von Muttern mit der Towne-Vakzine zu einer immunogenen, milden
Infektion flhrt, jedoch nicht den gleichen Schutz wie natirlich erworbene Immunitat
vermitteln konnte (Plotkin, 1999).

Ein Ansatz zur Verbesserung der Immunogenitdt der Towne-Vakzine stellt die
genetische Veranderung des Stammes dar. Der Impfstamm Towne besitzt im Vergleich
zu dem Wildtypisolat Toledo eine genomische Deletion von 13 kB. Diese Region
kodiert fur 19 Proteine. Chimere aus den Stdmmen Towne und Toledo wurden

zunachst auf ihre Virulenz und Immunogenitat im Vergleich zu den Ausgangsstammen
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untersucht (Mocarski and Kemble, 1996). Bisher wurden vier unabhangige chimere
Vakzine generiert und in randomisierten, kontrollierten Doppelt-Blind-Studien getestet
(Heineman et al., 2006). Alle Chimere zeigten eine gute Vertraglichkeit und der

Impfstamm wurde von den Patienten nicht ausgeschieden.

1.4.1.2 Subunit Impfstoff

gB (gpUL55) Impfstoffe

Neutralisierende Antikorper sind im Rahmen der HCMV-Infektion insbesondere gegen
Glykoproteine gerichtet. Diese befinden sich in der &ulleren Membran des
Viruspartikels. Der Glykoproteinkomplex |, der aus dem Glykoprotein gB besteht, ist
dabei am besten charakterisiert und von grof3em Interesse bei der Entwicklung eines
Subunit Impfstoffes gegen HCMV. In den Seren von seropositiven Patienten konnten
bis zu 70% neutralisierende Antikérper nachgewiesen werden, die gegen gB gerichtet
sind (Britt et al., 1990).

Ein Ansatz fur die Entwicklung eines Subunit Impfstoffes, basierend auf gB, ist die
Expression von gB in Hamsterzellen (Chinese Hamster Ovary, CHO). In dem hierfur
verwendeten Konstrukt wurde die Transmembrandomédne sowie die proteolytische
Schnittstelle am 3'Ende von gB deletiert. Hierdurch wird die Freisetzung des
rekombinanten Proteins in den Zellkulturiiberstand erreicht (Spaete, 1991). Das
aufgereinigte Protein wurde in verschiedenen Studien zusammen mit einem Adjuvans
(MF59; Alaun) intramuskular verabreicht und auf seine Vertraglichkeit, Immunogenitat
und Wirksamkeit getestet (Frey et al., 1999; Mitchell et al., 2002; Pass et al., 1999). In
allen Analysen wurde der Impfstoff gut vertragen. Als Nebenwirkungen traten allenfalls
Beschwerden an der Einstichstelle auf. In neuesten klinischen Studien der Phase Il
konnte gezeigt werden, dass durch eine Vakzine, basierend auf dem Glykoprotein gB,
das Risiko der Infektion der Mutter um 50% reduziert werden konnte (Pass et al.,
2009). Dabei wiesen die Ergebnisse dieser Studie jedoch keine statistische Signifikanz
auf. Eine vergleichbare Reduktion des Risikos einer HCMV-Infektion kann bereits
durch intensiveres Handewaschen und weitere Hygienemalinahmen erzielt werden
(Cannon and Davis, 2005).

Eine andere Alternative stellt ein rekombinantes gB Protein dar, das mittels eines
Kanarienvogel-Pockenvirus-Vektors (Canarypoxy Vektor, ALVAC) exprimiert wird.
Jedoch wurden durch die Impfung mit dem Canarypoxy-gB nur geringe Antikdrper-Titer

induziert. In anschliefienden Studien wurde getestet, ob durch ein Priming mit dem
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Canarypoxy-gB und durch ein anschlieRendes Boosting mit dem attenuierten Towne
Stamm eine verstarkte Induktion des Antikorpertiters erreicht werden kann (Adler et al.,
1999). Die untersuchten Patienten entwickelten hohe Titer an neutralisierenden
Antikoérpern, die vergleichbar mit denen von seropositiven Personen waren. Derzeit

liegen jedoch keine Daten aus klinischen Studien vor.

Fir die Expression von gB wurde auflerdem ein a-Virus Replikationssystem
verwendet. Mit Hilfe dieses Ansatzes werden virus-ahnliche Replikon-Partikel (virus-
like replicon particles, VRPs) gebildet, die auf dem attenuierten Venezolanischen
Pferdeenzephalomyelitis (Venezuelan Equine Encephalitis, VEE) Expressionssystem
basieren. Zu den Vorteilen der VRPs zahlen eine hohe Expressionsrate des
heterologen Proteins und die Induktion sowohl der humoralen als auch der zellularen
Immunantwort. In ersten Studien konnte bereits gezeigt werden, dass durch eine
Immunisierung von Balb/c Mausen mit VRPs, die gB exprimieren, ein hoher Titer an
neutralisierenden Antikorpern erreicht werden kann (Reap et al., 2007). Der Nachweis
eines Schutzes vor einer HCMV-Erkrankung in klinischen Studien steht jedoch noch

aus.

Eine weitere Moglichkeit zur Expression stellt eine DNA Vakzination dar. Im Tiermodell
konnte bereits gezeigt werden, dass durch Verabreichung des HCMV-gB-DNA
Impfstoffes neutralisierende Antikérper induziert werden konnten (Endresz et al.,
1999). Klinische Studien beim Menschen werden derzeit durchgeflihrt. Eine moégliche
Gefahr durch Insertionsmutagenese stellt jedoch die Verwendung einer DNA Vakzine

in Frage.

pp65 (ppUL83) Impfstoffe

Das Tegumentprotein pp65 stellt eines der Hauptantigene flr die zellulare
Immunantwort gegen HCMV dar (Kapitel 1.2.1.1). Daher spielt es auch bei der
Entwicklung eines Impfstoffes gegen HCMV eine entscheidende Rolle. Viele
Strategien, die zur Expression von gB verwendet werden, kommen auch bei pp65 zum
Einsatz. Durch die Immunisierung von seronegativen Erwachsenen mit ALVAC/pp65
konnte eine HCMV-spezifische CD8 T-Zell Antwort stimuliert werden (Berencsi et al.,
2001). Ein o-Virus/VRP Impfstoff, basierend auf pp65, wurde analog zu gB getestet
(Reap et al., 2007). Durch die Immunisierung mit diesem Impfstoff konnte ebenfalls
eine CD8 T-Zell Antwort induziert werden. Vergleichbar zu gB werden auch DNA

basierende DNA-Vakzine Kandidaten mit pp65 getestet. In einer klinischen Studie der
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Phase |, bei der gB und pp65 fur die Immunisierung verwendet wurden, konnte gezeigt

werden, dass diese gut vertraglich und sicher sind (Evans et al., 2004).

1.4.2 Impfstoffe in der praklinischen Entwicklungsphase

1.4.21 Alternative Expressionsstrategien fiir gB, pp65 und IE1

Zusatzlich zu den in Kapitel 1.4.1.2 beschriebenen Mdglichkeiten zur Expression von
viralen Proteinen gibt es noch weitere Strategien, die in préaklinischen Studien
analysiert wurden. Ein Ansatz stellt die Expression von HCMV Proteinen durch das
modifizierte Vaccinia Virus Ankara (MVA) dar. Ein MVA Konstrukt, welches eine
I6sliche Form von gB exprimiert, wurde an Mausen getestet (Wang et al., 2004). Die
Immunisierung mit diesem MVA war geeignet, im Versuchstier gB spezifische,
neutralisierende Antikérper zu induzieren. Wang und Kollegen haben ebenfalls ein
rekombinantes MVA generiert, das gB, pp65 und IE1 exprimiert (Wang et al., 2006).
Sowohl die zellulare als auch die humorale Immunantwort konnte durch die
Immunisierung von Mausen mit diesem Konstrukten stimuliert werden. Ein weiterer
Ansatz stellte die Verwendung eines rekombinanten Adenovirus Vektors zur
Expression viraler Proteine dar. In einer aktuellen Studie wurde ein Vektor verwendet,
der fir die extrazellulare Domane von gB kodiert sowie fir viele HLA Klasse | und Il
Epitope von HCMV. Durch Immunisierung mit diesem Vektor konnte im Tiermodell
gezeigt werden, dass eine humorale und zelluldre Immunantwort induziert werden
kann (Zhong et al., 2008; Zhong and Khanna, 2009).

1.4.2.2 Dense Body Vakzine

Die Entwicklung eines Impfstoffes gegen HCMV, der auf subviralen DB basiert, stellt
eine weitere Moglichkeit der Vakzineentwicklung dar (Mersseman, 2007; Mersseman
et al., 2008a; Mersseman et al., 2008b; Pepperl et al., 2000). Die genaue Funktion von
DB, die wahrend der viralen Replikation von HCMV in Zellkultur produziert werden, ist
bisher nicht bekannt (Craighead et al., 1972; Irmiere and Gibson, 1983). Sie werden in
grolier Anzahl in den Zellkulturiberstand freigesetzt und kénnen daraus durch
Gradienten-Ultrazentrifugation aufgereinigt werden. DB sind in der Lage Uber
Membranfusion in verschiedene Zellen einzudringen (Bodaghi et al., 1999; Pepperl et
al., 2000; Topilko and Michelson, 1994). Analysen der Zusammensetzung von DB
zeigten, dass Uberwiegend Tegumentproteine wie pp65, pUL25, pp150 und pp71 in

diesen Strukturen enthalten sind, wobei pp65 den Hauptbestandteil bildet (Varnum et



1 Einleitung 17

al., 2004). AulRerdem konnten die Glykoproteine gM, gH und gB des HCMV in DB in
diesen Analysen nachgewiesen werden. DB enthalten somit wichtige Zielantigene
sowohl der zelluldaren als auch der humoralen Immunantwort gegen HCMV. Die
Immunisierung von Mausen mit DB fiihrte zur Synthese von neutralisierenden
Antikorpern, sowie zur Induktion einer deutlichen CD8 und CD4 T-Zell Antwort (Pepperl
et al., 2000). In einer neueren Studie konnte gezeigt werden, dass durch die Insertion
eines |IE1 Epitopes in den Leserahmen von pp65 ein heterologes Fusionsprotein
entsteht, dass in rekombinante DB verpackt werden kann und eine spezifische CD8
T-Zell Antwort in Mausen induziert (Mersseman et al., 2008a; Mersseman et al.,
2008b).

1.5 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Trotz der zahlreichen Versuche, eine Vakzine gegen HCMV zu entwickeln, steht
bislang kein Impfstoff zur Verfligung. Die Verwendung von subviralen DB des Virus als
Vakzinegrundlage stellt eine vielversprechende Alternative zu den bislang verfolgten
Strategien zur HCMV-Impfstoffentwicklung dar (Kapitel 1.4.2.2). Die Partikel enthalten
wichtige Antigene zur Induktion von Immunitat gegen HCMV. Dazu gehdren die viralen
Hullproteine sowie das Tegumentprotein pp65. Einzelne, als immundominant
identifizierte Proteine des Virus, fehlen jedoch. Hierzu zahlt das regulatorische
IE1-Protein, eines der dominanten Antigene der CD8 T-Zell Antwort gegen HCMV.
Aufgrund der Fokussierung auf pp65 als CTL Zielantigen wurde dem IE1 zunachst
keine grofle Aufmerksamkeit geschenkt. In verschiedenen Studien konnte jedoch
mittlerweile gezeigt werden, dass dieses Protein eine wichtige Rolle bei der HCMV-
spezifischen Immunantwort spielt. Fr die Entwicklung eines Impfstoffes gegen HCMV
auf der Basis von DB wird es daher als wichtig erachtet, auch antigene Strukturen des
IE1 in DB zu verpacken. Eine Strategie, dieses Ziel zu erreichen, stellt die Insertion von
Teilen des IE1 in pp65 und die Expression dieses Fusionsproteins durch ein
rekombinantes HCMV dar. In vorangegangenen Arbeiten der Arbeitsgruppe konnte der
Beweis der Machbarkeit dieses Ansatzes erbracht werden. Ziel der vorliegenden Arbeit
war es, den Ansatz der Verwendung modifizierter DB als Impfstoff-Grundlage
weiterzuentwickeln und die fir die Benennung eines Impfstoff-Kandidaten notwendigen
Erkenntnisse zu erarbeiten. Hierzu sollten eine oder mehrere Insertionsstellen in pp65
definiert werden, die eine effiziente Synthese und Verpackung des resultierenden
Fusionsproteins in infizierten Fibroblasten, sowie seine Verpackung in modifizierte DB

und deren Freisetzung zulieRen. Die daraus entwickelten, modifizierten DB sollten
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hinsichtlich ihrer Immunogenitat im Mausmodell getestet werden. Aus den Ergebnissen
dieser Untersuchungen sollte eine Modellstrategie zur schlussendlichen Formulierung

eines Vakzinekandidaten entwickelt werden.

Parallel hierzu sollte die Morphogenese von DB in der infizierten Zelle naher beleuchtet
werden. Ziel war hier, Erkenntnisse zu sammeln, die zur Optimierung der
Herstellungsprozedur von DB beitragen kdnnen. Die Expression des pp65 ist fir die
Bildung von DB unabdingbar. Im Rahmen dieser Arbeit sollte daher zunachst die Rolle
von pp65 bei der Partikelmorphogenese analysiert werden. Grundlage fir diese
Untersuchungen war eine Virusmutante, deren Vermehrungsfahigkeit in Zellkultur
aufgrund der Insertion des heterologen IE1-Peptids an Position Arg387 unerwartet
stark eingeschrankt ist. Hypothese war es, dass die Untersuchung dieser Mutante
Aufschlisse Uber die Funktion des pp65 im Rahmen der Virusmorphogenese zulassen

wirde.
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2 Material und Methoden

2.1 Allgemeine Laborgerate

Gerat Bezeichnung Hersteller

Analysenwaage BP61 Sartorius, Gottingen

Binokular SZX-12 Olympus, Hamburg

Brutschrank B12 Heraeus, Hanau

COs-Inkubator Steri-Cult 200 Incubator Forma Scientific, Egelsbach

Digitalkameras Power Shot G5 Canon Deutschland, Krefeld
Diagnostic instruments. inc.,

Spot Flex Sterling Heights, Michigan

Elektroblot-Apparatur
Elektroporations-Apparatur

Fluoreszenzmikroskope
Folienschweil3gerat
Gelapparaturen
Heizrahrer
Heizschattler
Laborwaage

Laserscanning-Mikroskop
MACS Muiltistand

Mehrkanalpipetten

Mikrowelle

Mikroskop

Trocken-Blotter

Gene Pulser Il
Axiophot

DM IRB

Polystar 583
DNA-Gelelektrophorese

Protein-Gelelektrophorese

RCT BASIC
Thermomixer 5436
MAG HS7
LP5200P
LSM-510

20-200 pl, Discovers
30-300 pl, Reasearch Plus
M1712N

Axiovert 25

(USA)

Hulzel, Wérth/Hoérlkofen
Bio-Rad, Minchen

Zeiss, Jena

Leitz, Wetzlar

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

IKA-Labortechnik, Staufen
Eppendorf, Hamburg
IKA-Labortechnik, Staufen
Sartorius, Géttingen

Zeiss, Jena

Miltenyi Biotech, Bergisch
Galdbach

ABIMED, Langenfeld
Eppendorf, Hamburg
Samsung, Schwalbach/Ts.

Zeiss, Jena
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Netzgerat

PCR-Cycler
pH-Meter

Photometer

Pipette, programmierbar
Pipetten, verstellbar

Pipettierhilfe

Real-Time PCR Cycler

Schittelinkubator
Schuttelwasserbad
Schittler

Sonificator

Sterilbank

Ultrazentrifuge

UV Lampe

Vakuumpumpe

Vortex

Wasserbad mit Thermostat

Zentrifugen

Elektrophoresis Power
Supply 600

Tpersonal

CG 842

Ultrospec llI

Bio Photometer
Multiskan EX
(96-Well-Platten Reader)
Nanodrop ND-100
50-1000 pl, Research Pro
10, 20, 200, 1000 pl
Pipetboy acu

Abi Prism 7700 Sequence
Detector

Cellstar

OLS 200

HS501 digita

MaxQ 4000l

Branson Sonifier 250

Herasafe

Sorvall Combi Plus
Optima™ L-90K
Ultracentrifuge
NU-4 KL

MS1 Minishaker

Kihlzentrifuge 5417R
Tischzentrifuge 5417C
Megafuge 2.0

RC5C Plus (Rotoren
SLA1500, SS34)

Pharmacia Biotech, Freiburg

Biometra, Gottingen

Schott, Mainz

Pharmacia Biotech, Freiburg
Eppendorf, Hamburg
Thermo, Vantaa (F)

PegLab, Erlangen

Eppendorf, Hamburg
Gilson, Langenfeld
Integra Biosciences,
Fernwald

PE Applied Biosystems,
Weiterstadt

Nunc, Wiesbaden

Grant, Cambridge (GB)
IKA-Labortechnik, Staufen
Thermo Scientific, Schwerte
Heinemann, Schwabisch
Gmind

Heraeus, Hanau

Sorvall, Hanau

Beckmann Coulter, Krefeld

Konrad Benda, Wiesloch
KNF Neuberger, Freiburg
IKA-Labortechnik, Staufen
Memmert, Schwabach
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Hanau

Sorvall, Hanau
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2.2 Chemikalien

Die eingesetzten Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, von den Firmen
Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) oder Sigma (Deisenhofen) bezogen. Alle

Lésungen und Puffer wurden in autoklaviertem, bidestilliertem Wasser angesetzt.

2.3 Kultivierung von Bakterien

2.3.1 Bakterienstamme

Stamm Genotyp Topt.  Literatur

E. coliDH10B  F- mcrA A (mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢ 37°C (Grant et al., 1990)
80dlacZAM15
AlacX74 deoR recA1 endA1
araD139 A(ara, leu)
7649 galU galK rspL nupG

XL10-Gold® Tet® A(mcrA)183 A(merCB-hsdSMR- 37°C  Stratagene,
mrr)173 endA1 supE44 thi-1 recA1 Amsterdam (NL)
gyrA96 relA1 lac Hte [F'proAB lacl’Z
AM15Tn10 (Tet®) Amy Cam"]

E. coliSW102 F mcrA A(mrr—hsdRMS—mcrBC) 32°C (Warming et al., 2005)
@®80d/acZDM15 AlacX74 deoR
recA1 endA1 araD139
A(ara,leu)7649 gal’ galU AgalK rspL
nupG Acl857 (cro—bioA) < > Tet
(cro—bioA) < > Tet indicates

substitution of cro—bioA with tet.

2.3.2 Medien und Medienzusatze

2.3.21 Medien
Luria Bertani (LB) — Medium 1x

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

eingestellt und autoklaviert
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LB - Agarplatten
LB-Medium + 1,5% (w/v) Agar, autoklaviert

Die Zugabe von Antibiotika erfolgte nach dem Autoklavieren und Abkuhlen der Lésung
auf 50 bis 60°C.

M9 — Medium 1x

6 g Na,HPO, x 7 H,0, 3 g KH,PO,4, 1 g NH,CI, 0,5 g NaCl, in 1 Liter H,O gel6st und

autoklaviert
M63 - Minimalmedium 5x

10 g (NH4).S04, 68g KH,PO,; 2,5mg FeSO4 x 7 H,O, in 1 Liter HO geldst,
pH-Wert mit NaOH auf 7 eingestellt und unter Vaccum steriffiltriert (0,2 um).

M63 — Agarplatten
M63-Minimalmedium + 1,5% (w/v) Agar, autoklaviert

Die Zugabe von Antibiotika und der Kohlenstoffquelle erfolgte nach dem Autoklavieren
und Abkuhlen der Lésung auf 50 bis 60°C.

MacConkey Agar

Der MacConkey Agar wurde nach Angaben des Herstellers (Becton Dickinson,

Heidelberg) hergestellt und verwendet.
Einfriermedium

LB-Medium mit 30% Glycerin

2.3.2.2 Medienzusatze

Ampicillin

Stock 75 mg/ml in H,O, sterilisiert, Endkonzentration 75 ug/mi
Chloramphenicol

Stock 25 mg/ml in 100% Ethanol, Endkonzentration 12,5 ug/ml
d-Biotin

Stock 0,2 mg/ml d-Biotin in H,O, sterilfiltriert, Endkonzentration 1 mg/ml
Galactose

Stock 20% Galactose in H,0, sterilfiltriert, Endkonzentration 0,2%
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2-desoxy-Galactose (DOG)

Stock 20% 2-desoxy-Galactose in H,O, steriffiltriert, Endkonzentration 0,2%
Glycerin

Stock 20% Glycerin in H,O, sterilfiltriert, Endkonzentration 0,2%

L-Leucin

Stock 10 mg/ml L-Leucin in H,O, sterilfiltriert, Endkonzentration 45 mg/I
Magnesiumsulfat (MgSO,)

Stock 1 M MgSQ, in H,0O, autoklaviert, Endkonzentration 1 uM

233 Kultivierung und Kryokonservierung

2.3.31 Fliissigkulturen

Zur Anzucht von Bakterien wurde steriles Medium in Abhangigkeit des verwendeten
Plasmids mit den entsprechenden Antibiotika-Zusatzen supplementiert und mit einer
Einzelkolonie angeimpft. Diese Flussigkultur wurde Uber Nacht (GN) im
Schittelinkubator mit 200 Umdrehungen pro Minute (rounds per minute, rpm) bei 32°C
bzw. 37°C inkubiert.

23.3.2 Kultivierung auf Agarplatten

Zur Kultivierung von Bakterien auf einer Agarplatte wurden die Bakterien aus einer
Glycerinkultur mit einer sterilen Impfése auf einer Agarplatte mit entsprechenden
Antibiotika- und Medienzusatzen ausgestrichen und UN bei 32°C bzw. 37°C inkubiert.
Fir die Herstellung eines Verdinnungsausstriches wurden Einzelkolonien mit einer

sterilen Impfése gepickt und mittels Drei-Osen Ausstrich ausplattiert.

2333 Kryokonservierung (Glycerinkulturen)

Bakterien einer LB-Flussigkultur wurden kurz vor dem Eintritt in die stationare
Wachstumsphase mit 30% sterilem Glycerin versetzt, gut gemischt und anschliel3end

bei -80°C eingefroren.

2334 Herstellung elektrokompetenter Bakterien

200 ml LB-Medium wurde im Verhaltnis 1:100 mit einer GN-Kultur der entsprechenden
Bakterien angeimpft, bis zur logarithmischen Wachstumsphase (ODgoonm = 0,6) bei
32°C bzw. 37°C kultiviert und anschlieBend direkt auf Eis Uberfihrt. Nach einer
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Inkubation von 15 min auf Eis wurden die Bakterien auf zwei Zentrifugen-Rohrchen
aufgeteilt und fur 10 min bei 6.000 rpm und 4°C in einer Megafuge 2.0 zentrifugiert. Die
Pellets wurden jeweils in 250 ul eiskaltem H,O resuspendiert, erneut zentrifugiert und
anschlieftend in insgesamt 5 ml Glycerin (10%) resuspendiert und auf Eis zu je 30 pl
aliquotiert. Die Aliquots wurden unmittelbar in flissigem Stickstoff eingefroren und

anschlielend bei -80°C gelagert.

2335 Herstellung elektrokompetenter SW102 Bakterien fiir die BAC-

Mutagenese

Zur Herstellung kompetenter E.coli SW102 Zellen wurden 50 ml LB-Medium im
Verhéltnis 1:50 mit einer Ubernachtkultur des E. coli-Stammes SW102 pHB5 angeimpft
und bis zur logarithmischen Wachstumsphase (ODggonm = 0,6) bei 32°C kultiviert. Alle
folgenden Schritte wurden auf Eis bzw. bei 4°C durchgefihrt. 25 ml der Kultur wurden
15 min einem Hitzeschock unterzogen. Der Rest der Kultur wurde zurlick auf 32°C
gestellt und geschiittelt. Nach der Inkubationszeit wurden beide Proben — induziert und
nicht induziert — umgehend in ein Eiswasserbad gegeben, sorgfaltig abgekihlt und
jeweils in ein bereits vorgekihltes 50 ml Falcon Uberfihrt. Die Kulturen wurden 6 min
bei 4.500 rpm und 0°C in einer Megafuge 2.0 zentrifugiert. Die sedimentierten
Bakterienzellen wurden anschlieRend in 1 ml eiskaltem ddH,O resuspendiert. Nach
dem Ldsen wurde zusatzlich 19 ml eiskaltes ddH,O hinzugegeben und es folgte eine
weitere Zentrifugation. Dieser Waschschritt wurde ein zweites Mal wiederholt. Nach
dem zweiten Waschschritt wurde der Uberstand méglichst vollstandig entfernt. Das
Pellet wurde in der zurlckbleibenden Flissigkeit resuspendiert. Zur Elektroporation

wurden die kompetenten SW102 pHB5 Bakterien aliquotiert und auf Eis gelagert.

2.3.3.6 Elektroporation kompetenter E.coli

30 ul elektrokompetenter E.coli Zellen wurden mit 2 bis 5 pl DNA versetzt und in eine
vorgekuhlte Kuvette Uberfihrt. Die Elektroporation wurde mit den Impulsbedingungen
200 Q, 2,5 kV und 25 uF durchgeflihrt. Direkt nach der Transformation der DNA wurde
1 ml warmes LB-Medium zu den Bakterien gegeben und der Ansatz fiir eine Stunde
bei 32 bzw. 37°C auf dem Schuttler inkubiert.
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2.3.3.7 Elektroporation kompetenter E.coli SW102
25 ul elektrokompetente E.coli Zellen wurden mit 150 bzw. 300 ng DNA versetzt und in

eine vorgekihlte 0,2 cm Kivette Uberflhrt. Die Elektroporation wurde mit den
Impulsbedingungen 200 Q, 1,75kV und 25 pF durchgefihrt. Unmittelbar nach der
Transformation der DNA wurde 1 ml warmes LB-Medium zu den Bakterien gegeben

und der Ansatz fur ein bzw. viereinhalb Stunden bei 32°C auf dem Schiittler inkubiert.

2.4 Kultivierung von Saugerzellen

Zur Vermeidung von Kontaminationen mit Pilzsporen und Bakterien wurden samtliche
Arbeiten mit eukaryonten Zellkulturen an einer sterilen Werkbank unter Verwendung
von sterilen Glas- und Plastikwaren durchgefiihrt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte
bei 37°C, einem CO,-Gehalt von 5% und 95% relativer Luftfeuchtigkeit in der

Brutraumatmosphare.

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

bezogen.

Soweit es nicht anders angeben wurde, erfolgte das Pelletieren der Zellen durch

Zentrifugation bei Raumtemperatur (RT) in der Megafuge 2.0 fiir 4 min bei 1.500 rpm.

In regelmaliigen Abstanden wurden alle Zellkulturen mit Hilfe des Kits ,Venor®GeM-
Mykoplasmen-Detektionskit* von  Minerva Biolabs (Berlin) auf mogliche
Mykoplasmenkontaminationen hin Uberprift. Bei positivem Testergebnis wurden die
befallenen Zellen mit der Antibiotika-Kombination BM Cyclin (Roche, Mannheim) nach

Herstellerangaben behandelt.
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241 Puffer und Lésungen

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

0,4% in 85% Kochsalzlésung

— 1:4 Verdunnung in PBS (Endkonzentration: 0,1%)

Trypsin/EDTA (PAA, Colbe)

0,5 g/l Trypsin; 0,2 g/l EDTA

24.2 Medien und Medienzusitze

Alle Zellkulturmedien und Medienzusatze wurden, wenn nicht anders angegeben, von
PAA (Colbe) bezogen. Das verwendete fétale Kalberserum (FKS) stammte zu Beginn
der vorliegenden Arbeit von der Firma Biochrom (Berlin) und wurde nachfolgend von
der Firma Invitrogen (Karlsruhe) bezogen. Die Hitzeinaktivierung des FKS erfolgte bei
56°C fur 45 min.

Als pH-Indikatorfarbstoff enthielten samtliche Zellkulturmedien Phenolrot.

MEM + 5% FKS Minimum Essential Medium mit 5% Hitze-inaktiviertem FKS;
2 mM L-Glutamin; 50 mg/l Gentamycin, 0,5 ng/ml bFGF (basic

fibroblast growth factor) (Invitrogen, Karlsruhe)

MEM + 10% FKS Minimum Essential Medium mit 10% Hitze-inaktiviertem FKS;
2mM L-Glutamin; 50 mg/l Gentamycin, 0,5ng/ml bFGF

(Invitrogen, Karlsruhe)

DMEM + 10% FKS Dulbecco’s modified eagle medium mit 10% Hitze-inaktiviertem
FKS; 2 mM L-Glutamin; 50 mg/l Gentamycin

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

Einfriermedium 90% FKS; 10% Dimethylsulfoxid (DMSO) (Roth, Karlsruhe)
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24.21 Antibiotika

Antibiotikum Wirkspektrum Stammloésung Endkonzentration
BM Cyclin (1) Bakterien, 2,5 mg/ml 10 pg/ml

BM Cyclin (2) insbeondere 1,25 mg/ml 5 ug/ml

(Roche, Mykoplasmen

Mannheim)

Gentamycin Bakterien, auch 50 mg/ml 50 pg/ml

(PAA, Colbe) Mykoplasmen

24.2.2 Inhibitoren

Inhibitor Wirkspektrum Stammloésung Endkonzentration
Go66976 pUL97 und 500 pg/mli 1 uM

(Merck, Proteinkinase C

Darmstadt) (PKC)

Go7874 Proteinkinase C 500 pg/mli 1 uM

(Merck, (PKC)

Darmstadt)

Ax7396 pUL97 10 mM 1 uM

(Sigma-Aldrich,

Deisenhofen)

2423 Peptide

Protein Aminosaureposition Konzentration Aminosauresequenz
pp65 495-506 1 mg/ml NLVPMVATV

IE1 297-305 10 mg/ml TMYGGISLL

243 Bestimmung der Zellzahl und der Zellvitalitat

Lebende Zellen sind fur den Vitalfarbstoff Trypanblau undurchlassig. Im Gegensatz
dazu dringt dieser Farbstoff bereits nach kurzzeitiger Inkubation durch die
Zellmembran toter Zellen. Dies resultiert in einer deutlichen Blaufarbung der

entsprechenden Zellen. Zur Bestimmung der Lebendzellzahl wurden die
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Zellsuspensionen 1:2 mit Trypanblau verdinnt, in eine Neubauer-Zdhlkammer

Uberfuhrt und anschlieRend unter dem Mikroskop gezahlt.

Milzzellen wurden vor dem Zahlen in einem Verhaltnis von 1:1:2 mit Trypanblau und
4% Essigsaure versetzt. Durch die Zugabe der Essigsdure werden Erythrozyten lysiert,

die das Ergebnis der Zahlung beeinflussen kénnten.

Die Berechnung der Zellzahl/ml erfolgte nach folgender Formel:

Zellzahl/ml = N/nxVx10*

N = Anzahl gezahlter lebender Zellen

n = Anzahl ausgezahlter Grossquadrate

Vv = Verdinnungsfaktor

10* = Kammerfaktor

244 Kryokonservierung und Rekultivierung von Zellen

In einem speziellen Einfriermedium kénnen Zellen in flissigem Stickstoff bei -172°C
Uber mehrere Jahre aufbewahrt werden. Bei Bedarf werden sie revitalisiert und
kultiviert. Zur Lagerung wurden 1x10° bis 5x10° Zellen pelletiert, in 1,5 ml
Einfriermedium resuspendiert und in Kryogefale Uberfihrt. Diese wurden zunéachst in
einem Einfriergefal® UGN bei -80°C langsam abgekulhlt und anschlief3end in flissigen
Stickstoff Uberfiihrt. Die Verwendung des Einfriermediums ermoglicht ein
gleichmaRiges Absinken der Temperatur um 1°C/min. Dadurch wird die Bildung von
Eiskristallen beim Einfrieren vermindert. Der Zusatz von DMSO zum Einfriermedium

soll zusatzlich Zellschadigungen durch entstehende Kristalle verhindern.

Zur Rekultivierung wurden die Zellen bei 37°C zlgig aufgetaut, in vorgewarmtes
Medium Uberfuhrt, pelletiert und in frischem Medium ausgesat. Durch das schnelle

Auftauen wird die Bildung von Kristallen reduziert.

245 Verwendete Zellen und Zelllinien

2451 Suspensionszellen

Suspensionszellen wurden bei Farbumschlag des Kulturmediums von rot nach gelb

gesplittet. Dabei wurden etwa 0,3 Mio Zellen/ml ausgesat.
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T2 (174 x CEM.T2); ATCC CRL-1992

T2 sind TAP-defiziente Hybride aus humanen B- und T-Zell Lymphomen (HLA-
A'0201); (Salter et al., 1985)

Medium: RPMI + 10% FKS
RMA-S HHD

RMA-S Zellen sind stabile Transfektanten eines TAP defizienten murinen T-Zell

Lymphoms; sie tragen das HLA-A2.1 (Pascolo et al., 1997)
Medium: RPMI + 10% FKS
EL4

Murine EL4 Zellen wurden durch die Etablierung eines Lymphoms in C57BL/6 Mausen
generiert. Zur Induktion des Lymphoms wurde 9,10-dimethyl-1,2-benzanthrancene
verwendet. Die Zellen sind gegeniber 0,1 mM Cortisol resistent und gegeniber
20 mg/ml PHA sensitiv.

Die in dieser Arbeit verwendeten EL4 Zellen wurden von ,American Type Culture

Collection* (Manassas, VA, USA) bezogen.

Medium: DMEM + 10% FKS

2.4.5.2 Adharente Zellen

Adharent wachsende Zellen wurden gesplittet, sobald Konfluenz erreicht war. Die
Zellen wurden mit PBS gewaschen und anschlieRend zum Ablésen vom Boden des
Kulturgefafles 5 min mit Trypsin-EDTA L&sung bei 37°C inkubiert. Nach Pelletierung
der Zellen wurden diese in einer Konzentration von 1,5-1,8 Mio Zellen/ml in eine

175 cm? Zellkulturflasche ausgesét.
Primare humane Vorhautfibroblasten (Human Foreskin Fibroblasts, HFF)

Zur lIsolierung von HFF wurden nach operativen Eingriffen zur Verfigung gestellte

Vorhaute von Neugeborenen oder Kleinkindern mechanisch zerkleinert.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine Isolierung von HFF nicht durchgefihrt.

Die verwendeten HFF stammten aus langer zurlickliegenden Praparationen.
HFF sind in Zellkultur fir HCMV permissiv.

Medium: MEM + 5% FKS;
MEM + 10% FKS; je nach Wachstum der Zellen
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293T (ATCC: CRL-11268)

Bei der Zelllinie 293T handelt es sich um semi-adharente Epithelzellen aus der
menschlichen Niere, die sich mit hoher Effizienz mit DNA transfizieren lassen. Die
Zellen exprimieren das grofte T-Antigen des ,Simian Virus (SV-) 40“. Plasmide, die den
origin of replication des SV-40 kodieren, werden in 293T Zellen aufgrund der
Expression des T-Antigens amplifiziert. Dadurch wird eine Verstarkung der transienten

Expressionsrate heterologer, plasmidkodierter Proteine erreicht.

Medium: DMEM + 10% FKS

2453 Cytotoxische T-Lymphozyten (CTL) Linie

Bei diesen CTL Linien handelt es sich um T-Lymphozyten, die gegen HLA-A0201 (A2)
prasentierte Peptide von HCMV gerichtet sind (Besold et al., 2007).

pp65nLyv-CTL: spezifisch fur das pp65y.v Peptid
IE1tmy-CTL: spezifisch fir das IE1yy Peptid
Medium: RPMI + 10% FKS

2.4.6 Restimulierung peptidspezifischer CTL-Linien

Fir die Restimulierung einer CTL Kultur wurden die Zellen je nach Dichte 1:2 oder 1:3
gesplittet. Zur Erhaltung der Antigenspezifitit wurden die CTL mit neuen
Stimulatorzellen versorgt. Die Restimulierung von peptidspezifischen CTL-Linien
erfolgte einmal pro Woche. Dazu wurden JA2-Zellen, die zuvor mit 200 Gy bestrahlt
wurden, fir 35 min mit 5 ug Peptid und 5 pg humanem ,Mikroglobulin (B.m) beladen.
Es folgten zwei Waschschritte. Die T-Lymphozyten wurden zusammen mit 5x10°
peptidbeladenen JA2-Zellen und 6x10° mit 30 Gy bestrahlten C57BL/6-Milzzellen in
einem Gesamtvolumen von 2 ml/Well in einer 24-Well-Platte ausgesat. Zusatzlich
wurde den Ansatzen je nach Wachstum 5 bzw. 10% (v/v) Uberstand aus dem
Kulturmedium Concanavalin A (aus Canavalia ensiformis, Invitrogen, Karlsruhe) —

aktivierter Milzzellen von Lewis-Ratten — zugesetzt (Irwin et al., 1989).
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2.4.7 Transfektion
Lipidtransfektion
Perfectin™

Perfectin™ Transfektionsreagenz (PeqlLab, Erlangen) stellt eine auf kationischen und
neutralen Lipiden basierende Komponente dar, die Komplexe mit DNA bildet und diese
mittels Endocytose in die Zelle transportiert, wodurch eine hohe Transfektionseffizienz

ermdglicht wird. Die Transfektion wurde nach Herstellerangaben durchgefihrt.

2.5 Kultivierung von Viren

2.5.1 Virusstamme
Ad169

1956 wurde dieser HCMV-Laborstamm von Rowe isoliert (Rowe et al., 1956). Dieser
Stamm stellte die Grundlage fir die erste Sequenzierung des HCMV-Genoms dar
(Chee et al., 1990).

RV-HB5

Dieses Virus wurde durch Rekonstitution aus dem Bacterial Artificial Chromosome
(BACmid, BAC) pHB5 (Borst et al., 1999; Besold et al., 2007) gewonnen. BACmide
ermoglichen die stabile Amplifizierung kompletter Genome grof3er DNA Viren in
E.coli, aufgrund derer die DNA der genetischen Manipulation in den Bakterien
zuganglich gemacht wird (Shizuya et al., 1992) (Kapitel 2.6.12). Das pHB5 BACmid
wurde durch Insertion des BAC-Vektors in den Stamm Ad169 konstruiert, wobei die
Gene US2-US6 deletiert wurden.

RV-Hd65

Dieser rekombinante HCMV-Stamm wurde durch Rekonstitution des BACs
pHB15_App65 in HFF generiert (Besold et al., 2007). Die UL83-Region, die das virale
Tegumentprotein pp65 kodiert, wurde in diesem BAC deletiert. Dieses Virus ist nicht

mehr in der Lage, DB zu produzieren.
RV-VM1

Dieses rekombinante Virus wurde durch Rekonstitution des BACs pHB5-R387-EP1
hergestellt (Mersseman, 2007). Durch homologe Rekombination wurde an der Stelle

Arg387 im pp65 Leserahmen das IE1yy Epitop inseriert.
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RV-VM4

Dieses rekombinante Virus wurde durch Rekonstitution des BACs pHB5-R387-Rvt-
pp65 hergestellt (Mersseman, 2007). Durch homologe Rekombination wurde an der
Stelle Arg387 im pp65 Leserahmen das IE1yy Epitop durch die pp65 Wildtyp (wt)-

Sequenz ersetzt.
RV-SN7

Dieses rekombinante Virus wurde durch die Rekonstitution des BACs SN7 in HFF
hergestellt. Durch homologe Rekombination wurde an der Stelle Ala534 im

Leserahmen von pp65 das SIINFEKL Peptid inseriert.
RV-SN8

Dieses rekombinante Virus wurde durch die Rekonstitution des BACs SN8 in HFF
hergestellt. Durch homologe Rekombination wurde an der Stelle Ala534 im

Leserahmen von pp65 das SIINFEKA Peptid inseriert.

Rekombinante HCMV Stamme, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit generiert
wurden, sind in der folgenden Ubersicht dargestellt. Alle Stimme basieren auf dem
pHB5 BAC.

Rekombinantes BAC Klone Insertionsstelle Fusionsprotein

Virus

RV-SB2 pHB5 S101 Ser101 von pp65 pp65-1E1589.300
pp65-IE1

RV-SB3 pHB5 W175 Trp175 von pp65 pPp65-1E1,59.309
pp65-IE1

RV-SB4 pHB5 D234 Asp234 von pp65 pp65-1E1,59.309
pp65-1E1

RV-SB5 pHB5 A480 Ala480 von pp65 PP65-1E1259.309
pp65-1E1

RV-SB6 pHB5 A534 Ala534 von pp65 PP65-1E1259.300
pp65-1E1

RV-SB7 SIINFEKL  BAC-SB7 SIINFEKL Trp175 von pp65 pp65-SIINFEKL

RV-SB8 SIINFEKA  BAC-SB8 SIINFEKA  Trp 175 von pp65 pp65-SIINFEKA
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2.5.2 Virus-Rekonstitution aus BACmiden

Zur Herstellung von Viren aus HCMV-BACmiden (Kapitel 2.6.2) wurden die BACmide
in HFF transfiziert. AnschlieRend wurden diese so lange passagiert, bis genigend
Plaques infizierter Zellen zu sehen waren. Die so erhaltenen virushaltigen Uberstéande

wurden zur weiteren Passage auf nicht infizierte HFF Uberflhrt.

Die BAC-DNA wurde mit Hilfe des ,Plasmid DNA Purification“-Kits der Firma
Macherey&Nagel (Dlren) aus E.coli isoliert und aufgereinigt. Die Transfektion von HFF
wurde mittels der SuperFect-Methode von Qiagen (Hilden) durchgeflhrt. Einen Tag vor
der Transfektion wurden 1x10° HFF pro Well in einer 6-Well-Platte ausgesat. Bei einer
Konfluenz der Zellen von 40-80% erfolgte die Transfektion nach Herstellerangaben
(Protokoll zur transienten Transfektion von adharenten Zellen). Dabei wurden pro
Ansatz verschiedene DNA-Mengen (2 pl, 5 pl, 10 yl und 20 ul) verwendet. In einigen
Ansatzen wurde zur Entfernung des BAC-Vektors aus dem Virus-Genom 0,5 ug des
pBRep-cre Plasmides (Kapitel 2.6.1) kotransfiziert, das die Cre-Rekombinase
exprimiert. Nach der Transfektion wurden die HFF unter den geeigneten Bedingungen
kultiviert. Erste Plaques infizierter Zellen waren in der Regel nach zwei bis drei Wochen

im Zellrasen zu erkennen.

253 Infektion eukaryonter Zellen mit HCMV

Zur Infektion mit HCMV wurde von subkonfluenten HFF das Medium entfernt.
Nachfolgend wurde der Virusuberstand je nach gewinschter multiplicity of infection
(moi) in einem geringen Volumen an Medium zugegeben. Nach einer Inkubation von
eineinhalb Stunden bei 37°C zur Virus-Zell-Adsorption wurde Kulturmedium

zugegeben. Die infizierten Zellen wurden bis zur Verwendung weiter bei 37°C inkubiert.

254 Behandlung von Zellen mit aufgereinigten Dense Bodies

Fir die Behandlung von Zellen mit aufgereinigten DB wurden diese auf eine
Konzentration von 10 ug eingestellt. Das Volumen wurde auf 250 pyl mit MEM +
5% FKS aufgefullt. Die Suspension wurde fir 2 min bei einer Wellenlange von 254 nm
mit UV-Licht in einer Tupfelplatte bestrahlt. AnschlieRend wurden die DB zusammen
mit 8x10° Zellen inkubiert. Von diesen subkonfluent wachsenden Zellen wurde zuvor
das Medium bis auf etwa 4 ml entfernt. Nach einer Inkubation von eineinhalb Stunden
bei 37°C wurde Kulturmedium zugegeben. Die behandelten Zellen wurden bis zur

Verwendung weiter bei 37°C inkubiert.
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255 Herstellung virushaltiger Uberstande

Fir die Herstellung virushaltiger Uberstéande wurden subkonfluent wachsende HFF mit
einer hohen moi infiziert und bei 37°C inkubiert. Nach einer Kultivierung von sechs bis
acht Tagen wurden die virushaltigen Uberstdnde entnommen. Zur Entfernung von
Zelltrimmern wurden die Uberstande 10 min bei 3.000 rpm in einer Megafuge 2.0
(Heraeus, Hanau) zentrifugiert. Die Uberstande wurden anschlieRend in 1 bis 11 ml

Aliquots bei -80°C eingefroren.

2.5.6 Bestimmung des Virustiters

Reagenzien Konzentrationen

AEC-Stammlésung 400 mg AEC (3-Amino-9-Ethyl-Carbazol;
Sigma (Deisenhofen)) in 100 ml DMF
(Dimethylformamid)

Acetat-Puffer 6,8 g Natriumacetat in 2,88 ml Eisessig,
pH 4,7

Ein Mal3 fir die Anzahl an infektidsen Partikeln in einem vorgegebenem Volumen
Zellkulturiiberstand ist der Virustiter eines virushaltigen Uberstandes. Zur Ermittlung
des Virustiters wurden 5x10° HFF pro Well in einer 96-Well-Platte ausgesat. Am darauf
folgenden Tag wurden diese Zellen mit 100yl des zu untersuchenden
Virusiiberstandes infiziert. Fiir die Achtfachansatze wurden Verdiinnungen von 107
und 10* verwendet. Diese Verdiinnungen wurden jeweils in MEM + 5% FKS
angesetzt. 48 Stunden nach der Infektion wurden die Zellen fur 20 min mit 96%
Ethanol fixiert. Zur Detektion von IE1-exprimierenden Zellen wurde nach einem
Waschschritt mit PBS 50 pl Hybridomiberstand des IE1 spezifischen, monoklonalen
Antikorpers p63-27 pro Well zugegeben und eine Stunde bei 37°C in einer feuchten
Kammer inkubiert. Die Detektion erfolgte nach zweimaligem Waschen mit PBS mit
Hilfe eines HRP (Meerrettichperoxidase, horseradish peroxidase)- gekoppelten
Sekundarantikérpers (anti-Maus IgG). Zellen, die mittels des Zweitantikorpers markiert
wurden, konnten durch eine AEC-Farbung sichtbar gemacht werden und wiesen eine
deutliche Braunfarbung auf. Dazu wurde die AEC-Stammlésung 1:20 in Acetatpuffer
verdunnt, filtriert und mit einem Volumen von 1:1.000 mit H,O, (30%) versetzt. Pro Well
wurde 100 pl Farbeldsung eingesetzt. Nach einer einstiindigen Inkubation der 96-Well-
Platte im Dunkeln bei 37°C wurde die Farbreaktion durch Waschen mit PBS
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abgestoppt. Die anschlieRende Auszahlung der IE1-positiven Kerne pro Well erfolgte
unter dem Mikroskop. Dabei entsprach die Zahl der IE1-positiven Kerne denen der
infizierten Zellen. Pro Virus und Verdinnung wurden acht Wells ausgezahlt und davon

der Mittelwert gebildet. Der Virustiter lie3 sich aus diesen Werten wie folgt berechnen:

Anzahl infektioser Partikel pro ml Virusiiberstand: NxVx10

N = Anzahl an IE1-positiven Zellen pro Well (Mittelwert von acht Wells)
\' = Verdiinnungsfaktor des Uberstandes

x10 = Verdinnungsfaktor

(Der Virustiter wird fuir ein Volumen von 1 ml berechnet. Fir die
Virustitration wurde jedoch nur ein Volumen von 100 pul eingesetzt;

Verdiinnung 1:10)

2.5.7 Aufreinigung von Viruspartikeln aus Zellkultur-Uberstand
Reagenzien Konzentrationen
0,04 M Na-Phosphatpuffer 1,1 g NaH,PO,4 x 1 H,0;
5,7 g NazHPO4 X2 Hgo auf 11 Hzo,
pH 7,4
35% Na-Tartrat 207,5 g Na-Tartrat; 325 ml 0,04 M Na-

Phosphatpuffer; autoklaviert

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

autoklaviert

Zur Aufreinigung der viralen HCMV-Partikel (Virionen, DB und NIEPs) aus dem
Zellkulturiberstand, die wahrend einer Infektion entstehen, wird ein positiver
Dichte-/negativer Viskositats-Gradient-System verwendet (Talbot and Almeida, 1977;
Irmiere and Gibson, 1983). Bei einem zytopatischen Effekt (CPE) von mindestens 90%
wurde der Uberstand der infizierten HFF durch zehnminitige Zentrifugation bei
2.500 rpm in einer Megafuge 2.0 von Zellen und Zelltrimmern befreit. Anschliel3end
wurden die Viruspartikel durch Ultrazentrifugation im SW28 Rotor (Sorvall
Ultrazentrifuge) bzw. im SW 32 Ti Rotor (Beckman Ultrazentrifuge) fur 70 min bei
23.000 rpm und 10°C pelletiert. Zur Auftrennung der unterschiedlichen viralen HCMV-
Partikel wurde das Pellet zweimalig in 1 ml 1xPBS resuspendiert und in 1 ml Aliquots

auf einen Gradienten geschichtet, der aus 4 ml 35% Na-Tartrat und 5 ml 15% Na-
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Tartrat hergestellt wurde. Die Gradienten wurden fir 60 min bei 23.000 rpm und 10°C
ohne Bremse in der Ultrazentrifuge zentrifugiert. Die Auftrennung der Virionen, DB und
NIEPs erfolgte dabei nach der unterschiedlichen Dichte der Partikel. Nach diesem
Zentrifugationsschritt war im Durchlicht ein distinktes Bandenmuster zu erkennen: die
DB wiesen eine breite, relativ diffuse Bande auf, darliiber sammelten sich die Virionen
in einer dunnen, sehr scharfen Bande an und darlber die NIEPs, ebenfalls in einer
dinnen, klar abgegrenzten Bande. Mit Hilfe einer Kanlle wurden die Banden
abgezogen und in einem Reaktionsgefall gesammelt. Die DB wurden auf ein Volumen
von 20 ml mit PBS aufgefillt und in je 10 ml Aliquots in ein SW41 Réhrchen Uberfuhrt.
Die Virionen und NIEPs wurden jeweils auf ein Volumen von 10 ml mit PBS aufgefillt
und ebenfalls in SW41 Roéhrchen gegeben. Es folgte ein Zentrifugationsschritt in der
Ultrazentrifuge fur 90 min bei 24.000 rpm und 10°C. Die Pellets wurden in
unterschiedlichen Volumina PBS resuspendiert und bei -80°C gelagert.
(DB: 300 pl PBS; Virionen: 120 ul PBS; NIEPs: 120 ul PBS)

2.6 Molekularbiologische Methoden

2.6.1 Verwendete Plasmide

pgalK Dieses Plasmid wurde freundlicherweise von Prof.
Neil Copeland, National Cancer Institute, Frederick,
Maryland, zur Verfigung gestellt (Warming et al., 2005).
Dieser Klonierungsvektor, der auf dem Plasmid
pBluescript basiert, enthalt die Gene fur die
Galaktokinase galK, die unter der Kontrolle des

bakteriellen em7 Promotors stehen.

— Dieses Plasmid diente als PCR Template fir die
Generierung eines PCR Produktes, welches nachfolgend
mittels homologer Rekombination in pHB5-BAC inseriert

wurde.

Resistenz: Ampicillin
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pBRep-Cre

pK65-1

pSB1

pcDNA UL97 FLAG

pp65-GFP-C1

Dieses Plasmid wurde von Dr. Wolfram Brune, Wirzburg,
kloniert und freundlicherweise zur Verfugung gestellt
(Hobom et al., 2000). Es diente der Expression der Cre-
Rekombinase nach Transfektion in HFF. Diese ist in der
Lage, den BAC-Vektor aus dem HCMV-Genom durch
ortsspezifische Rekombination an spezifischen

Erkennungsstellen (loxP-sites) herauszuschneiden.

Dieser Klonierungsvektor enthalt die kodierende Sequenz
fir das |E12ss.309) Peptid und des c-myc Epitopstags

unmittelbar vor dem Stopcodon von UL83.

Dieses Plasmid diente als PCR Template fir die
Generierung des PCR Produktes, das mittels homologer

Rekombination in pHB5-BAC inseriert wurde.
Resistenz: ~ Ampicillin und Kanamycin

Bei diesem Plasmid wurde mittels homologer
Rekombination das PCR-Produkt aus dem pK65-1
Plasmid in das pp65-GFP-C1-Plasmid integriert. Die
Insertion des IE1 + c-myc Tags erfolgte an der Position

Arginin 387 von pp65.
Resistenz: Kanamycin

Dieses Plasmid wurde freundlicherweise von Prof.
Manfred Marschall, Erlangen, zur Verfugung gestellt
(Marschall et al., 2001). Es basiert auf dem
Expressionsvektor pcDNA3 und exprimiert die HCMV
virale Kinase pUL97.

Resistenz: Ampicillin

Dieses Plasmid exprimiert ein pp65-GFP Fusionsprotein.
Als Ausgangsvektor diente fir die Generierung der
pEGFP C1 Vektor

Resistenz: Kanamycin
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2.6.2 Verwendete Bacterial Artificial Chromosomes (BACs)

pHB5 Dieses BAC enthalt das Genom des HCMV Stammes
Ad169. Der BAC-Vektor wurde zwischen US1 und US7 in
das Virusgenom integriert; die dazwischen liegende
Sequenzen (US2 bis US6) wurden dabei entfernt (Borst et
al., 1999)

pHB5 $101 pp65-1E1 Dieses BAC enthalt das IE1ss309) Epitope, das an der

Position S101 von pp65 inseriert wurde.

pHB5 W175 pp65-IE1 Dieses BAC enthalt das IE1,gs.309) Epitope, das an der

Position W175 von pp65 inseriert wurde.

pHB5 D234 pp65-IE1 Dieses BAC enthalt das IE1,gs.309) Epitope, das an der

Position D234 von pp65 inseriert wurde.

pHB5 A480 pp65-IE1 Dieses BAC enthalt das IE1,gs.309) Epitope, das an der
Position A480 von pp65 inseriert wurde.

pHB5 A534 pp65-IE1 Dieses BAC enthalt das IE1,gs.309) Epitope, das an der
Position A534 von pp65 inseriert wurde.

BAC-SN7 Dieses BAC enthalt das SIINFEKL Peptid (Peptid aus
Huhner-Ovalbumin), das an der Position A534 von pp65

inseriert wurde.

BAC-SN8 Dieses BAC enthalt das SIINFEKA Peptid (Peptid aus
Huhner-Ovalbumin, bei dem die letzte Aminosaure mutiert
wurde), das an der Position A534 von pp65 inseriert

wurde.

BAC-SB7 SIINFEKL Dieses BAC enthalt das SIINFEKL Peptid, das an der

Position W175 von pp65 inseriert wurde.

BAC-SB8 SIINFEKA Dieses BAC enthalt das SIINFEKA Peptid, das an der

Position W175 von pp65 inseriert wurde.
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2.6.3 Isolierung von DNA

2.6.3.1 Isolierung von BACmid-/Plasmid—-DNA aus E. coli

Reagenzien Konzentrationen

Zellsuspensions-Puffer (E1) 50 mM Tris-HCI (pH 8,0); 10 mM EDTA,;
100 yg/ml RNAse A (fir Plasmide) oder
400 ug/ml RNAse A (fur BACs)

Zelllysis-Puffer (E2) 200 mM NaOH; 1% SDS (w/v)

Neutralisations-Puffer (E3) 3,1 M Kaliumacetat (pH 5,5)

TE Puffer 10 mM Tris-HCI (pH 8,0);

0,1 mM EDTA

Die Isolierung kleiner Mengen BACmid- bzw. Plasmid-DNA aus E.coli erfolgte aus 2 ml
Ubernachtkultur nach dem Prinzip der alkalischen Lyse (Sambrook and Russel, 2001).
Verwendet wurden die Puffer des ,High Purity Purification“-Systems von Marligen

Bioscience (bezogen Uber BioCat, Heidelberg).

Durch eine einminutige Zentrifugation bei 6.000 rpom in einer Eppendorfzentrifuge
wurden die Bakterien zunachst pelletiert und anschlielend in 200 ul Suspensions-
Puffer (E1) resuspendiert. Nach Zugabe von 200 ul alkalischem Lysis-Puffer (E2)
wurden die GefalRe mehrmals invertiert. Es erfolgte die Zugabe von 200 pl
Neutralisations-Puffer (E3) und eine erneute vorsichtige Durchmischung. Die
chromosomale DNA, die durch diese Behandlung ausgefallen war, wurde durch einen
Zentrifugationsschritt bei 14.000 rpm in einer Eppendorfzentrifuge bei 4°C entfernt und
die im Uberstand enthaltene Plasmid-DNA mit Isopropanol gefallt. Es erfolgte ein
weiterer Waschschritt in 70% Ethanol, bevor schlief3lich die DNA in einem geeignetem

Volumen H,O bzw. TE Puffer aufgenommen wurde.

Die Aufreinigung einer groReren Menge DNA von high-copy-number-Plasmiden
erfolgte aus 100 ml UN-Kultur. Verwendet wurde dafir das ,High Purity Plasmid
Purification“-System von Marligen Bioscience (bezogen Uber BioCat, Heidelberg).
Entsprechende DNA-Mengen von low-copy-number-BACmiden wurden aus 200 ml
Ubernachtkultur mit Hilfe des ,Plasmid DNA Purification“-Kits von Macherey & Nagel
(Duren) isoliert. Die Durchfuhrung erfolgte nach den jeweiligen Angaben des

Herstellers.
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Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren und der Grad der Verunreinigung
durch Proteine wurden photometrisch mit Hilfe des Nanodrops (PeqlLab, Erlangen)
durchgefihrt.

Dabei wurde die Absorption der Nukleinsaure-Losung gegen Wasser bei 260 nm
(Absorptionsmaxima der Purin- und Pyrimidinbasen) gemessen. Bei doppelstrangiger
DNA entspricht eine Absorption von 1,0 einer Konzentration von 50 ug/ml bei einer
Schichtdicke von 1 cm. Der Grad der Verunreinigung wird Uber das Verhaltnis der
Absorption bei 260 nm und 280 nm (Absorptionsmaxima aromatischer Aminosauren)
bestimmt. Der Quotient ODogonm/ODagonm liegt bei sehr reinen DNA-L&sungen zwischen
1,8 und 2,0. Durch Verunreinigungen mit Proteinen wird dieser Quotient zu kleineren

Werten verschoben.

2.6.3.2 Isolierung von Virus-DNA aus Zellkulturiiberstand infizierter HFF

Die Aufreinigung von HCMV-DNA aus Zellkulturiberstand wurde mittels des ,High
Pure Viral Nucleic Acid“-Kits von Roche (Mannheim) nach Herstellerangaben
durchgeflhrt. Die isolierte Virus-DNA wurde bei -20°C gelagert, bevor sie als Template

zur Amplifikation von bestimmten Genombereichen eingesetzt wurde.

26.4 Isolierung von RNA

Zur Isolierung der Gesamt-RNA fiir die Northern-Blot Analysen (Kapitel 2.6.14) wurde
das ,RNeasy Mini“ Kit von Qiagen (Hilden) verwendet und nach Herstellerangaben
durchgefihrt.

2.6.5 Féallung von DNA mit Isopropanol

Eine Erhéhung der DNA-Konzentration und eine Entfernung von Salzen wurden durch
eine Fallung der DNA mit Isopropanol erreicht. Dazu wurde die DNA mit 1,5 M NaCl
versetzt. Nach Zugabe von 0,8 Volumen Isopropanol erfolgte eine Inkubation fir
20 min auf Eis. Die DNA wurde anschliefend bei 14.000 rpm in einer
Eppendorfzentrifuge fur 10 min pelletiert. Zur Entfernung restlicher Salze erfolgte ein
Waschschritt mit 70% Ethanol und ein weiterer Zentrifugationsschritt. Das getrocknete

Pellet wurde in einem geeignetem Volumen H,O resuspendiert.
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2.6.6 Agarose-Gelelektrophorese

Reagenzien Konzentrationen

TBE (Tris-Borat-EDTA-Puffer) 89 mM Tris-Borat; 2 mM EDTA (pH 8,0)
Auftragspuffer fur DNA Gele 50 mg Bromphenolblau ;

100 mg Xylencyanol ; 1 mM EDTA ;
25 g Saccharose ; ad 50 ml mit H,O

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten nutzt man ihre durch Phosphatgruppen
hervorgerufene negative Ladung. Im elektrischen Feld bewegen sich die negativ
geladenen DNA-Molekile in der Matrix des Gels mit einer Geschwindigkeit, die
umgekehrt proportional zum Logarithmus ihrer GroRe ist, zur Anode. Je nach GroRe
der zu analysierenden Nukleinsdurefragmente wurden 1-1,5%-ige Agarosegele in
0,5x TBE-Puffer eingesetzt. Pro Gel wurden 0,5 mg/ml Ethidiumbromidlésung
verwendet. Die aufgetragenen DNA-Proben wurden mit 6x DNA-Probenpuffer versetzt
und in die Taschen geladen. Die Elektrophorese erfolgte bei einer Spannung von
80-120 V. Die Interkalation von Ethidiumbromid in die DNA-Doppel-Helix erlaubte die
Detektion und photographische Dokumentation der DNA Fragmentmuster unter UV-

Beleuchtung.

Als DNA-GroRenmarker wurden 0,5 ug peqGOLD DNA-Lieter Mix von PeglLab

(Erlangen) verwendet.

2.6.7 DNA-Fragmentisolierung

Das zu isolierende DNA-Fragment wurde nach der Agarose-Gelelektrophorese unter
UV-Licht aus dem Gel ausgeschnitten und im Anschluss mit Hilfe des ,QlAquick Gel
Extraction Kit* (Qiagen, Hilden) aufgereinigt. Die Durchfuhrung erfolgte nach

Herstellerangaben unter der Verwendung einer Mikrozentrifuge.

Mit Hilfe dieser Methode konnten DNA-Fragmente zwischen 70 bp und 10 kb

aufgereinigt werden.

2.6.8 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Methode der PCR (Saiki et al., 1988) wurde 1987 von Kary B. Mullis entwickelt. Bei
dieser Methode wird eine exponentielle Amplifikation eines spezifischen DNA-

Fragmentes mittels einer hitzestabilen DNA-Polymerase durch zyklische Wiederholung
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von Hitzedenaturierung, Primerhybridisierung (Annealing) und DNA-Synthese erreicht.
Durch das exponentielle Ansteigen der DNA-Amplifikate erhalt man aus einer sehr
geringen Menge an Ausgangsmaterial einen quantitativen Gehalt der gewilinschten
DNA. Durch Generierung von Primern mit Restriktionsschnittstellen, die in der multiple
cloning site (MCS) des verwendeten Verktors liegen, bietet diese Methode die
Maoglichkeit, spezifische cDNA-Bereiche zu amplifizieren und in definierter Orientierung
zu klonieren. Fur analytische Zwecke wurde die Tag-DNA-Polymerase von Metabion
(Martiensried) eingesetzt. Zur Herstellung von PCR-Produkten, die fir die BAC-
Mutagenese generiert wurden, wurde die ,Expand High Fidelity Enzyme Mix* von
Roche (Mannheim) verwendet, die Uber eine 3'— 5’-Exonukleaseaktivitat verfigt und
entsprechend eine geringere Fehlerrate wahrend der Synthese aufweist. Die Qualitat

der PCR wurde durch Agarose-Gelelektrophorese (Kapitel 2.6.5) Uberpruft.

2.6.8.1 Durchfiihrung einer PCR

Eine Standard-PCR wurde in einem Endvolumen von 50 pl durchgefihrt und enthielt

die unten angegeben Bestandteile.

Reagenzien Konzentrationen
Template DNA 1-200 ng

Primer 2-5 pmol

dNTPs (PeqLab, Erlangen) 2 mM pro dNTP
Taq DNA Polymerase 25U

(Metabion, Martinsried)

Expand High Fidelity Enzyme Mix 26U

(Roche, Mannheim)

MgCl, 1,5 mM
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Schritt Zeit Temperatur

initiale Denaturierung 2 min 94°C

Denaturierung 1 min 94°C A
Hybridisierung 1 min Richtwert:

5°C niedriger als

Schmelztemperatur

der Primer 30-35 Zyklen
Elongation Richtwert: 72°C
1 min pro 1.000 bp Y,
terminale Elongation 72°C

2.6.8.2 Kolonie-PCR

Zur Uberpriifung einer DNA-Modifikation in einer Vielzahl von E.coli-Kolonien, wurde
eine Amplifikation der Region von Interesse mittels PCR durchgefihrt. Dies stellt eine
schnelle und effiziente Methode zur Uberpriifung des Erfolges dar. Die benétigte
Template-DNA wurde aus den zu untersuchenden Kolonien isoliert. Dazu wurden
Einzelkolonien gepickt und in 10 yl sterilem H,O gelést. Durch funfminttiges
Aufkochen bei 100°C wurden die Zellen aufgebrochen und die Zelltrimmer
anschlieRend durch Zentrifugation entfernt. 5 yl des DNA-enthaltenden Uberstandes

wurden als Template in einem 50 yl PCR-Ansatz eingesetzt.

2.6.8.3 Oligonukleotide (Primer)

Alle Primer, die in dieser Arbeit verwendet wurden, wurden von der Firma Metabion
(Martiensried) bezogen. Oligonukleotide mit mehr als 40 Basen wurden einer HPLC-

Reinigung unterzogen.

Name Orientierung Ampilifikation

pp65-Fwd Forward PCR Amplifizierung von UL83
Sequenzierung

pPp65_rev Reverse PCR Amplifizierung von UL83

Bac-Rev Reverse PCR Amplifizierung von UL83

Sequenzierung
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CMV fwd
pEGFP C1
UL54 fwd
UL54 rev

SR35

SR36

SR38

SR40
SR41
SR42

SB1

SB3

SB4

Forward

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Reverse

Forward

Reverse

Sequenzierung
Sequenzierung
Quantitative Real-time PCR
Quantitative Real-time PCR

Amplifizierung der kodierenden Sequenz des 1E1 zgs.
s09) Peptides mit Homologien zu den der
Insertionsstelle benachbarten DNA Abschnitten in
UL83 (Insertion R387 von UL83)

Amplifizierung der kodierenden Sequenz des I1E1 zgs.
s09) Peptides mit Homologien zu den der
Insertionsstelle benachbarten DNA Abschnitten in
UL83 (Insertion R387 von UL83)

PCR Amplifizierung von UL83

Sequenzierung
PCR Amplifizierung von UL83
Sequenzierung
Sequenzierung

Amplifizierung der kodierenden Sequenz des galK
mit Homologien zu den der Insertionsstelle
benachbarten DNA Abschnitten in UL83 (Insertion
S101 von UL83)

Amplifizierung der kodierenden Sequenz des 1E1 zgs.
s09) Peptides mit Homologien zu den der
Insertionsstelle benachbarten DNA Abschnitten in
UL83 (Insertion S101 von UL83)

Amplifizierung der kodierenden Sequenz des I1E1 zgs.
s09) Peptides mit Homologien zu den der
Insertionsstelle benachbarten DNA Abschnitten in
UL83 (Insertion S101 von UL83)
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SB5

SB7

SB8

SB9

SB11

SB12

SB13

SB15

Reverse

Forward

Reverse

Reverse

Forward

Reverse

Reverse

Forward

Amplifizierung der kodierenden Sequenz des galK
mit Homologien zu den der Insertionsstelle
benachbarten DNA Abschnitten in UL83 (Insertion
D234 von UL83)

Amplifizierung der kodierenden Sequenz des 1E1 zgs.
s09) Peptides mit Homologien zu den der
Insertionsstelle benachbarten DNA Abschnitten in
UL83 (Insertion D234 von UL83)

Amplifizierung der kodierenden Sequenz des I1E1 zgs.
s09) Peptides mit Homologien zu den der
Insertionsstelle benachbarten DNA Abschnitten in
UL83 (Insertion D234 von UL83)

Amplifizierung der kodierenden Sequenz des galK
mit Homologien zu den der Insertionsstelle
benachbarten DNA Abschnitten in UL83 (Insertion
A480 von UL83)

Amplifizierung der kodierenden Sequenz des IE1 zgs.
s09) Peptides mit Homologien zu den der
Insertionsstelle benachbarten DNA Abschnitten in
UL83 (Insertion A480 von UL83)

Amplifizierung der kodierenden Sequenz des IE1 zgs.
s09) Peptides mit Homologien zu den der
Insertionsstelle benachbarten DNA Abschnitten in
UL83 (Insertion A480 von UL83)

Amplifizierung der kodierenden Sequenz des galK
mit Homologien zu den der Insertionsstelle
benachbarten DNA Abschnitten in UL83 (Insertion
A534 von UL83)

Amplifizierung der kodierenden Sequenz des 1E1 zgs.
s09) Peptides mit Homologien zu den der
Insertionsstelle benachbarten DNA Abschnitten in
UL83 (Insertion A534 von UL83)
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SB16

SB17

SB19

SB20

SB21

SB22

SB23

SB24

Reverse

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Forward

Forward

Forward

Amplifizierung der kodierenden Sequenz des 1E1 zgs.
s09) Peptides mit Homologien zu den der
Insertionsstelle benachbarten DNA Abschnitten in
UL83 (Insertion A534 von UL83)

Amplifizierung der kodierenden Sequenz des galK
mit pp65 Homologien zu den der Insertionsstelle
benachbarten DNA Abschnitten in UL83 (Insertion
W175 von UL83)

Amplifizierung der kodierenden Sequenz des I1E1 zgs.
s09) Peptides mit Homologien zu den der
Insertionsstelle benachbarten DNA Abschnitten in
UL83 (Insertion W175 von UL83)

Amplifizierung der kodierenden Sequenz des I1E1 zgs.
s09) Peptides mit Homologien zu den der
Insertionsstelle benachbarten DNA Abschnitten in
UL83 (Insertion W175 von UL83)

Amplifizierung der kodierenden Sequenz des galK
mit pp65 Homologien zu den der Insertionsstelle
benachbarten DNA Abschnitten in UL83 (Insertion
S101 von UL83)

Amplifizierung der kodierenden Sequenz des galK
mit Homologien zu den der Insertionsstelle
benachbarten DNA Abschnitten in UL83 (Insertion
D234 von UL83)

Amplifizierung der kodierenden Sequenz des galK
mit Homologien zu den der Insertionsstelle
benachbarten DNA Abschnitten in UL83 (Insertion
A480 von UL83)

Amplifizierung der kodierenden Sequenz des galK
mit Homologien zu den der Insertionsstelle
benachbarten DNA Abschnitten in UL83 (Insertion
A534 von UL83)




2 Material und Methoden

47

SB25

SB26

SB27

SB28

SB29

SB32

SB33

SB34

SB35

SB36

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Amplifizierung der kodierenden Sequenz des galK
mit Homologien zu den der Insertionsstelle
benachbarten DNA Abschnitten in UL83 (Insertion
W175 von UL83)

Amplifizierung der kodierenden Sequenz des
SIINFEKL Homologien zu den der Insertionsstelle
benachbarten DNA Abschnitten in UL83mit pp65
flankierenden Homologien (Insertion W175 von
UL83)

Amplifizierung der kodierenden Sequenz des
SIINFEKL Peptides mit Homologien zu den der
Insertionsstelle benachbarten DNA Abschnitten in
UL83 (Insertion W175 von UL83)

Amplifizierung der kodierenden Sequenz des
SIINFEKA Peptides mit Homologien zu den der
Insertionsstelle benachbarten DNA Abschnitten in
UL83 (Insertion W175 von UL83)

Amplifizierung der kodierenden Sequenz des
SIINFEKA Peptides mit Homologien zu den der
Insertionsstelle benachbarten DNA Abschnitten in
UL83 (Insertion W175 von UL83)

Generierung einer UL32 spezifischen Sonde fir
Northern Blot-Analysen, 1. PCR

Generierung einer UL32 spezifischen Sonde fir
Northern Blot-Analysen, 1. PCR

Generierung einer UL32 spezifischen Sonde fur
Northern Blot-Analysen, 2. PCR

Generierung einer UL32 spezifischen Sonde fur
Northern Blot-Analysen, 2. PCR

Generierung einer UL69 spezifischen Sonde fur
Northern Blot-Analysen, 1. PCR
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Forward

SB37 Generierung einer UL69 spezifischen Sonde fur
Northern Blot-Analysen, 1. PCR

SB38 Reverse Generierung einer UL69 spezifischen Sonde fur
Northern Blot-Analysen, 2. PCR

SB39 Forward Generierung einer UL69 spezifischen Sonde fir
Northern Blot-Analysen, 2. PCR

SB40 Reverse Generierung einer UL86 spezifischen Sonde fir
Northern Blot-Analysen, 1. PCR

SB41 Forward Generierung einer UL86 spezifischen Sonde fir
Northern Blot-Analysen, 1. PCR

SB42 Reverse Generierung einer UL86 spezifischen Sonde fir
Northern Blot-Analysen, 2. PCR

SB43 Forward Generierung einer UL86 spezifischen Sonde fur
Northern Blot-Analysen, 2. PCR

SB44 Reverse Generierung einer GAPDH spezifischen Sonde fur
Northern Blot-Analysen, 1. PCR

SB45 Forward Generierung einer GAPDH spezifischen Sonde fir
Northern Blot-Analysen, 1. PCR

SB46 Reverse Generierung einer GAPDH spezifischen Sonde fur
Northern Blot-Analysen, 2. PCR

SB47 Forward Generierung einer GAPDH spezifischen Sonde fir

Northern Blot-Analysen, 2. PCR
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2.6.84 Verwendete PCR-Programme

Programm 1:

Hot start
Denaturierung
Annealing
DNA-Synthese

DNA-Synthese

Programm 2:

-Amplifizierung

des IE1myy-c-myc

Peptides mit pp65

flankierenden Homologien (Insertion Arg387 von UL83)

-Amplifizierung des I|E1myy Peptides mit pp65 flankierenden

Homologien (negative Selektion)

2 min

30 sec

30 sec

45 sec

10 min

94°C

94°C

58°C

72°C

72°C

30 Zyklen

-Kolonie-PCR zur Uberpriifung des IE11yy-c-myc-pp65-GFP

Hot start 3 min 94°C

Denaturierung 1 min 94°C

Annealing 1 min 60°C 30 Zyklen
DNA-Synthese 2 min 72°C

DNA-Synthese 10 min 72°C

Programm 3: -Mutagenese mittels des QuickChange® Il Site-Directed

Mutagenesis Kit von  Stratagene (Amsterdam, NL),
(Kapitel 2.6.11)
Hot start 4 min 95°C
Denaturierung 50 sec 95°C
Annealing 50 sec 60°C 18 Zyklen
DNA-Synthese 6 min 30 sec 68°C
DNA-Synthese 7 min 60°C
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Programm 4: -Amplifizierung von galK mit pp65 flankierenden Homologien

(positive Selektion)

-Kolonie-PCR der positiven und negativen Selektion

Hot start 2 min 94°C
Denaturierung 45-60 sec 94°C
Annealing 45 sec 58°C 30 Zyklen
DNA-Synthese 90 sec 72°C
DNA-Synthese 10 min 72°C

2.6.8.5 Aufreinigung von PCR-Produkten

Zur Aufreinigung von doppelstrangigen PCR-Produkten in der GréfRe von 100 bp bis
10 kb wurde das ,QlAquick PCR Purification Kit“ von Qiagen (Hilden) verwendet. Die
PCR-Produkte wurden nach Herstellerangaben unter Benutzung einer Mikrozentrifuge
durchgefihrt.

2.6.8.6 Template-Eliminierung

Das PCR-Produkt wurde zur Entfernung der Template-DNA einer Restriktion mit dem
Enzym Dpnl unterzogen. Dieses Enzym ist in der Lage, methylierte Template-DNA zu
zerschneiden, dabei die nicht methylierten PCR-Produkte jedoch unversehrt zu lassen.
Die Reaktion wurde nach Herstellerangaben (New England Biolabs, Frankfurt am
Main) bei 37°C flr vier Stunden durchgefiihrt.

2.6.9 Sequenzierung

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Sequenzierungen wurden von
der Firma GENterprise GENOMICS (Mainz) durchgeflihrt.

2.6.10 Quantitative Real-time PCR (TagqMan™ PCR)

Zur Quantifizierung von HCMV Genomen wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Real-
Time PCR mit TagMan™-Sonden durchgefiihrt (Livak et al., 1995). TagMan™-Sonden
sind kurze Oligonukleotide, die an ihrem 5" bzw. 3" Ende jeweils ein Fluorochrom
(6-FAM als Reporter am 5-Ende bzw. TAMRA als Quencher am 3°-Ende) tragen.

Dabei handelt es sich um Farbstoffe mit Uberlappenden Emissions- bzw.
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Absorptionsspektren. Durch diese Uberlappung der Spektren tritt der so genannte
Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) auf, wodurch die Fluoreszenz des
Reporters unterdriickt wird, so lange er sich in enger raumlicher Nahe zum Quencher
befindet. Das vom Fluorochrom emittierte Licht wird vollstdndig vom Quencher
absorbiert, der dadurch selbst zur Fluoreszenz angeregt wird. Das Oligonukleotid ist
komplementar zu einem Sequenzabschnitt, der zwischen den verwendeten Primern
liegt, so dass die Polymerase wihrend des Amplifikationsschritts die TagMan™ Sonde
verdrangen muss. Da die Polymerase Uber eine 5°-3-Exonukleaseaktivitat verfligt,
wird die TagMan™ Sonde nicht nur verdréngt, sondern dabei auch hydrolysiert.
Dadurch werden die Fluorochrome freigesetzt, was dazu flhrt, dass die Fluoreszenz
des Reporters nicht langer durch den Quencher unterdrickt werden kann. Mit jedem
Amplifikationszyklus steigt daher die detektierte Fluoreszenz des Reporters direkt

proportional zur Anzahl der amplifizierten Zielsequenzen an.
Durchfiihrung:

Als Standard diente fur die Quantifizierung eine Verdunnungsreihe des Cosmids
pCM1049 (Fleckenstein et al., 1982). Dieses Cosmid kodiert unter anderem fir das
UL54 Gen von HCMV, gegen das die verwendete Sonde gerichtet war. Dieses Cosmid
wurde fiir die TagMan™-Analyse in Verdiinnungen von 10°-10" Kopien verwendet. Der
Real time PCR Ansatz wurde in einem Volumen von 50 ul angesetzt und enthielt die

folgenden Bestandteile:

Template- oder Standard-DNA 5yl

Hot Star Taq (Qiagen, Hilden) 25U

Primer: CMV-FP 15 pmol
CMV-RP

Sonde 5 pmol
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Initiationsschritt 2 min 50°C

Aktivierung der 5 min 95°C

Hot Star Taq 45 Zyklen
Denaturierung 15 sec 94°C

Annealing, 1 min 60°C

Elongation

Die Messung und Auswertung erfolgte mit Hilfe des ABI Prism®7700sequence detector
(PE Applied Biosystems, Weiterstadt). Jede zu untersuchende Probe wurde in einer

Dreifachbestimmung angesetzt.

2.6.11 Mutagenese

Zur Klonierung eines |IE1 Epitopes in den Leserahmen von UL83 wurde das
QuickChange® Il Site-Directed Mutagenesis Kit von Stratagene (Amsterdam, NL)
verwendet. Die Durchflihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers. Dabei wurde die
Epitopsequenz, die in pp65 inseriert werden sollte, mittels PCR amplifiziert und

anschliel’end die parentale Plasmid-DNA durch einen Dpnl-Verdau entfernt.

2.6.12 BAC-Mutagenese: GalK positive/negative Selektion

Bei der Klonierung von grofsen DNA-Fragmenten werden BACmide verwendet. Dabei
handelt es sich um E.coli-F-Plasmid basierende Vektoren, die tber 300 kb grol3e
Fragmente eukaryotischer DNA stabil enthalten kdnnen (Shizuya et al., 1992). Mit Hilfe
dieser BACmide ist es mdglich, das Genom groRer DNA-Viren in E.coli zu vermehren
und zu manipulieren. In der Literatur wurden bereits einige BACs beschrieben, die das
HCMV-Genom enthalten (Borst et al., 1999; Hobom et al., 2000).

Zur Herstellung rekombinanter Viren wurde das in einem BAC enthaltene HCMV-
Genom mittels einer von Warming und Kollegen veréffentlichen Methode gezielt
modifiziert (Warming et al., 2005). In der vorliegenden Arbeit wurde diese Methode zur
Insertion des I|E1tmy-, SIINFEKL- bzw. SIINFEKA Peptides in das UL83-Gen
verwendet. Fur die Rekombination zwischen BACmid und linearem PCR-Produkt in
E.coli wurde der Bakterienstamm SW102 genutzt. Dieser Stamm enthalt neben den
Genen des Phagen Aauch ein inkomplettes E.coli Galaktose Operon. Das

Rekombinationssystem des Phagen Lambda besteht aus der 5°-3°
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Exodeoxyribonuklease Exo, dem ssDNA bindenden Protein Bet und dem Inhibitor des
E.coli RecBCD-Komplexes Gam. Exo und Bet prozessieren lineare dsDNA und der
gebildete DNA-Protein Komplex kann mit homologer ssDNA rekombinieren. Gam
inhibiert die Exonukleaseaktivitdit des RecBCD-Komplexes, wodurch der Abbau der
linearen dsDNA verhindert wird. Die Produktion dieser drei Phagenproteine in E.coli
ermdglicht es, synthetische lineare DNA (z.B. PCR-Produkte) in episomale und
chromosomale DNA zu integrieren. Das gal-Operon kodiert vier Proteine- GalE, GalT,
GalK und GalM. Diese Proteine ermoglichen Bakterien das Wachstum auf Medium,
das nur Galaktose als Kohlenstoffquelle enthalt. Der Bakterienstamm SW102 besitzt
ein gal-Operon, bei dem das Gen, das flir die Galaktokinase (GalK) kodiert, fehit.
Daher sind diese Bakterien nicht in der Lage auf Medium mit Galaktose als einziger
Kohlenstoffquelle zu wachsen. In einem ersten Schritt wurde die Sequenz fiir das galK-
Gen an der gewtlinschten Insertionsstelle im BAC durch homologe Rekombination
eingefiihrt. Diese Insertion ermdglicht es den Bakterien auf Minimalmedium, das mit
Galaktose supplementiert wurde, zu wachsen (positive Selektion). In einem zweiten
Schritt wurde das galK-Gen im BAC mittels homologer Rekombination durch die
Sequenz des zu inserierenden Peptides ersetzt. Zur Negativselektion wurden die
Bakterien auf Minimalmedium ausplattiert, das neben Glycerin auch DOG als
Kohlenstoffquelle enthalt. Das galK-Gen katalysiert unter normalen Bedingungen die
Phosphorylierung von Galaktose zu Galaktose-1-Phosphat. Aber es ist auch in der
Lage, DOG zu phosphorylieren. Dadurch entsteht das Produkt 2-Desoxy-Galaktose-1-
Phosphat, das nicht weiter umgewandelt werden kann. Aufgrund der Toxizitat dieses
Produktes sterben Bakterien, die das galK-Gen besitzen, auf dem entsprechenden

Minimalmedium ab (negative Selektion).

Durchfiihrung:

Zur Insertion des galK an die gewtinschte Stelle in der Zielsequenz wurde zunachst die
galK Kassette amplifiziert. Dazu wurden speziell konstruierte Primer verwendet, die am
5'Ende 50 Basen lange Uberhange aufwiesen. Diese Uberhénge enthielten DNA-
Abschnitte, die zu den die Insertionsstelle flankierenden Bereichen in UL83 homolog
waren. Als Template dienten 2 ng des galK Plasmides. Zur Entfernung restlicher
Template DNA wurde das PCR Produkt mittels Dpnl verdaut, mittels eines 1,5%igem
Agarosegels elektrophoretisch aufgetrennt und eluiert. Das extrahierte PCR Produkt

wurde anschlieRend Uber eine Qiagen Saule (Qiagen, Hilden) aufgereinigt, in einem
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moglichst geringen Volumen H,O aufgenommen und die Konzentration mittels

NanoDrop bestimmt.

Fir die positive Selektion wurde 50 ml LB-Medium (12,5 yg/ml Chloramphenicol) mit
1-1,5 ml einer UN-Kultur des E.coli SW102 Stammes versetzt, der das pHB5 BACmid
enthalt, und bis zu einer ODgy von 0,6 bei 32°C kultiviert. 25 ml der Kultur wurden
einem Hitzeschock bei 42°C fur 15 Minuten unterzogen. Der Rest der Kultur wurde
weiterhin bei 32°C inkubiert. Nach 15 Minuten wurden beide Proben - induziert und
nicht induziert — unverziglich in ein Eiswasserbad Uberflhrt, sorgfaltig abgekihlt und
jeweils in ein bereits vorgeklhltes 50 ml Reaktionsgefal} transferiert. Die Bakterien
wurden im Folgenden fir 6 min bei 4.500 rpm und 0°C in einer Megafuge 2.0 pelletiert
und das Pellet in 1 ml eiskaltem ddH,O geldst. Bei diesem Schritt war es wichtig, das
Pellet nicht durch pipettieren sondern durch Schwenken im Eiswasserbad zu
resuspendieren. Nach dem Lésen wurden 19 ml eiskaltes ddH,O hinzugegeben und
die Bakterien erneut zentrifugiert. Nach einem zweiten Waschschritt wurde der
Uberstand komplett abgenommen und das Pellet in der zuriickbleibenden Flissigkeit
durch schwenken resuspendiert. Fur die Transformation wurden 25 pul der
elektrokompetenten SW102 mit dem pHB5 BACmid verwendet. Die Elektroporation
wurde in einer 0,2 cm Kuvette der Firma Biorad (Minchen) bei 25 yF, 1,75 kV und
200 Q durchgefihrt. Nach der Transformation von 150 ng des PCR Produktes wurden
die Bakterien in 1 ml LB-Medium fir eine Stunde unter moderatem Schitteln weiter
inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Bakterien dreimalig in 1 ml 1 x M9 Medium
gewaschen. Dazu wurden die Bakterien fir 20 sec bei 13.200 rpm in einer
Eppendorfzentrifuge pelletiert, der Uberstand mit einer Pipette abgenommen und das
Pellet wieder in 1 ml 1 xM9 Medium aufgenommen. Dieser Waschschritt wurde
zweimal wiederholt. Nach dem dritten Waschschritt wurde das Pellet in 500 yl M9
Medium aufgenommen und die Bakterien in verschiedenen Verdinnungsstufen
ausplattiert (100 pl unverdiinnt, 100 pl 1:10 und 100 pl 1:100). Hierbei wurden M63
Minimalmedium Platten verwendet, die Galaktose, Leucin, Biotin und Chloramphenicol
enthielten. Die Platten wurden fir drei bis vier Tage bei 32°C inkubiert. Nach dieser
Zeit wurde ein Verdinnungssausstrich von 20 Kolonien auf MacConkey Indikator
Platten (Becton Dickinson, Heidelberg) mit Galaktose und Chloramphenicol
durchgefiihrt und fiir einen weiteren Tag bei 32°C inkubiert. Zur Uberprifung der
erfolgreichen Selektion wurde eine Kolonie-PCR durchgefiihrt (Kapitel 2.6.7.2).

Zum Austausch der galK Kassette gegen die gewiinschte Zielsequenz wurde eine

negative Selektion durchgefihrt. Zur Amplifizierung des PCR-Produktes wurden auch
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hier speziell konstruierte Primer verwendet, die 50-70 bp lange Uberhénge aufwiesen,
die homolog zu den der Insertionsstelle benachbarten DNA-Abschnitten in UL83
waren. Als Template diente das Plasmid pK65-1. Nach der PCR wurde die restliche
Template DNA mittels Dpnl Verdau entfernt und das PCR-Produkt fir die

Transformation aufgereinigt (s.o.).

Fir die negative Selektion wurde 50 ml LB-Medium (12,5 ug/ml Chloramphenicol) mit
1-1,5 ml einer Ubernachtkultur des E.coli SW102 Stammes versetzt, der das
pHB5 + galK enthielt, und bis zu einer ODgy von 0,6 bei 32°C kultiviert. Der
anschlieende Hitzeschock und die Waschschritte wurden analog zur positiven
Selektion bei gleichen Elektroporations-Bedingungen durchgefihrt. Lediglich die
Konzentration des verwendeten PCR-Produktes fur die Transformation war
unterschiedlich. Im Gegensatz zur positiven Selektion wurden bei der negativen
Selektion 300 ng DNA verwendet. Die Bakterien wurden zunachst fir eine Stunde bei
32°C in 1 ml Antibiotika-freiem LB-Medium inkubiert. Anschliefend wurde dieser
Ansatz in 10 ml vorgewarmtes Antibiotika-freies LB-Medium Uberfihrt und fir weitere
viereinhalb Stunden bei 32°C geschdttelt. Danach wurden die Bakterien analog wie bei
der positiven Selektion gewaschen. Nach dem dritten Waschschritt wurde das Pellet in
500 yl M9 Medium resuspendiert und die Bakterien in verschiedenen Verdinnungen
ausplattiert (100 pl unverdinnt, 100 pyl 1:10 und 100 pl 1:100). Dabei wurden M63
Minimalmedium Agar-Platten verwendet, die mit Glycerol, Biotion, Leucin, DOG und
Chloramphenicol supplementiert waren. Die Platten wurden fir drei bis vier Tage bei
32°C inkubiert. Nach dieser Zeit wurden wiederum Verdinnungsausstriche von
20 Kolonien auf LB-Platten mit Chloramphenicol hergestellt und fir weitere 24 Stunden
bei 32°C inkubiert. Zur Uberprifung der erfolgreichen homologen Rekombination
wurden 15 bis 20 Kolonien mittels Kolonie-PCR getestet (Kapitel. 2.6.7.2). Drei der
positiven Klone wurden im Folgenden mittels BAC DNA Restriktionsanalyse (Kapitel

2.6.13) und DNA Sequenzierung (Kapitel 2.6.9) weiter analysiert.

2.6.13 BAC DNA Restriktionsanalyse

Zur Spaltung von Nukleinsauren wurden Typ | Restriktionsendonukleasen verwendet.
Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Enzyme von NEB (lpswich, MA, USA)

bezogen und nach Angaben des Herstellers eingesetzt.
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2.6.14 Northern Blot
RNA-Gel
Reagenzien Konzentrationen
10 x FA-Puffer 41,86 g MOPS; 4,1 g Na-Acetat;
3,72 g EDTA; 800 ml H,Opgpc
mit 10 M NaOH auf pH 7 eingestellt
add 1.000 ml H,Opgpc; autoklaviert
1 x Laufpuffer Fir jedes Gel frisch!!!
200 ml 10 x FA-Puffer;
40 ml 37% Formaldehyd;
1760 ml HzoDEPC
RNA-Auftragspuffer 80 pl 0,5 M EDTA, pH 8;
720 pl 37% Formaldehyd;
2 ml Glycerin (steril); 3 ml Formamid;
4 ml 10 x FA-Puffer; 100 }Jl H>Opepc;
1 Spatelspitze Bromphenolblau
Blot
Reagenzien Konzentrationen
20 x SSCDEPC 3M NaCL, 0,3 M Na-Citrat
mit HCI 8,3% auf pH 7 eingestellt
0,1% DEPC; UN gerthrt;
autoklaviert
10 x SSCpepc 1,5 M NaCL; 0,15 M Na-Citrat

mit HCI 8,3% auf pH 7 eingestellt
0,1% DEPC; ON gerlhrt;

autoklaviert
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Hybridisierung

Reagenzien

Konzentrationen

Church-Buffer

35 g SDS; 124,5 ml 20 x SSCpgpc;
100 ml 10 x Blockingreagenspepc;
5 ml 10% N-L-Sarkosyl;

25 ml 1 M NaHPQO,, pH 7;

250 ml Formamid deionisiert,

add 500 ml H,Opgpc

Detektion

Reagenzien Konzentrationen

Wash | 100 ml 20 x SSC; 10 ml 10% SDS
add 1.000 ml H,O

Wash I 25 ml 20 x SSC; 10 ml 10% SDS;
add 1.000 ml H,O

Wash Il 11 Puffer 1; 3 ml Tween 20

Puffer 1 (Maleinsaure Puffer)

Puffer 2

Puffer 3 (pH 9,5)

CSPD-Losung

0,1 M Maleinsaure; 0,15 M NaCl;
mit 10 M NaOH auf pH 7,5 eingestellt
add 1.000 ml H,O

10 ml 10 x Blockingpepc; 90 ml Puffer 1

25 ml 2 M Tris-HCI; 50 ml 1 M NaCl
add 1.000 ml H,0;
mit 1 M NaOH auf pH 9,5 eingestellt

autoklaviert

CSPD Reagenz (Roche) 1:100 in Puffer 3

verdinnt

Northern Blot Analysen wurden mit DIG markierten DNA-Sonden nach Angaben des

Roche ,DIG Application Manual for Filter Hybridization“ durchgefuihrt. Die zur Detektion
verwendeten, DIG-markierten DNA Fragmente wurden mit Hilfe des ,PCR DIG Probe

Synthesis Kit* (Roche, Mannheim) hergestellt. Dabei wurde bei Verwendung von DNA-

Sonden bei 50°C in Church-Puffer hybridisiert. Alle Lésungen wurden zur Inaktivierung



2 Material und Methoden

58

von RNAsen entweder direkt mit Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandelt (mind. 30 min

bei RT geruhrt, autoklaviert) oder mit DEPC-behandeltem Wasser angesetzt.

2.7 Biochemische Methoden

271 Verwendete Antikérper
2711 Primarantikorper
Antigen Name Quelle Herkunft Art Verdiinnung
Aktin Biotrend, KdIn Kanninchen polyklonal WB:
1:2.000
CD4-FITC GK 1.5 BD Biosciences, Maus monoklonal FACS:
Heidelberg 1:200
CD62L- MEL-14 Immunotools, Maus monoklonal FACS:
Phycoery Friesoythe 1:400
thrin
Flag Tag M2 Sigma, Minchen Maus monoklonal IF:
1:500
gB 27-287 Dr. W. Biritt, Maus monoklonal WB:
Birmingham, USA unverdunnt
(Utz et al., 1989)
hnRNPU 3G6 Santa Cruz, Maus monoklonal WB:
Heidelberg 1:100-
1:1.000
IE1 p63-27 (Andreoni et al., Maus monoklonal IF:
1989) unverdinnt
MCP 28-4 Dr. W. Biritt, Maus monoklonal IF:
Birmingham, USA unverdinnt
WB:
1:2
pp28 41-18 Dr. W. Britt, Maus monoklonal IF:

Birmingham, USA
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(Meyer et al., 1988) unverdinnt
pp65 65-33 Dr. W. Britt, Maus monoklonal IF:
Birmingham, USA 1:10
WB:
1:500
pp71 CMV Prof. T. Shenk, Maus monoklonal IF:
355 New Jersey, USA unverdinnt
vC-20 Santa Cruz, Ziege polyklonal WB:
Heidelberg 1:200
pp150 XP1 Siemens Health Maus monoklonal IF:
Care; Marburg 1:500
(Jahn et al., 1990) WB:
1:500
UL69 69-66 Dr. W. Biritt, Maus monoklonal IF:
Birmingham, USA unverdunnt
WB:
1:5
271.2 Sekundarantikorper
Antigen Modifikation Organismus Quelle Verdiinnung
Maus IgG FITC Kanninchen Dako, IF:
Hamburg 1:50
Maus IgG TRITC Kanninchen Sigma, IF:
Taufkirchen 1:100
Kanninchen FITC Schwein Dako, IF:
Immunglobuline Hamburg 1:20
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Maus IgG IR800 Kanninchen Biotrend, KoéiIn WB:

1:5.000-

1:10.000
Kanninchen IR600 Ziege Biotrend, Kéln WB:
Immunglobuline 1:10.000
Ziegen IR800 Affe Biotrend, KdéiIn WB:
Immunglobuline 1:5.000
2.7.2 Herstellung von Gesamtzellextrakten

Fir die Herstellung von Gesamtzellextrakten wurden die Zellen am Vortag in einer
mittleren Zellkulturflasche (75 cm?) mit einer Zellzahl von 8x10° Zellen ausgesat. Am
nachsten Tag erfolgte die Infektion der Zellen mit einer moi von zwei. Nach zwei bzw.
vier Tagen Inkubation wurde das Medium durch zweimaliges Waschen mit PBS
entfernt und die Zellen durch eine Trypsin/EDTA-L6sung von der Oberflache abgelost.
Die Enzymreaktion wurde durch Zugabe des doppelten Volumens an MEM-Medium mit
FKS abgestoppt, nachdem sich 80% der Zellen abgerundet hatten. Es folgte die
Zellzahlbestimmung mit der Neubauer Zahlkammer. AnschlieRend wurden die Zellen
durch Zentrifugation bei 3.500 rpm in einer Eppendorfzentrifuge fir 3 min bei 4°C
pelletiert. Das Zellpellet wurde in einem definierten Volumen an SDS-Probenpuffer
aufgenommen, so dass eine Zellsuspension mit einer Konzentration von
1x10° Zellen/10pl entstand. Die Zellextrakte konnten anschlieRend fiir Analysen mittels
SDS-PAGE und Western Blot verwendet werden.

273 Durchflusszytometrie/Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS)

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie ist es méglich, Partikel in einem Flissigkeitsstrom zu
zahlen und sie gleichzeitig auf physikalische und molekulare Eigenschaften zu
untersuchen. Durch die Verwendung von Antikérpern, die mit Fluoreszenzfarbstoffen
markiert sind, kénnen Oberflachenmolekile und intrazelluldre Proteine quantitativ

nachgewiesen werden.

Die Durchflusszytometrie wurde angewendet, um den Anteil bestimmter Lymphozyten-
Populationen in Organen von Versuchstieren zu bestimmen. Dazu wurden
1x10° Zellen in PBS gewaschen und anschlieRend fiir 15min in 100 pl
Antikorperldsung bei 4°C inkubiert. Zur Entfernung des Antikérpers wurden die Zellen

im Anschluss einmalig mit PBS gewaschen und das Zellpellet in 100 yl PBS
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resuspendiert. Alle durchflusszytometrischen Analysen erfolgten mit dem
Durchflusszytometer FacsCanto (BD Bioscience, Heidelberg). Zur Auswertung der

Daten wurde die Software Cellquest Pro (BD Biosciences, Heidelberg) verwendet.

274 Gelelektrophorese

2741 Herstellung der Gele

Reagenzien 8% Trenngel 10% Trenngel Sammelgel
Gel 30 (Acrylamid) 6,7 ml 8,3 ml 21 ml
Tris1,5MpH8,8 6,25 ml 6,25 ml

Tris 1,0 M pH 6,8 1,5 mi
10% SDS 250 pl 250 pl 125 pl
10% APS 250 pl 250 pl 125 pl

H.O 11,6 ml 10 ml 8,65 ml
TEMED 15 15 pl 15 i

2.74.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Reagenzien Konzentrationen

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

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

Zur Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht wurden Polyacrylamid-
Gele verwendet. Durch Zugabe von SDS (Sodium-Dodecylsulfat), einem anionischen
Detergenz, welches an hydrophobe Aminosauren (AS) bindet, werden die zu
trennenden Proteine negativ maskiert. Die Eigenladung kann somit vernachlassigt
werden und die Proteine wandern, aufgrund der angelegten Spannung, zur positiv

geladenen Anode. Eine Auftrennung erfolgt nur nach GrélRRe, wobei Proteine mit hohem
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Molekulargewicht langsamer wandern als Proteine mit geringem Molekulargewicht. Es
wurde ein System verwendet, bei welchem zunachst alle Proteine ein Sammelgel
durchlaufen und synchron durch einen Konzentrations- und pH-Sprung in das darunter
liegende Trenngel einlaufen (Laemmli, 1970). Die Prozentigkeit der Trenngele richtete
sich nach dem Molekulargewicht der zu analysierenden Proteine und lag bei 8-10%.
Vor dem Auftrag wurden die Proben 1:2 mit SDS-Probenpuffer (+2% -
Mercaptoethanol) versetzt, der zur Denaturierung der Proteine und Reduktion aller
Disulfidbricken der Proteine fuhrt. Alle Proben wurden anschlielend fir 10 min bei
95°C aufgekocht. Zum Abgleich der ProteingréRe wurde der ,Protein Marker [V
(PeqLab, Erlangen) verwendet. Die Elektrophorese erfolgte bei einer Spannung von
50 V UN. AnschlieRend wurden die aufgetrennten Proteine zur weiteren Analyse mittels
Coomassie Brillant Blue (Kapitel 2.4.7.3) angefarbt oder auf eine PVDF Membran
transferiert (Western Blot; Kapitel 2.7.4.4).

2743 Coomassie-Farbung

Reagenzien Konzentrationen

Stammloésung 1 5% Coomassie Brilliant Blue G-250
(1 g/20 ml) in H,O

Stammloésung 2 2% (w/v) Phosphorsaure (10 g/500 ml);
10% Ammoniumsulfat (50 g/500 ml)

Stammfarbeléosung 0,1% Stammldsung 1 in Stammldsung 2
(0,5 ml/500 ml)

TCA Losung 12% TCA (24 g/200 ml) in H,O

Farbeldsung (frisch hergestelit) 80 ml Stammfarbelésung +

20 ml Methanol

Die Proteinbanden wurden nach der Auftrennung durch Coomassie-Farbung sichtbar
gemacht. Dazu wurden die Gele zunacht fir 30 bis 60 min in einer 12%igen TCA-
Losung fixiert. Es folgten zwei Waschschritte fir je 10 min in H,O. Die Farbung erfolgte
in der jeweils frisch angesetzten Farbeldsung, bis eine intensive Anfarbung der Banden
zu erkennen war. Die Gele wurden wiederum zweimal fir 10 min in H,O gewaschen
und anschlieend fir eine Stunde in 25% Methanol entfarbt. Zur Entfernung von

Methanol wurden die Gele wiederum zweimal fir 10 min in H,O gewaschen. Das
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Proteinmuster der Gele wurde in ausgewahlten Fallen mittels des Odyssey Scanners

eingelesen.

2744 Western-Blot (Odyssey-System)

Reagenzien Konzentrationen

Western Blot Transferpuffer 25 mM Tris; 192 mM Glycin;
10% (v/v) Methanol

PBS Tween PBS + 0,2% (v/v) Tween-20

Blocking Puffer PBS + 5% Milchpulver

Zum Nachweis von Proteinen mit spezifischen Antikérpern wurde das Verfahren des
Western-Blots eingesetzt. Zum Transfer der in der SDS-Gelelektrophorese
aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulose-Tragermembran wurde ein ,Semi-Dry-
Verfahren“ angewendet. Die Gele wurden nach der Gelelektrophorese kurz in Wasser
gewaschen und anschlielend fur 10-20 min in Transferpuffer equilibriert. Die PVDF
Membran wurde fir 5 min in Methanol aktiviert, danach kurz in Wasser geschwenkt
und fur mindestens 10 min in Transferpuffer equilibriert. Die Gele wurden anschlie3end
eindreiviertel Stunde bei 400 mA geblottet. Wahrend des Vorgangs befanden sich die
Nitrozellulose-Membran und das SDS-Gel zwischen je drei Lagen Whatman-

Filterpapier.

Nachweis von immobilisierten Proteinen mittels Antikérpern

Zum Nachweis von auf Nitrozellulose-Tragermembranen immobilisierten Proteinen
wurden Primarantikdrper eingesetzt, die mit Hilfe von Fluoreszenz-markierten,

polyklonalen Sekundarantikérpern dargestellt werden konnten.

Die Nitrozellulose-Membran wurde zunachst fur ein bis zwei Stunden bei RT
getrocknet. Vor der Blockierung wurde die Membran kurz in Methanol geschwenkt, mit
H.O gespult und einige Minuten in PBS equilibriert. Zur Absattigung unspezifischer
Bindungsstellen erfolgte eine Inkubation fir eine Stunde bei RT in PBS mit
5% Milchpulver. Es folgte die Inkubation mit dem in Blocking Puffer + 0,1% Tween
verdinnten Erstantikdrper UN bei RT. Nicht gebundene Primarantikérper wurden durch
dreimaliges Waschen mit PBS + 0,2% Tween flr jeweils 10 min entfernt, bevor der
(verdiinnt in Blocking Reagenz + 0,1% Tween + 0,01% SDS) Fluoreszenz-markierte,

polyklonale Sekundarantikorper fir zwei Stunden bei RT zugegeben wurde. Die
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Membran wurde erneut dreimal mit PBS + 0,2% Tween und einmal fir 10 min mit PBS

gewaschen.

Der Nachweis der Fluoreszenz-markierten Zweitantikérper erfolgte mit dem Odyssey

Scanner.

275 Proteinkonzentrationsbestimmung

Zur Bestimmung der Proteinmenge in Losungen wurde das BCA-Assay Kit (Pierce, IL,
USA) verwendet. Der Nachweis basiert dabei auf der Biuret-Reaktion, bei der Cu®* in
Cu"™ umgewandelt wird. Die entstehenden Cu*-lonen bilden mit Bizinchoninsdure
(BCA) einen violetten Farbkomplex, dessen Absorption bei 540 nm mit Hilfe eines
Photometers quantifiziert werden kann. Je 10 ul Proteinldsung wurde in einer 96-Well-
Platte mit 200 pl Reagenz-Lésung versetzt und nach 30 min Inkubation bei 37°C bei
540 nm photometrisch mittels eines ELISA-Lesegerates gemessen. Es wurden jeweils
Dreifachbestimmungen durchgefihrt. Anhand einer Eichgerade mit
Rinderserumalbumin (BSA-Konzentration zwischen 0,025-2 mg/ml) wurde die

Proteinkonzentration der Proben ermittelt.

2.7.6 Fluoreszenzmarkierung zellularer Proteine

2.7.6.1 Indirekter Nachweis

Mit der indirekten Immunfluoreszenz (IFA) lassen sich strukturgebundene Proteine in
Zellpraparaten spezifisch und mit einer hohen Auflésung darstellen. Die Verwendung
eines spezifischen Primarantikérpers und eines Fluorochrom-markierten Spezies-
spezifischen Sekundarantikorpers bewirken eine Verstarkung der

Fluoreszenzintensitat.

2.7.6.2 Direkter Nachweis
Bei der direkten Fluoreszenz wurden Proteine Uber ihren EGFP- Fusionsanteil direkt

nachgewiesen.

Die Darstellung des Zellkerns erfolgte mit Hoechst-Farbstoff DAPI (4,6-Diamidio-2-
Phenylindol), der spezifisch DNA anfarbt (Tanious et al., 1992).

2.7.6.3 Immunfluoreszenz

Zur Untersuchung von infizierten bzw. transfizierten Zellen wurden die Zellen einen

Tag vor der Behandlung auf Deckglaschen ausgeséat. Die Deckglaschen wurden zuvor
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mit Aceton behandelt, um eine gute Adhasion der Zellen zu gewahrleisten. Nach der
Fixierung und Permeabilisierung der Zellen mit 90% Aceton UGN bei 4°C wurden fur die
fluoreszenzmikroskopische Darstellung der zu untersuchenden Proteine die Zellen
zunachst dreimal mit PBS + 0,1% Triton gewaschen. Die Inkubation mit dem jeweiligen
Primarantikérper erfolgte fir eine Stunde bei 37°C in einer feuchten Kammer.
AnschlieBend wurden die Deckglaschen erneut dreimal mit PBS + 0,1% Triton
gewaschen. Die Inkubation mit dem Fluorochrom-gekoppelten Sekundarantikérper
erfolgte fir 30 bis 60 min bei 37°C in einer feuchten Kammer. Unmittelbar
anschlielfend wurden die Praparate fir 10 min mit dem Kernfarbstoff DAPI im Dunkeln
inkubiert und nach dreimaligem Waschen mit PBS + 0,1% Triton und einmaligem

Waschen mit H,O in Mowiol + Bleichschutz eingebettet.

27.6.4 Fluoreszenzdetektion mittels konfokaler Laser Scanning

Mikroskopie

Zur Analyse der subzellularen Verteilung einzelner Proteine in der virusinfizierten Zelle
wurde die konfokale Laser Scanning Mikroskopie eingesetzt. Im Gegensatz zur
konventionellen Epifluoreszenzmikroskopie erreicht man mit der Fluoreszenzdetektion
mittels konfokaler Laser Scanning Mikroskopie eine héhere optische Auflésung und es
besteht die Moglichkeit, optische Schnitte und Serienschnitte (Stacks) anzufertigen.
Unter Einsatz eines Laserstrahls wird monochromatisches Licht in die Probe fokussiert.
Der Scanner tastet die Probe in X-Y Richtung Punkt fir Punkt ab, wodurch ein
optischer Schnitt des Objekts erzeugt wird. Durch Verschiebung des Scanners in
Z-Richtung kénnen Serienschnitte aufgenommen werden, die eine dreidimensionale
Abbildung des Objekts ermdglichen. Das emittierte Fluoreszenzlicht wird gesammelt
und nach Passage verschiedener Filtersysteme und einer konfokalen Blende an den
Detektor (Photomultiplier) weitergeleitet. Die konfokale Blende, die dem Detektor direkt

vorgeschaltet ist, verhindert die Detektion von Streulicht aus anderen Objektebenen.
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2.7.7 Koimmunprazipitation
Reagenzien Konzentrationen
SDS-Probenpuffer 125 mM Tris;
2% (vIv) B-Mercaptoethanol;
10% (v/v) Glycerin; 1 mM EDTA;
0,005% (w/v) Bromphenolblau;
2% (w/v) SDS
KolP-Lysispuffer 50 mM Tris HCI pH 8,0; 150 mM NaCl;

0,5% NP40; add 10 ml bidest H,O;

frisch zugeben: 1 Complete, Mini
Protease Inhibitor Cocktail Tablette und 1
PhosSTOP Phosphatase Inhibitor
Cocktail Tablets (Roche, Mannheim)

Protein-G Dynabeads

Zur Analyse intermolekularer Wechselwirkungen unter physiologischen Bedingungen
kénnen Proteinkomplexe aus Zellen mittels spezifischer Antikbrper immunprazipitiert
werden. Potenzielle Interaktionspartner des prazipitierten Proteins koénnen
anschliefenden mittels Massenspektrometrie spezifisch nachgewiesen und als
Komponente dieses zellularen Proteinkomplexes identifiziert werden. Zur Analyse des
Gehaltes der DNA, die mit dem Proteinkomplex koprazipitert werden konnte, wurde

dieser mit Hilfe einer anschlieRenden TagMan™ PCR (Kapitel 2.6.10) bestimmit.
Durchfiihrung:

HFF wurden in einer Zellkulturflasche (175 cm?) ausgesat, nach 24 Stunden mit einer
moi von eins infiziert und weitere 96 Stunden inkubiert. Anschlielend wurden die
Zellen mit PBS gewaschen und abtrypsinisiert. Fur die Koimmunpréazipitation wurde
eine Zellzahl von 3x10° Zellen (Massenspektrometrie) bzw. 0,5 und 1 Mio Zellen
(TagMan™ PCR) verwendet. Die Zellen wurden bei 3.000 rpm fiir 5 min bei 4°C in
einer Eppendorfzentrifuge pelletiert und das Pellet in 500 ul kaltem KolP-Lysispuffer
resuspendiert. Durch eine Inkubation fur 20 bis 30 min auf einer Wippe bei 4°C wurden
die  Zellen permeabilisiert.  AnschlieBend wurden die  Zellen  durch
Ultraschallbehandlung (1 min, Output control: 30%) vollstandig aufgeschlossen und

Zelltrimmer bei 4°C pelletiert (14.000 rpm, 10 min, in einer Eppendorfzentrifuge).
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Fir die Immunprazipitation wurde der Uberstand mit dem entsprechenden Antikorper
fir 90 min bei 4°C unter Drehen inkubiert. Dabei wurde bei Verwendung des
monoklonalen pp65-33 Antikdrpers ein Volumen von 100 ul eingesetzt. Der Ansatz
wurde nach dieser Inkubation fir 10 min bei 14.000 rpm und 4°C in einer
Eppendorfzentrifuge zentrifugiert, um unspezifische Aggregate zu pelletieren. Der
Uberstand wurde in ein neues Eppendorf-GefaR (berfiihrt. Zur Ausbildung
prazipitierbarer Antikdrperkomplexe wurden 50 pl Protein-G-Dynabeads zugegeben
und fur mindestens eine Stunde bei 4°C invertierend inkubiert. AnschlieRend wurden

die Ansatze dreimal mit KolP-Lysispuffer und dreimal mit PBS gewaschen.

Je nach Fragestellung wurden die prazipitieten Komplexe  mittels

Massenspektrometrie oder mit TagMan™ PCR analysiert.

2.7.8 Massenspektrometrie

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten massenspektrometischen
Analysen wurden mit freundlicher Unterstlitzung von Dr. Stefan Tenzer am Institut fir
Immunologie an der Universitdtsmedizin Mainz anhand eines publizierten Protokolls
durchgeflhrt (Kramer-Albers et al., 2007). Kurz zusammengefasst wurden die Beads
aus der Koimmunprazipitation zunachst UGN bei 37°C mit Trypsin behandelt. Die
Auftrennung der mit Trypsin verdauten Peptide erfolgte mit Hilfe eines Waters
NanoAcquity UPLC Systems, dass mit 75 ym x 150 mm BEH C18 RPRP S&ulen und
einer 2,6 yl PEEKSIL-sample loop (SGE, Darmstadt, Germany) ausgestattet war. Alle

Analysen der Proben erfolgten in Dreifach-Bestimmung.

Die massenspektrometische Analyse der Peptide erfolgte mit Hilfe eines Waters Q-
TOF Premier API Systems unter Verwendung eines Massenauflésungsvermdgens von
10000. Der lock mass Kanal wurde alle 30 sec abgetastet. Das Massenspektrometer
wurde mit einer [Glu'] Fibrinopeptid Lésung (300 fmol/ml) kalibriert. Die Datenbank-
Analyse und Identifizierung der Proteine erfolgte mit Hilfe der ,/dentity Search Engine
of PLGS 2.3 Software. Alle Messergebnisse, die eine Haufigkeit von tber 1% bezogen
auf die GesamtmelRgréRe erreichten, wurden als signifikant bewertet. Die Auswertung
basierte auf einer umgekehrten Datenbankanalyse, die automatisch durch die

Verwendung von PLGS 2.3 generiert wurde.
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2.7.9 In vitro Kinase Assay (IVKA)
Reagenzien Konzentrationen
RIPA-Lysispuffer 10 mM Tris/Cl pH 7,5; 150 mM NaCl;

1 mM EDTA; 1% Triton X-100;

1% Na-Desoxycholat; 0,1%SDS

vor der Lyse komplementiert mit:
Inhibitor-Mix (10 mM NaF;

2 mM Na-Ortho-Vanadat; 1 mM PMSF;
10 pg/ml Aprotinin)

HNTG Waschpuffer 50 mM HEPES pH 7,5; 150 mM NacCil,
1 mM EDTA; 10% Glycerin, 0,1% Triton

Kinase-Basispuffer 20 mM Tris pH 7,5; 0,5 mM MnCl,

Kinase-Assaypuffer = Kinase-Basispuffer mit
1 uM ATP; 1 mM DTT;
1-5 l Ci [y-**P]-ATP

Protein-A Sepharose Beads 50 mg/ml in RIPA-Lysispuffer

Zur Untersuchung potentieller Unterschiede in der Phosphorylierung von Proteinen in
infizierten Zellen durch die virale Kinase pUL97 wurden HFF mit einer moi von 0,25 mit
verschiedenen Virusstdmmen infiziert. Dabei erfolgte bei einzelnen Ansatzen die
Zugabe von 2 uM spezifischer Inhibitoren (Kapitel 2.4.2.2). Vier Tage nach der
Infektion wurden 50 mg/ml Protein-A Sepharose Beads fur zwei Stunden bei 4°C in
RIPA-Lysispuffer aufgequollen. Am darauf folgenden Tag (5 d p.i.) wurde das Medium
von den Zellen entfernt und die Zellen mit frischem Medium resuspendiert und somit
vom Boden des KulturgefaRes geldst. Es folgte ein Waschschritt mit PBS und
anschlieRender Zentrifugation. Das Zellpellet wurde in 500 pyl RIPA-Lysispuffer, der
zuvor mit dem Inhibitormix frisch kompelemtiert wurde, resuspendiert. Zur Lyse der
Zellen wurde der Ansatz flir 30 min auf Eis inkubiert. Das Zelllysat wurde in ein
Eppendorf-Reaktionsgefall tberflhrt und flr 30 min bei 14.000 rpm bei 4°C in einer
Eppendorfzentrifuge zentrifugiert. Das Lysat wurde vorsichtig abgenommen und fir die
Koimmunprazipitation verwendet. Fir die Prazipitation wurde das Lysat mit 100 pl
Protein-A Sepharose Beads und mit dem spezifischen Antikérper versetzt und fir
mindestens zweieinhalb Stunden auf einem Drehrad bei 4°C inkubiert. Anschlie3end

wurden die Beads fir 2 min bei 10.000 rpm und 4°C in einer Eppendorfzentrifuge
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pelletiert. Es folgten zwei Waschschritte mit je 500 yl HNTG Waschpuffer und zwei
Waschschritte mit je 500 pl Kinase-Basispuffer. Zur nachfolgenden Analyse der
Kinaseaktivitdt wurden zu den zuvor gewaschenen Beads 40 ul Kinase-Assaypuffer
und 2.5 uCi/ Probe [y-*P] ATP zugegeben. Der Ansatz wurde fiir 30 min bei 30°C im
Schittler inkubiert. Die Reaktion wurde nach 30 min durch Zugabe von 15 uyl SDS-
Probenpuffer (4x) abgestoppt und flir 10 min bei 100°C erhitzt. Die Analyse der Proben
erfolgte mittels SDS-PAGE und Western-Blot Analysen. Die Detektion der radioaktiven
Signale erfolgte mittels Autoradiographie auf Biomax MR-Filmen oder per
Phosphoimager. Als positive Kontrolle fir die Aktivitat der viralen Kinase pUL97
wurden zu dem Kinase-Reaktionsansatz 0,5 pl eines Histonemixes zugegeben (Roche,

Mannheim).

2.8 Immunologische Methoden

2.8.1 Tierversuche

2.8.1.1 Versuchstiere

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit eingesetzten Versuchstiere wurden in der
Zentralen Versuchstiereinrichtung der Universitatsmedizin Mainz und der Johannes
Gutenberg-Universitdt Mainz unter specified-pathogen-free (SPF)-Bedingungen
gezuchtet. Alle Tierversuche wurden im Rahmen des Tierversuchsvorhabens (AZ 1.5
177-07-04/051-61) durchgefihrt. Fir alle Tierversuche wurden ausschliel3lich weibliche

Tiere im Alter zwischen acht und zwolf Wochen verwendet.

Versuchstierstamm Versuche

Balb/c-M&use (Haplotyp H-2°) Neutralisierende Antikoérper;
Anlage und Restimulierung von CD4 T-Zellen

C57BL/6-Mause Anlage und Restimulierung Peptid-spezifischer
CD8 T-Zellen (SIINFEKL-Peptid)

C57BL/6 HHD Mause Anlage und Restimulierung Peptid-spezifischer
CD8 T-Zellen (pp65- und IE1-Peptid)

2.8.1.2 Immunisierung von Mausen

Zur Durchfihrung einer intraperitonealen Immunisierung wurden jeweils 6 ug DB (zur
Analyse der CD8 T-Zellantworten) bzw. 20 ug DB (zur Analyse der CD4 T-Zell- bzw.



2 Material und Methoden 70

Neutralisierenden Antikdrper-Antworten) in 500 pyl PBS geldst. Dieses Gemisch wurde
vor der Verwendung fir 2 min mit UV-Licht einer Wellenlange von 254 nm in einer
Tupfelplatte bestrahlt. Alle Immunisierungen erfolgten ohne Narkose und die Antigene

wurden ohne die Zugabe von Adjuvantien verabreicht.

2813 Isolierung von Lymphozyten aus der Milz

Zur lIsolierung von Lymphozyten wurden die Versuchstiere am Tag acht nach
Immunisierung getdtet und die Milzen entnommen. Die Entnahme der Milzzellen
erfolgte unter sterilen Bedingungen. Die Milzen wurden in ein mit RPMI gefilltes
Roéhrchen Uberfihrt und anschlieRend mit dem Stempel einer Einmalspritze auf einem
sterilen Metallsieb zerrieben. Dieses Zellhomogenat wurde in einer Petrischale
(d 6 cm), in die bereits RPMI Medium vorgelegt worden war, aufgefangen. Durch
sukzessive Passage des Zellhomogenats durch zwei Zellsiebe (100 um, 40um) wurden
verbleibende Gewebepartikel entfernt. Es folgte ein Zentrifugationsschritt fir 5 min bei
1.500 rpm in einer Megafuge 2.0. Die Zellen wurden erneut in 10 ml RPMI-Medium
aufgenommen und wiederum bei 1.500 rpm flr 5 min zentrifugiert. AnschlieRend wurde
das Pellet in 10 ml RPMI-Medium pro Milz resuspendiert, die Zellzahl bestimmt und die

Zellen auf die bendtigte Konzentration eingestellt.

Fir den Nachweis der CD4 T-Zell Antwort wurden die Zellen einer
Einzelzellsuspension in Erythrozyten-Lysepuffer (2 ml/Milz) aufgenommen und fir
90 sec unter stetiger Bewegung inkubiert. Dabei werden die Erythrozyten durch
osmotische Lyse zerstort, wahrend andere Zellen Uberleben. AnschlieRend wurden die

Zellen 2x mit Medium gewaschen, um den Lysepuffer aus der Zellsuspension zu

entfernen.

2814 Immunomagnetische Anreicherung von CD8 T-Zellen

Reagenzien Konzentrationen

MACS-Puffer 0,5% PBS; 2mM EDTA in 1 Liter PBS

geldst und anschlieend sterilfiltriert

Zur Analyse der CD8 T-Zell Antwort wurde die CD8" Fraktion aus Gesamt-Milzzellen
immunomagnetisch angereichert. Hierzu wurden jeweils 3x10® Zellen aus dem
Zellhomogenat eingesetzt. Diese wurden in 90 ul MACS-Puffer pro 10’ Zellen
resuspendiert. Die Zellen wurden zunachst mit paramagnetischen, an CD8a-
spezifische Antikorper gekoppelte MACS Micro Beads (10 pyl Beads/ 90 pl MACS-
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Puffer/ 10’ Zellen) fiir 15 min bei 4°C inkubiert. Eine gute Durchmischung von Beads
und Zellen wurde durch eine kontinuierliche Bewegung der Proben wahrend der
Inkubation erreicht. AnschlieRend wurden die Zellen zweimal mit 1-2 ml MACS-Puffer
pro 10’ Zellen gewaschen. Die Zellen wurden dabei bei 1.200 rpm fiir 10 min in einer
Megafuge 2.0 pelletiert. Nach diesen Waschschritten wurde der Uberstand vollstandig
entfernt, die Zellen in 500 yl MACS-Puffer pro 10® Zellen aufgenommen und auf eine
bereits zuvor aquilibrierte LS Column Saule (Miltenyi Biotec Systems, Bergisch-

Gladbach) gegeben. Die Durchfiihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers.

28.1.5 Anlage und Restimulierung Peptid-spezifischer CD8 T-Zellen

Die Kultivierung isolierter T-Zellen erfolgte flr einen Zeitraum von ein bis zwei Wochen
in Kulturmedium unter Zusatz von Interleukin-2 (IL-2) und unter Zugabe von
synthetischen HCMV-Peptiden zur Stimulation der Zellen. Im Anschluss daran wurden
die Zellen als Effektoren im ELISpot-Assay (Enzyme Linked Immuno Spot Assay)

eingesetzt.

Lymphozyten wurden wie unter Punkt 2.8.1.3 beschrieben gewonnen und
aufgearbeitet. Nach der Bestimmung der Zellzahl wurden 15x10° Milzzellen in einem
Volumen von 1,5ml 10% RPMI-Medium in einer 24-Well-Platte (Costar Corning,
Wiesbaden) ausgesit. Es folgte eine Zugabe von 1x10° M des entsprechenden
Peptides. Nach vier Tagen Kultivierung wurden pro Well 0,5 ml frisches 10% RPMI-
Medium mit 0,4 ng/ml IL-2 hinzugefugt. Eine Woche nach der Anlage der Milzzellen
erfolgte eine erneute Stimulation mit dem jeweiligen synthetischen Peptid. Die
Restimulierung erfolgte durch Zugabe von Peptid-beladenen antigen-prasentierenden
Zellen (APC). Dabei wurden RMA-S HHD Zellen als APC verwendet. Diese waren
zuvor mit 90 Gy bestrahlt worden, um eine Vermehrung in der Kultur zu verhindern. Die
APC wurden auf eine Dichte von 5x10° Zellen eingestellt und in einem Volumen von
1 ml in einer 24-Well-Platte ausgesat. Die Peptidbeladung der Zellen erfolgte zuvor flr
35 min bei 37°. Die polyklonalen CD8 T-Zellen wurden 1:2 gesplittet und in einem
Volumen von 1 ml zu den vorgelegten APC gegeben. Dabei wurde das verwendete
RPMI-Medium mit 0,1 ng/ml IL-2 erganzt.

2.8.1.6 Anlage und Restimulierung von CD4 T-Zellen

CD4 T-Zellen wurden aus den Milzzellen von drei Versuchstieren/Gruppe gewonnen.
Die Aufarbeitung der Milzen erfolgte wie in Kapitel 2.8.1.3 beschrieben. Nach

Bestimmung der Zellzahl wurden die Lymphozyten einer Gruppe in einer Konzentration
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von 1x10° Zellen/ml in RPMI-Medium ausgesét. Die Restimulierung erfolgte unmittelbar
mit Kultivierung der Zellen. Hierzu wurden 20 yg der entsprechenden DB oder
50 ul PBS zu den Zellen gegeben. Zur Uberpriifung der maximalen Stimulation der
isolierten Zellen wurde in Parallelansatzen zusatzlich eine Restimulation mit anti-
CD3/anti-CD28 durchgefiihrt. Dazu wurden die verwendeten 24-Well-Platte fir 30 min
mit dem anti-CD3 Antikérper bei 37°C inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit wurden
die Platten 3x mit PBS gewaschen. Es erfolgte eine weitere Inkubation von 30 min bis
zwei Stunden mit dem anti-CD28 Antikorper bei 37°C. Dieser wurde vor der Zugabe
der Zellen durch dreimaliges Waschen mit PBS entfernt. 24 Stunden nach Beginn der
Restimulierung wurden die Lymphozyten auf die Expression verschiedener

spezifischer Oberflachenmarker mittels FACS (Kapitel 2.7.3) analysiert.

2.8.2 Enzyme Linked Immuno Spot Assay

Zur Messung von MHC-Klasse | vermittelter Antigenprasentation und vom Priming
einer CD8 T-Zell Antwort im Versuchstier durch rekombinante DB wurde das ELISpot-
Verfahren eingesetzt. Dieses Testformat erlaubt die Quantifizierung von T-Zell
Aktivierung nach Antigenkontakt Gber die Messung freigesetzter Zytokine. Dabei dient
die Anzahl an Spots im Ansatz als MaR fiir die Starke der T-Zell Aktivierung. Im hier

eingesetzten ELISpot diente Interferon-y (IFN-y) Freisetzung als Messgrofe.

Zur Analyse wurden Effektor- und Zielzellen in einer 96-Well-Platte mit
Nylonmembranboden kokultiviert, die zuvor mit einem spezifischen IFN-y-Antikdrper
beschichtet wurde. Die Freisetzung von IFN-y durch die Effektorzellen wurde mittels
einer Farbreaktion detektiert. Dabei entsprach die Anzahl der Spots der Anzahl der

IFN-y-sezenernierenden T-Zellen (Taguchi et al., 1990; Miyahira et al., 1995).
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28.21 ELISpot Analysen von behandelten Zellen mit aufgereinigten DB
Puffer Konzentrationen
Waschpuffer PBS + 0,25% (v/v) Tween-20
Puffer fiir Primarantikorper Stammldsung A:
1,59 g Na,COj3 auf 100 ml H,O
Stammlésung B:
NaHCO3; auf 100 ml H,O
Vor dem Versuch wurde je 1 ml beider
Stammlésungen mit H,O auf 10 ml aufgefillt.
Der pH-Wert wurde mit Stammlésung B auf
9,6 eingestellt
Puffer fiir Sekundarantikorper PBS + 1% (v/v) BSA- Losung (23,3%; Ortho
Diagnostic Systems, Neckargemund))
Na-Acetatpuffer, 50 mM, pH 5,0 74 ml 0,2 M Essigsaure (11,55 ml Eisessig/l)
+176 ml 0,2 M Na Acetat (27,2 g
NaAcetat x 3 H,O/I) auf 1 | H,O
Antikorper Bezeichnung Quelle Endkonzentration
Primérantikorper Ratte a-Maus- IFN-y Biosource 10 pg/ml
Klon RMMG-1 Europe,
Solingen
Sekundarantikorper Biotin-gekoppelter Becton 1 pg/mi

Ratte a-Maus- IFN-y Dickinson,

Klon XMG 1.2

Heidelberg

Fir das Beschichten einer 96-Well-Nylonmembran-Platte von der Firma Nunc

(Wiesbaden) wurde diese mit 50 ul pro Well einer 10 ug/ml Primarantikérperlésung

beschichtet und UGN bei 4°C inkubiert. Am folgenden Tag wurde die Platte viermal mit

destilliertem Wasser fir 15 min gewaschen und anschliefend mit 200 pyl 10% RPMI-

Medium pro Well flir mindestens

Bindungsstellen abzusattigen. In dieser

eine Stunde inkubiert, um unspezifische

Zeit wurden die APC gewaschen und auf eine

Zellzahl von 1x10° Zellen pro Well eingestellt. Die Effektorzellen wurden ebenfalls
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gewaschen und auf eine Konzentration von 4,3x10%ml eingestellt. Bei der Verwendung
von 50 ul Effektorzellen pro Well entsprachen diese Konzentration einer Zellzahl von
200 CTL pro Well. Nach der Blockierung wurde das Medium entfernt und 50 pl 10%
RPMI-Medium pro Well vorgelegt. Jeweils 50 uyl der APC und der Effektorzellen wurde
hinzugegeben und fir 18 bis 22 Stunden bei 37°C kokultiviert. Dabei wurden alle
Ansatze in Triplikaten angesetzt. Nach der Inkubationszeit wurden die Platten zehnmal
mit Waschpuffer gewaschen, um die Zellen zu entfernen. Es folgte die Zugabe von
50 ul des Zweitantikdrpers pro Well und eine Inkubation fir zwei Stunden bei RT.
AnschlieRend wurden die Platten sechsmal gewaschen und mit 50 ul pro Well mit
einem HRP-Streptavidin-Konjugate von Dionova (Hamburg) versetzt. Dieses wurde
zuvor 1:250 in Wachpuffer mit 5% (v/v) FKS verdinnt. Nach einer Inkubationszeit von
zwei Stunden bei RT erfolgte die Farbung der Spots durch Zugabe des HRP-
Substrates AEC. Zur Herstellung dieses Substrates wurden 20 mg AEC in 2,5 ml DMF
geldst, mit 47,5 ml 50 mM Na-Acetat-Puffer, pH 5,0, gemischt, filtiriert und mit 25 pl
30%igem H,O, versetzt. Pro Well wurden 50 uyl verwendet. Zum Abstoppen der
Farbreaktion wurde die Platte unter flieRendem Wasser gespult. AnschlieRend wurde
die Membran von der Platte abgezogen und UN getrocknet. Die Auswertung erfolgte

bei sechzehnfacher VergroRRerung unter einem Binokular.

2.8.2.2 ELISpot Analysen zur Detektion von Peptid-spezifischen

CD8 T-Zellen
Puffer Konzentrationen
Waschpuffer PBS + 0,01% (v/v) Tween-20
Puffer fiir Sekundarantikorper PBS + 0,5% BSA,
zuvor sterilfiltriert
Antikorper Bezeichnung Quelle Endkonzentration
Primérantikorper Ratte a-Maus- IFN-y Biosource 10 pg/ml
Klon RMMG-1 Europe,
Solingen
Sekundarantikorper Biotin-gekoppelter Becton 1 pg/mi

Ratte a-Maus- IFN-y Dickinson,
Klon XMG 1.2 Heidelberg
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In der vorliegenden Versuchsserie wurden die ELISpot Platten von der Firma Millipore
(Schwalbach/Ts.) verwendet. Die Anfarbung der Spots erfolgte mit Hilfe des Enzyms
Streptavidin-Alkalin Phosphat (MABTECH, Hamburg) und dem Substrat BCIP/NBT""®
(MABTECH, Hamburg). Die Durchfiihrung erfolgte nach Herstellerangaben (Millipore,
Schwalbach/Ts.).

Im Gegensatz zu den ELISpot Analysen DB behandelter Zellen (Kapitel 2.8.2.1)
wurden in diesen Versuchsserien unterschiedliche Konzentrationen an Effektorzellen
verwendet. Dabei wurden die Zellen auf Konzentrationen von 2x10%ml, 1x10%/ml,
5x10°/ml und 2,5x10°/ml eingestellt. Bei der Verwendung von 50 pl Effektorzellen pro
Well entsprachen diese Konzentrationen einer Zellzahl von 1x10°, 5x10*, 2,5x10* und
1,25x10* pro Well.

2.8.3 Gewinnung von Serum

Die Gewinnung von murinem Serum erfolgte durch die Entnahme des Blutes aus den
grolden retrobulbaren vendésen Gefalten. Das Blut wurde anschlie®end UN bei 4°C zur
Agglutination inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Proben 10 min bei 8.700 rpm in
einer Eppendorfzentrifuge und 4°C abzentrifugiert und der klare Uberstand, das
Serum, in frische, sterile Eppendorf-GefalRe Uberflihrt. Die Seren wurden in kleinen

Aliquots bei -20°C gelagert.

284 Neutralisationstest

Reagenzien Konzentrationen

AEC-Stammlésung 400 mg Aminoethylcarbazol (AEC) in
100 ml Dimethylformamid (DMF)

Acetat-Puffer 6,8 g Na-Acetat; 2,88 ml Eisessig, pH 4,7

Gelatine 0,1%

Der Neutralisationstest dient zur Quantifizierung des Titers an HCMV-neutralisierenden
Antikorpern in einem Serum und wurde in Anlehnung an die von Andreoni und
Kollegen publizierte Methode (Andreoni et al., 1989) durchgefihrt. Zunachst wurden
alle zu testenden Seren 1:3 in PBS vorverdinnt und in zehn seriellen 1:2
Verdinnungen weiterverdinnt. Jede Verdinnung lag in einem Volumen von 250 pl vor.
Der zwolfte Ansatz bestand aus 250 uyl Medium ohne Serum und diente als

Positivkontrolle fur die Virusinfektion sowie als Referenz fir die Berechnung des
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Neutralisationstiters. Fir die Bestimmung der Konzentration an neutralisierenden
Antikoérpern in den zu untersuchenden Seren gegen den wt RV-HB5, wurde
anschlieBend zu jedem Ansatz ein gleiches Volumen (250 ul) einer 1:1.000
Virusverdiinnung von RV-HB5 hinzu pipettiert. Virus- und Serumverdiinnungen wurden
gut gemischt und flr vier bis finf Stunden bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Nach
Ablauf von dreieinhalb bis viereinhalb Stunden wurden je 1,5x 10* HFF in 25l
Medium pro Vertiefung einer 96-Well-Platte ausgesat. Die verwendete 96-Well-Platte
wurde zuvor mit 0,1% Gelatine GUN bei 37°C beschichtet. Nach vier bis funf Stunden
Inkubationszeit wurden je 100 pl des Serum-Virus-Gemisches in Vierfachansatzen zu
den Zellen gegeben und 24 Stunden bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Danach
wurden die Zellen in 96% Ethanol 20 min bei RT fixiert, zweimal in PBS gewaschen
und eine Stunde mit einem |E1-spezifischen Antikérper (p63-27) inkubiert.
AnschlieRend wurden die Zellen erneut zweimal mit PBS gewaschen und
IE1-exprimierende Zellen durch Inkubation fir eine Stunde bei 37°C mit einem 1:500
verdinnten HRP-konjugierten anti-Maus 1gG Sekundarantikérpers (Dako, Hamburg)
markiert. Die I|E1-positiven Zellkerne wurden anschlieRend mittels AEC-Farbung
sichtbar gemacht. Dazu wurde die AEC Stammldésung 1:20 in AEC-Puffer verdinnt.
Diese Lésung wurde filtriert und mit 1/1.000 Volumen H,0, (30%) versetzt. Von diesem
Substrat wurden 100 pl pro Vertiefung zugegeben und eine Stunde bei 37°C inkubiert.
Danach wurden die Zellen in PBS gewaschen, um die Farbreaktion zu stoppen. Die
Anzahl der IE1-positiven Zellkerne pro Vertiefung wurde unter dem Mikroskop

ausgezahilt.
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3 Ergebnisse

3.1 Weiterentwicklung einer HCMV-Vakzine basierend auf

modifizierten Dense Bodies

Trotz vielversprechender Ansatze ist bislang kein Impfstoff gegen HCMV zugelassen.
Eine Strategie zur Bereitstellung einer Vakzine fokussiert auf die Verwendung von
subviralen DB. Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einen solchen DB-basierten
Impfstoff-Kandidaten hinsichtlich Ausbeute und Antigenitdt zu optimieren. Zur
Erganzung der antigenen Zusammensetzung von DB wurde die in Vorarbeiten
etablierte Strategie der Insertion heterologer Peptide in den Leserahmen des pp65
gewahlt. Dabei war bekannt, dass die Position der Insertion eines heterologen Peptids
in den Leserahmen von pp65 einen Einfluss auf die Produktion und Freisetzung von
rekombinaten DB (recDB) hat. Bis dato getestete Konstrukte waren hinsichtlich
Antigenitat und Ausbeute unbefriedigend gewesen (Mersseman et al., 2008a;
Mersseman et al., 2008b; Pepperl-Klindworth et al., 2003). In einer ersten
Versuchsreihe wurden zunachst funf verschiedene Positionen innerhalb des
Leserahmens von pp65 ausgewahlt (Abbildung 3.2), um eine geeignete Insertionsstelle
fur ein heterologes Peptid zu identifizieren. Bei der Auswahl der Insertionsstellen in
pp65 wurden konservierte Bereiche des Tegumentproteins vermieden. Auflerdem

wurden mdgliche a-Helices und B-Faltblattstrukturen nicht angetastet.

Das inserierte Modellpeptid IE1 bestand aus 20 AS und umfasste das wahrend der
naturlichen Infektion immundominante, HLA-A2-prasentierte Nonapeptid TMYGGISLL
(IE1tmy) (Gallez-Hawkins et al., 2003). Rekombinante HCMVs, die die verschiedenen
Fusionsproteine exprimierten, wurden durch die Modifizierung des HCMV BAC pHB5
etabliert (Borst et al., 1999). Fur die Modifizierung wurde die galK-Methode verwendet
(Mersseman et al., 2008a; Mersseman et al., 2008b) (Kapitel 2.6.12 und Abbildung
3.1).
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3.1.1 Herstellung der rekombinanten Viren via BAC-Mutagenese

3.1.11 Insertion der galK Kassette

Im ersten Schritt der Zwei-Schritt-Rekombination zur Herstellung der pp65-1E1myy
Mutanten sollte die galK Kassette an der gewlnschten Position innerhalb der pp65-
Sequenz eingefligt werden (Abbildung 3.1). Die genaue Vorgehensweise ist in Kapitel
2.6.12 beschrieben.

Zunachst wurde die galK Kassette mit Hilfe spezifischer Primer aus dem galK Plasmid
amplifiziert. Die verwendeten Primer wiesen dabei an ihren 5’- Enden etwa 50 Basen
lange Uberhange auf. Diese Uberhdnge waren zu den DNA-Sequenzen homolog, die
die Insertionsstelle im HCMV-Genom unmittelbar flankierten. Das PCR-Produkt wurde
in E.coli SW102 transformiert und das A-Rekombinationssystem durch eine
Temperaturerhdhung auf 42°C induziert. Durch die daraus resultierende homologe
Rekombination zwischen PCR-Produkt und BAC-pHB5 wurde die galK Kassette an der
gewlnschten Position inseriert. Die Selektion der gewlinschten Klone erfolgte auf
Minimalmedium, das mit Galaktose angereichert wurde. Die Verifikation der Insertion
erfolgte mittels Kolonie-PCR (Kapitel 2.6.8.2).

3.1.1.2 Austausch der galK Kassette gegen das IE1yy Peptid

Die galK Kassette im intermediaren BAC wurde in einem zweiten Schritt durch das
IE1rmy Peptid, erneut durch homologe Rekombination, ersetzt (Abbildung 3.1). Das
hierfir eingesetzte PCR-Produkt enthielt an seinen Enden 50 bis 70 bp lange
Abschnitte, die homolog zu den der Insertionsstelle benachbarten DNA-Sequenzen in
UL83 waren. Als Template diente das Plasmid pK65-1. Nach der homologen
Rekombination wurden die Bakterien zur Selektion auf Minimalmedium, das neben
Glycerin auch DOG als Kohlenstoffquelle enthielt, ausplattiert. Ausgewahlte Klone

wurden durch Kolonie-PCR verifiziert.
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Abbildung 3.1: Herstellung der rekombinanten BACs mittels BAC Mutagenese

(A) Amplifikation der galK Kassette aus dem galK Plasmid mit Hilfe spezifischer Primer. Die
schwarzen Pfeile reprasentieren die an die Template-DNA bindenden Bereiche, die roten
Striche die  homologen Uberhdnge an den 5-Enden der Primer. (B) Zwei-Schritt
Rekombination zur Insertion des gewilinschten IE1qyy Peptides an spezifische Positionen
innerhalb der pp65-Sequenz im BAC-pHBS5. Als Beispiel in der vorliegenden Abbildung wurde
die Position W175 von pp65 gewahlt. Zunédchst wurde die galK Kassette an der gewunschten
Position mittels Induktion des A-Rekombinationssystem inseriert (BAC W175 galK). In einem
zweiten Schritt erfolgte der Austausch dieser Kassette durch das IE1qyy Peptid in analoger
Weise (BAC W175 pp65-1E11yy).
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Abbildung 3.2: Ubersicht von BAC pHB5 und den rekombinanten BACs

Schematische Darstellung der UL83 (pp65) Region im BAC pHB5 und in den rekombinanten
BACs. Die HCMV Gene UL82, UL83 und UL84 sind als graue Boxen dargestellt. Die
Insertionsstellen des |E1tyy Peptides sind durch schwarze Boxen gezeigt. Die Position der
Insertion ist hinter den jeweiligen Bezeichnungen der rekombinanten BACs angegeben. Dabei
ist die N-terminale AS von pp65, die die Insertion flankiert, bezeichnet. Die Modifikation von
UL83 in diesen BACs ist durch ein Sternchen (*) angedeutet. Unter dem Ausgangskonstrukt
pHB5 sind die Positionen der Schnittstellen fiir die Spaltung mit Spel angegeben, bei denen ein
Fragment entsteht, dass das Gen fir UL83 enthalt. Die GroRe der erwarteten Fragmente ist
angegeben.

3.1.2 Strukturelle Analysen der rekombinanten BACs

Bei der Klonierung groRer DNA-Fragmente in BACs besteht die Gefahr der Deletion
gréRRerer Bereiche wahrend der Vermehrungsphase in E.coli (Horsburgh et al., 1999).
Zur groben Analyse der hier etablierten HCMV-BACs vor Rekonstitution der Viren
wurden Restriktionsanalysen mit dem Enzym Spel durchgefihrt (Abbildung 3.3).
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Abbildung 3.3: Restriktionsanalyse der rekombinanten BACs
Die DNAs der verschiedenen BAC-Konstrukte wurden mit 50 Units des Enzyms Spel verdaut.

Ein Restriktionsfragment mit einer GréRe von 12 kb, welches das Gen fiir pp65 (UL83) enthalt
und bei Verdau von BAC pHBS entsteht, ist mit einem roten Punkt gekennzeichnet. Die
Restriktionsfragmente, die bei dem Verdau der rekombinanten BACs entstehen und den
modifizierten UL83-Abschnitt umfassen, sind mit einem gelben Punkt markiert. Auf der linken
Seite der Gele sind die GroBen des verwendeten Standards (peqGOLD DNA-Leiter Mix)
angegeben.

Bei dem Restriktionsverdau des parentalen BACs pHB5 mit Spel war ein Fragment mit
einer Grolie von 12 kb zu erkennen, welches das Gen fir pp65 (UL83) enthielt. Durch
die Insertion des IE1myy Peptides in den Leserahmen von pp65 entstand eine
zusatzliche Schnittstelle fur dieses Enzym. Dadurch wurde bei den rekombinanten
BACs das 12 kb grol’e Fragment in zwei kleinere Fragmente geteilt. In Abhangigkeit
von der Position der Insertion wiesen die neuen Fragmente Grofien von 7,2-8,5 kb
und 3,6-4,9 kb auf. Aufgrund der Spaltung mit dem Restriktionsenzym Spel konnten
einzelne Klone ermittelt werden, die nicht das erwartete Spaltungsmuster aufwiesen.

Diese Klone wurden von den weiteren Analysen ausgeschlossen.

Zur weiteren Kontrolle der erfolgreichen Insertion des IE1yy Peptides in pp65 wurden
zusatzlich Sequenzierungen der Bereiche der Insertion durchgefiihrt (Ergebnisse nicht
dargestellt). Alle Untersuchungen wiesen die erwarteten Ergebnisse auf. Die
Rekonstitution der rekombinanten Viren erfolgte durch Transfektion der BACs in HFF.

Dazu wurde jeweils ein Klon pro Konstrukt verwendet.

3.1.3 Subzellulare Verteilung des pp65-IE11yy Fusionsproteins und

Synthese von recDB in infizierten HFF

Ein wichtiges Merkmal der spaten Infektionsphase des HCMV in HFF ist die
zytoplasmatische Anhaufung von pp65. Sie ist mit der Bildung von DB in diesem
Kompartiment vergesellschaftet. Die Bildung und Freisetzung von DB und die korrekte
zellulare Verteilung von pp65 korrelieren (Mersseman, 2007). Somit liefert die

Uberprifung der subzelluldren Verteilung von pp65 einen ersten Hinweis auf die
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Synthese von DB. Hierzu wurden HFF mit dem wt Virus und den rekombinanten Viren

infiziert und vier Tage nach der Infektion mittels IFA analysiert (Abbildung 3.4).

RV-SB6

Abbildung 3.4: Indirekte Immunfluoreszenzanalysen von infizierten HFF
Zellen wurden fir vier Tage infiziert und anschlieRend mittels IFA analysiert. Fur die

Uberpriifung der zellularen Verteilung von wt-pp65 und pp65-IE1y wurde ein pp65-
spezifischer, monoklonaler Antikérper verwendet. Die Position der Insertion von IE1ryy in pp65
ist unter den jeweiligen Immunfluoreszenzen schematisch dargestellt. Dabei ist die N-terminale
AS von pp65, die die Insertion flankiert, angegeben.

In HFF, die mit dem wt RV-HB5 infiziert worden waren, wurde die typische
zytoplasmatische Lokalisation von pp65 zu spaten Zeitpunkten der Infektion gesehen.
Im Zytoplasma waren zu diesen Zeitpunkten partikulare Strukturen zu erkennen, die
mit groRer Wahrscheinlichkeit DB darstellen. Vergleichbare Ergebnisse wurden erzielt,
wenn HFF mit den rekombinanten Viren RV-SB3 und RV-SB6 infiziert worden waren.
Das pp65-IE1myy Fusionsprotein, das durch die rekombinanten Viren exprimiert wurde,
war vier Tage nach der Infektion hauptsachlich im Zytoplasma nachweisbar. Au3erdem
produzierten beide Viren eine signifikante Menge an DB. Im Gegensatz dazu zeigte
das Fusionsprotein, das von den rekombinanten Viren RV-SB2, RV-SB4 und RV-SB5
exprimiert wurde, eine Uberwiegend nukleare Lokalisation. AuRRerdem wurden im

Zytoplasma der infizierten Zellen keine oder nur sehr wenige DB gefunden.
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Basierend auf den Ergebnissen der IFA konzentrierten sich die weiteren Arbeiten
ausschlieBlich auf die Viren RV-SB3 und RV-SB6.

314 Charakterisierung der rekombinanten Viren RV-SB3 und RV-SB6

3.1.41 Expression des pp65-IE1yy Fusionsproteins

Zur Analyse der Expressionsrate des pp65-IE1yy Fusionsproteins in infizierten HFF
wurden Western-Blot Analysen von Gesamtzellextrakten durchgefihrt. Die Zellen
wurden mit dem wt-Stamm RV-HB5 und den beiden rekombinanten Viren mit einer moi
von zwei infiziert. Die Zellextrakte wurden zwei und vier Tage nach der Infektion der
Zellen gewonnen und mittels Odyssey Western quantitativ analysiert. Als interner

Standard wurde zellulares Aktin verwendet (Abbildung 3.5).

;2988 ;888
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Abbildung 3.5: Western-Blot Analysen von Gesamtzellextrakten infizierter HFF

HFF wurden mit einer moi von zwei infiziert. Flir den Nachweis von pp65 wurde ein
pp65-spezifischer, monoklonaler Antikérper verwendet. Die Proteinmenge in jeder Spur wurde
anhand einer internen Aktin-Kontrolle normiert.

Die Expressionsrate des pp65-IE1ryy Fusionsproteins in Zellen, die mit RV-SB3 und
RV-SB6 infiziert wurden, war im Vergleich zu Zellen, die mit dem wt RV-HB5 infiziert
wurden, zwei Tage nach der Infektion leicht vermindert. Jedoch war die Menge an
Fusionsprotein, die vier Tage nach Infektion von RV-SB3 und RV-SB6 infizierten Zellen

gebildet wurde, im Vergleich zu wt-infizierten Zellen erhoéht.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Insertion des heterologen Peptids in RV-SB3 und

RV-SB6 die Spiegel des pp65 in der infizierten Zelle nicht wesentlich beeintrachtigte.

3.1.4.2 Vermehrungsverhalten von RV-SB3 und RV-SB6

Das Fehlen von pp65 hat keinen Einfluss auf die virale Replikation in HFF (Schmolke
et al., 1995b). Wir erwarteten daher auch keine hemmenden Effekte durch die Insertion

eines Peptids von 30 AS. Gleichwohl galt es, dies zu zeigen. Hierzu wurden HFF mit
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zehn Genomen pro Zelle infiziert. Nachfolgend wurden taglich Proben aus den
Kulturiiberstdnden entnommen und die virale DNA daraus isoliert. Die Quantifizierung
dieser DNA erfolgte mittels TagMan™ PCR (Abbildung 3.6).
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Abbildung 3.6: Freisetzung viraler DNA in den Kulturiiberstand infizierter HFF
Quantitative TaqManT'\’I PCR Analysen der Anzahl viraler Genome, die in den
Zellkulturuberstand von infizierten HFF freigesetzt werden. Zellen wurden mit zehn Genomen
pro Zelle infiziert. Zellkulturiberstdnde wurden zu den angegebenen Zeitpunkten entnommen
und eingefroren. Die virale DNA wurde anschlielend aus den Zellkulturiberstéanden isoliert.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Raten der Freisetzung von viralen Partikeln von

RV-SB3 und RV-SB6 in ihrer Kinetik mit dem wt-Stamm vergleichbar waren .

3.1.4.3 Freisetzung von rekombinanten Dense Bodies

Fur die Verwendung von recDB als Basis flr eine Impfstoffentwicklung ist es wichtig,
dass diese in signifikanten Mengen von infizierten Zellen in den Zellkulturiberstand
freigesetzt werden. Zur Uberpriifung wurden Zellen mit RV-HB5, RV-SB3 und RV-SB6
infiziert, die Kulturtiberstdnde wurden sechs Tage nach der Infektion gewonnen und die
Viruspartikel durch Ultrazentrifugation gereinigt (Irmiere and Gibson, 1983; Talbot and
Almeida, 1977) (Abbildung 3.7).
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Abbildung 3.7: Fraktionierung von extrazellularen, viralen Partikeln der Viren
RV-HBS5, RV-SB3 und RV-SB6 mittels Natriumtartrat-
Gradientenultrazentrifugation

Die Gradienten der viralen Partikel von RV-HB5 wiesen das erwartete
Bandenspektrum auf. Die NIEPs und Virionen waren als diskrete Banden im oberen
Bereich des Gradienten zu finden, wahrend DB aufgrund ihrer heterogenen GréfRe in
einer breiten Zone im unteren Bereich bandierten. Ein vergleichbares Bild fand sich
nach Ultrazentrifugation von Partikeln von RV-SB3 und RV-SB6. Dies zeigt, dass die
Infektion mit beiden Viren zur Bildung von DB fihrte. Auffallig war, dass die Ausbeute
von DB-SB6 reproduzierbar geringer war als die von DB-SB3. Die mittlere Menge an
Protein aus drei unabhangigen Préaparationen betrug fur DB-SB3 1,35 yg/ml
Zellkulturiberstand, bei DB-SB6 0,77 pg/ml Zellkulturiberstand (Ergebnisse nicht
dargestellt). Somit konnte durch die Infektion mit RV-SB3 eine fast doppelt so hohe

Ausbeute an DB erzielt werden.

3144 Verpackung des pp65-IE1yy Fusionsproteins in virale Partikel

Zur Uberpriifung der Verpackung des pp65-IE1myy Fusionsproteins in virale Partikel
wurden Western-Blot Analysen von Virionen und DB durchgefiihrt. Zur Normierung
wurde die Menge des viralen Glykoproteins gB als interner Standard verwendet
(Abbildung 3.8).
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Abbildung 3.8: Western-Blot Analysen der Verpackung des pp65-IE11yy
Fusionsproteins in virale Partikel

Gradienten-gereinigte Virionen und DB wurden mittels Odyssey-Westernblot analysiert. Fir die
Detektion von pp65 wurde ein pp65-spezifischer, monoklonaler Antikérper verwendet. Die
Proteinmenge in jeder Spur wurde durch die interne Kontrolle anhand der Menge des viralen
Hullproteins gB normiert.

Zellen, die mit den rekombinanten Viren RV-SB3 und RV-SB6 infiziert worden waren,
verpackten das pp65-IE1ryy Fusionsprotein sowohl in Virionen als auch in DB. Dabei
wurde relativ. zum viralen Hullprotein gB kein Unterschied in der Effizienz der

Verpackung im Vergleich zum wt gefunden.

3.1.5 MHC-Klasse | Prasentation des pp65y.y- und IE1yy-Peptides

Ein Ziel, das durch die Verwendung von recDB als Impfstoff erreicht werden soll, ist die
Verbesserung der Breite der CD8 T-Zell Antwort gegen HCMV, sodass Menschen mit
verschiedenem HLA-Hintergrund eine hinreichend protektive T-Zell Antwort aufbauen
kénnen. Zum Nachweis, dass das heterologe IE1+yy Peptid nach Behandlung von HFF
mit DB-SB3 und DB-SB6 in den MHC Klasse | Weg eingeschleust wird, wurden IFN-y
ELISpot Analysen durchgeflihrt (Abbildung 3.9). Als APC dienten HLA-A2 positive
HFF. Zur Reduktion der verbleibenden Restinfektivitat im DB-Inokulum wurde dieses

zuvor fir 2 min mit UV-Licht einer Wellenlange von 254 nm bestrahlt.
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Abbildung 3.9: IFN-y ELISpot Analysen der Einschleusung von Peptiden in den

MHC-I Prasentationsweg durch rekombinante DB

Zellen wurden mit DB fiir 24 Stunden inkubiert und anschlieBend als APC im IFN-y ELISpot
eingesetzt. Als Effektorzellen wurden pp65y.-CTL (A) und IE1yy-CTL (B) verwendet. Als
100% wurde die Anzahl an Spots gesetzt, die mittels einer positiv Kontrolle unter Verwendung
von Peptid-beladenen Zellen als APC und den entsprechenden Effektorzellen ermittelt werden
konnte. Die Balken reprasentieren den Mittelwert der ausgezahlten Spots aus einer
Dreifachbestimmung. Die gezeigten Ergebnisse sind reprasentativ fir zwei unabhangige
Experimente.

Die Ergebnisse des IFN-y ELISpot Assays zeigten, dass Zellen, die mit den DB-SB3
oder SB-SB6 behandelt worden waren, sowohl das pp65y.y Peptid als auch das IE1tyy
Peptid auf der Oberflache prasentierten. Wie erwartet prasentierten Zellen, die mit den
wt-DB behandelt wurden, das IE1myy Peptid nicht auf ihrer Oberflache. Die
Prasentation des pp65n.yv Peptides war bei Zellen, die mit den recDB behandelt

wurden, vergleichbar mit den Zellen, die mit den wt-DB behandelt wurden.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Prasentation von pp65 nicht durch die Insertion
eines weiteren immunodominanten Peptides, das durch die gleichen HLA-Molekile
prasentiert wird, unterdrickt wird. Die Behandlung von Zellen mit DB-SB3 fihrte zur
Stimulation von IE1qyy spezifischen CTL, die in ihrer Intensitat vergleichbar mit der
Antwort gegen das pp65y.v Peptid war. Im Gegensatz dazu resultierte die Behandlung
von Zellen mit DB-SB6 in einer deutlich niedrigeren Zahl an Spots nach Behandlung
mit IE1rwy spezifischen CTL, verglichen mit pp65y.y spezifischen CTL. Diese
Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Position der Insertion des IE11yy Peptides in

pp65 einen Einfluss auf seine Prasentation durch MHC-Klasse | hat.
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3.1.6 Induktion einer IE11yy spezifischen CD8 T-Zell Antwort nach

Immunisierung mit recDB

Die Immunisierung von Mausen mit recDB der ersten Generation war geeignet, eine
IE1rwy spezifische CD8 T-Zell Antwort zu induzieren (Mersseman et al., 2008a).
Allerdings konnten solche Zellen nur nach Restimulation in Kultur, nicht jedoch direkt
ex vivo nachgewiesen werden. Zur Analyse, ob DB-SB3 und DB-SB6 hinsichtlich ihrer
Immunogenitat den recDB der ersten Generation Uberlegen waren, wurden HLA-A2
transgene Mause des Stammes C57/BL6 immunisiert. Diese Mause exprimieren ein
chimares MHC-Klasse | Molekil, das sich aus den a1- und a2-Domanen des humanen
HLA-A2 Proteins und der a3-Domane des murinen H-2D° Proteins zusammen setzt
(Pascolo et al., 1997). Die Induktion einer IE11yy spezifischen CD8 T-Zell Antwort nach
Immunisierung mit recDB und anschlieBender Stimulation mit IL.-2 und dem
entsprechendem HCMV-Peptid wurde mittels IFN-y ELISpot analysiert (Abbildung
3.10).
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Abbildung 3.10: IFN-y ELISpot Analysen der CD8 T-Zell Antwort nach Immunisierung
mit recDB und anschlieBender in vitro Stimulierung

HLA-A2 transgene Mause wurden mit den angegeben DB immunisiert. Acht Tage nach der
Immunisierung wurden die Versuchstiere getotet und die Milzen enthommen. Die Lymphozyten
aus den Gesamt-Milzzellen wurden fir ein bis zwei Wochen mit IL-2 und dem entsprechendem
HCMV-Peptid stimuliert. Die Zellen wurden anschlieBend im IFN-y ELISpot Assay als
Effektorzellen verwendet. Als APC dienten RMA-S HHD Zellen, die mit dem entsprechendem
Peptid beladen wurden. Die Balken reprasentieren den Mittelwert der ausgezahlten Spots einer
Dreifachbestimmung. Die gezeigten Ergebnisse sind reprasentativ fir zwei unabhangige
Experimente.

Nach ein- und zweiwdchiger Restimulation konnten IE11yy spezifische T-Zellen sowohl
in den Ansatzen mit DB-SB3 als auch in den Ansatzen mit DB-SB6 nachgewiesen

werden. T-Zellen gegen pp65y.v konnten nach DB-SB3 Immunisierung nach einer und



3 Ergebnisse 89

zwei Wochen gefunden werden. Auffallig war aber, dass T-Zellen mit pp65y.y Spezifitat
nach DB-SB6 Immunisierung erst nach zwei Wochen nachgewiesen werden konnten.
Dies deutet darauf hin, dass eine intensive Antigenstimulation notwendig war, um die
Vermehrung einer signifikanten Anzahl an pp65y.y spezifischen T-Zellen in diesem
Ansatz zu erreichen. Im Umkehrschluss lag nahe, dass die durch Immunisierung mit
DB-SB6 induzierte CD8 T-Zell Antwort gegen das pp65y.v-Peptid in seiner Effizienz
deutlich hinter DB-SB3 oder etwa wt-DB zurlickblieb. Zur genaueren Analyse der
Immunogenitat von DB-SB3 und DB-SB6 wurde die CD8 T-Zell Antwort in einem
zweiten Schritt direkt ex vivo ohne zusatzliche Amplifikation in Zellkultur bestimmt. Aus
den Milzen immunisierter Tiere wurden CD8" T-Zellen immunomagnetisch angereichert
und direkt als Effektorzellen im IFN-y ELISpot eingesetzt. Als APC wurden RMA-S
HHD- und T2 Zellen verwendet (Abbildung 3.11).
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Abbildung 3.11: Ex vivo IFN-y ELISpot der CD8 T-Zell Antwort nach Immunisierung mit
recDB

HLA-A2 transgene Mause wurden mit den angegeben DB immunisiert. Acht Tage nach der
Immunisierung wurden die Versuchstiere getotet und die Milzen entnommen. Die CD8" Zellen
wurden aus den Gesamt-Milzzellen immunomagnetisch angereichert. Als APC im
nachfolgenden IFN-y ELISpot dienten peptidbeladene RMA-S HHD Zellen. Die Frequenzen
IFN-y-produzierender CTL wurden mittels linearer Regressionsanalyse mit Hilfe der Statistik-
Software Mathematica V6.0.1.0 Statistics “Linear Regression” ermittelt. Die Fehlerbalken geben
das 95% Konfidenz-Intervall an. Die gezeigten Ergebnisse sind reprasentativ fir drei
unabhangige Experimente.

IE1mmy-spezifische CD8 T-Lymphozyten konnten ex vivo sowohl nach Immunisierung
mit DB-SB3 als auch nach Immunisierung mit DB-SB6 nachgewiesen werden. Dies
zeigt, dass beide Formen von recDB hinsichtlich der Effizienz des Primings der IE11yy-
spezifischen T-Zell Antwort vergleichbar waren. Nach Immunisierung mit DB-SB3 fand
sich darlber hinaus eine deutliche, pp65y.y-spezifische Antwort, die sogar die der
wt-Kontrolle Uberstieg. Bemerkenswert war jedoch, dass pp65y.y CD8 T-Zellen nach

der Immunisierung mit DB-SB6 nicht Uber Hintergrund zu detektieren waren.
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Vergleichbare Ergebnisse wurden auch erzielt, wenn T2 Zellen als APC verwendet
wurden (Ergebnisse nicht dargestellt). Dies legt die Vermutung nahe, dass die
zusatzliche Expression eines HLA-A2 prasentierten, immundominanten Peptids an der
Position 534 von pp65 das Priming gegen das ebenfalls durch HLA-A2 praesentierte
pp65nLy-Peptids beeintrachtigt.

Zusammengefasst konnte die Position 175 von pp65 als geeignete Insertionsstelle fur
heterologe Peptidantigene identifiziert werden. Demgegenlber war, unerwartet,
Interferenz in der Immunogenitat von immundominanten Peptiden bei Insertion an

Position 534 nachgewiesen worden.

3.1.7 Stimulation einer CD4 T-Zell Antwort nach Imnmunisierung mit recDB

In frlheren Studien an KMT Patienten konnte die zentrale Stellung von CD4 T-Zellen
bei der langerfristigen Etablierung der HCMV-spezifischen CTL Antwort gezeigt werden
(Reusser et al., 1991; Walter et al., 1995). Neben der Induktion einer CD8 T-Zell
Antwort sollte somit ein Impfstoff gegen HCMV, basierend auf recDB, auch die CD4
T-Zell Antwort stimulieren. Native DB induzieren CD4 T-Zell Antworten in
Versuchstieren (Pepperl et al., 2000). In der Konsequenz sollte die Induktion einer CD4
T-Zell Antwort durch recDB verifiziert werden. Dazu wurden Balb/c Mause mit wt-DB
bzw. DB-SB3 intraperitoneal immunisiert. Die Lymphozyten wurden acht Tage nach
der Immunisierung aus den Milzen gewonnen. Die Restimulierung der Zellen mit den
entsprechenden DB erfolgte zeitgleich mit der Kultivierung der Zellen. 24 Stunden nach
Beginn der Restimulierung wurden die Lymphozyten auf die Expression des
Oberflachenmarkers CD62L mittels FACS analysiert (Abbildung 3.12). Eine verringerte

Expression von CD62L dient als Marker fur die Aktivierung von T-Zellen.
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Abbildung 3.12: FACS Analysen der CD4 T-Zell Antwort nach Immunisierung mit
recDB

Balb/c Mause wurden mit den angegeben DB immunisiert. Acht Tage nach der Immunisierung
wurden die Versuchstiere getdtet und die Milzen entnommen. Die Lymphozyten wurden
unmittelbar nach in Kulturnahme mit 20 ug der entsprechenden DB oder, zur Kontrolle, mit PBS
stimuliert. 24 Stunden nach Beginn der Restimulierung wurden die Zellen auf die Expression
des Oberflachenmarkers CD62L mittels FACS analysiert.

Ein signifikanter Anteil an CD4 T-Zellen von Mausen, die mit wt-DB oder DB-SB3
immunisiert wurden, wiesen eine erniedrigte Expression von CD62L auf. Mit diesem
Experiment kann damit bestatigt werden, dass DB-SB3 die CD4 T-Zell Antwort

stimulieren.

3.1.8 Priming von neutralisierenden Antikérpern durch Immunisierung mit
recDB

Aufgrund der Bedeutung von neutralisierenden Antikérpern fir die Pravention einer
HCMV-Infektion und ihrer Rolle beim Schutz gegen HCMV-Ubertragung in der
Schwangerschaft sollten DB-SB3 hinsichtlich der Induktion neutralisierender Antikorper
untersucht werden. Balb/c Mause wurden hierzu mit den entsprechenden DB
intraperitoneal immunisiert. Eine zweite Applikation erfolgte zwei Wochen danach.
Nach weiteren zwei Wochen wurde Blut entnommen und die Seren auf ihren Gehalt an
HCMV-neutralisierenden Antikérpern in einem Mikroneutralisationstest analysiert
(modifiziert nach (Andreoni et al., 1989)) (Abbildung 3.13).
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Abbildung 3.13: Mikroneutralisationstest zur Analyse neutralisierender Antikérper
nach Immunisierung mit recDB

Balb/c Mause wurden zweimal im Abstand von zwei Wochen mit den angegeben DB
immunisiert. Die Seren wurden im Mikroneutralisationstest untersucht. Dabei wurden die Seren
zweier Versuchstiere pro Gruppe vereinigt. Die Neutralisationskapazitat der Seren wurde Uber
die Auszahlung der IE1-positiven Zellen bestimmt. Der Ansatz pro Verdinnungsstufe erfolgte in
Vierfach-Bestimmung.

Die Analysen zeigen, dass Immunisierung mit DB-SB3 deutliche Spiegel
neutralisierender Antikérper gegen HCMV induzierte. Die damit erzielte Antwort war
von der, die nach Immunisierung mit der wt-Kontrolle erzielt wurde, nicht zu

unterscheiden.

3.1.9 SIINFEKL als nicht-virales Modellpeptid

In einem nachsten Schritt sollte der Beweis erbracht werden, dass DB geeignet sind,
Immunantworten gegen Peptide zu induzieren, die natlrlicher Weise nicht im Virus
vorkommen. Hierzu wurde das SIINFEKL Peptid des Ovalbumins (OVA) ausgewahlt.
SIINFEKL ist ein H2-K" restringiertes Peptid, welches vielfach als Modellpeptid in der

immunologischen Forschung eingesetzt wird (Moore et al., 1988; Sigal et al., 1999).

Aufgrund der Erkenntnisse der vorliegenden Arbeit wurden fir die Insertion des
SIINFEKL Peptides die Positionen 175 und 534 des Leserahmens von pp65
ausgewahlt (Abbildung 3.14). Die Insertion des Peptides erfolgte passgenau ohne
zusatzliche AS. Fur die Insertion von SIINFEKL an der Position 175 wurden drei AS
von pp65 an der C-terminalen Insertionsstelle deletiert, da die AS Prolin an dieser
Stelle im Hinblick auf die proteasomale Prozessierung des inserierten Peptides als
problematisch erachtet wurde (Tenzer et al., 2005). Neben SIINFEKL wurden
aullerdem rekombinante Viren hergestellt, die eine loss of function Mutante des

integrierten Peptids exprimierten. In diesen wurde die C-terminale Ankeraminosaure
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Leuzin des SIINFEKL durch Alanin ersetzt (SIINFEKL—SIINFEKA), so dass sowohl
der proteasomale Schnitt als auch die Bindung an das MHC-Klasse | Molekdl
verhindert werden (Simon et al., 2006). Die Modifizierung erfolgte wie in Kapitel 2.6.12
und 3.1.1 beschrieben anhand der galK Methode (Mersseman et al., 2008a;
Mersseman et al., 2008b).

UL82 ULS3 UL84 pHBS
[ I I1 I1 I ]

12.0 kb | Spel
116855 128898

UL82 UL83*  UL84 BAC-SN7, A534
[ I [ T I ]
SIINFEKL
} 12.0 kb | Spel
116855 128898

UL82 UL83*  UL84 BAC-SN8, A534
[ I Nl | T I ]
SIINFEKA
[ 12.0 kb i Spel
116855 128898

UL82  UL83* uL84 BAC-SB7, W175

| 1 11 | W ] ]
SIINFEKL

t 12.0 kb | Spel
116855 128898

UL82  UL83* uUL8s4 BAC-SB8, W175

1 ] 11 | W ] ]
SIINFEKA

12.0 kb { Spel
116855 128898

Abbildung 3.14:  Schematische Darstellung der rekombinanten SIINFEKL- und
SIINFEKA-exprimierenden Viren

Schematische Darstellung der UL83 (pp65) Region im Genom von BAC pHB5 und den
rekombinanten BACs. Dabei sind die Gene fir UL82, UL83 und UL84 als graue Boxen
dargestellt. Die Insertion des SIINFEKL bzw. SIINFEKA Peptides ist in den rekombinanten
BACs als schwarze Box abgebildet. Die Position der Insertion ist hinter den jeweiligen
Bezeichnungen der rekombinanten BACs angegeben. Dabei ist die N-terminale AS von pp65,
die die Insertion flankiert, bezeichnet. Die Modifikation von UL83 in diesen BACs ist durch ein
Sternchen (*) angedeutet. Unter dem Ausgangskonstrukt pHBS sind die Positionen der
Schnittstellen fir die Spaltung mit Spel angegeben. Die Balken zwischen den Schnittstellen
reprasentieren die GroRe der Fragmente, die bei der Restriktionsanalyse erwartet werden.
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3.1.91 Strukturelle Analysen der rekombinanten BACs
Die BAC-Konstukte wurden zunachst auf die korrekte Insertion des SIINFKEL Peptides

mittels Restriktionsanalysen mit dem Enzym Spel analysiert (Abbildung 3.15).
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Abbildung 3.15: Restriktionsanalyse der rekombinanten BACs
BAC-DNAs wurden mit 50 Units des Enzyms Spel verdaut. Ein Restriktionsfragment mit einer

Grole von 12043 bp, welches das Gen fiir pp65 (UL83) enthalt und bei Verdau von BAC pHBS5,
BAC-SB7, BAC-SB8, BAC-SN7 und BAC-SN8 entsteht, ist mit einem roten Punkt
gekennzeichnet. Dieses Fragment fehlt aufgrund der Insertion der galK Kassette bei dem
Verdau von BAC-SB3 galK und BAC-SB6 galK (gelber Punkt). Auf der linken Seite der Gele
sind die molekularen GréRRen des verwendeten peqGOLD DNA-Leiter Mix angegeben.

Bei dem Restriktionsverdau des parentalen BACs pHB5 mit dem Enzym Spel war ein
Fragment mit einer GroRe von 12043 bp zu erkennen. Durch die Insertion des
SIINFEKL bzw. SIINFEKA Peptides in pp65 kommt es zu keiner Veranderung des
Schnittstellenmusters, so dass keine Unterschiede in den entstehenden
FragmentgroRen zu erkennen waren. Im Gegensatz dazu kommt es durch die Insertion
des galK in den pp65 Leserahmen zu einer Anderung der Schnittstellen. Diese fiihrt
dazu, dass bei dem Verdau der beiden BACs BAC-SB6 galK und BAC-SB3 galK das
Fragment mit einer Gréf3e von 12043 bp nicht mehr entsteht. Aufgrund der Spaltung
mit dem Restriktionsenzym Spel konnten einzelne Klone ermittelt werden, die nicht das
erwartete Spaltungsmuster aufwiesen. Diese Klone wurden von den weiteren Analysen

ausgeschlossen.

Die korrekte Insertion des SIINFEKL bzw. SIINFEKA Peptides in pp65 wurde
zusatzlich durch Sequenzierungen der Bereiche der Insertion kontrolliert (Ergebnisse
nicht dargestellt). Alle Analysen zeigten die erwarteten Ergebnisse. Die Rekonstitution
der rekombinanten Viren erfolgte durch Transfektion der BACs in HFF. Dabei wurde

jeweils ein Klon pro Konstrukt verwendet.
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3.1.9.2 Subzellulare Verteilung des pp65-SIINFEKL Fusionsproteins und

Produktion von recDB in infizierten HFF

In einer ersten Analyse der rekombinanten Viren wurden infizierte Zellen mittels IFA
hinsichtlich der subzellularen Verteilung der Fusionsproteine und der Bildung von DB
untersucht (Abbildung 3.16).

RV-SN7-SIINFEKL RV-SN8-SIINFEKA
5 o 4 -
A534 A534
Abbildung 3.16: Indirekte Inmunfluoreszenzanalysen von infizierten HFF

Zellen wurden far vier Tage infiziert und anschlieBend mittels IFA analysiert. Fir die
Uberprifung der zellularen Verteilung von pp65 wurde ein pp65-spezifischer, monoklonaler
Antikorper verwendet. Die Position der Insertion von SIINFEKL bzw. SIINFEKA in pp65 ist unter
den jeweiligen Immunfluoreszenzen angegeben. Dabei ist die N-terminale AS von pp65, die die
Insertion flankiert, bezeichnet.

HFF, die mit den rekombinanten Viren infiziert worden waren, zeigten nach vier Tagen
eine zytoplasmatische Lokalisation von pp65 und Anhaufung von partikularen
Strukturen in diesem Kompartiment. Diese Ergebnisse waren von der wt-Kontrolle nicht
zu unterscheiden. Sie weisen darauf hin, dass die Insertion eines nicht-viralen Peptides
an verschiedene Positionen des pp65 Leserahmens keinen Einfluss auf die Expression

und die Lokalisation des Fusionsproteins wahrend der Infektion hat.
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3.1.9.3 Freisetzung von rekombinanten Dense Bodies

Zur Analyse der Freisetzung viraler Partikel wurden die Kulturiiberstande infizierter
HFF mittels Ultrazentrifugation analysisiert (Irmiere and Gibson, 1983; Talbot and
Almeida, 1977) (Abbildung 3.17).
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Abbildung 3.17:  Auftrennung viraler Partikel mittels Gradienten-Ultrazentrifugation
Banden fur NIEPs (N), Virionen (V) und DB sind durch Pfeile oder Klammern dargestellt.

Partikel aus dem Uberstand aller rekombinanten Viren zeigten ein zur wt-Situation
vergleichbares Bandierungsmuster in Lokalisation und Intensitat. Diese Ergebnisse
zeigen, dass die Freisetzung der recDB nicht durch die Insertion von SIINFEKL bzw.
SIINFEKA inhibiert wird.

3.1.94 Induktion einer SIINFEKL spezifischen CD8 T-Zell Antwort
Zur Untersuchung der Immunogenitat der SIINFEKL-DB wurde die CTL-Antwort nach

Immunisierung mit recDB in einem Tiermodell getestet (Kapitel 3.1.5 und Abbildung
3.18). Hierzu wurden C57/BL6 Mause immunisiert und die CD8 T-Zell Antwort direkt ex

vivo analysiert.
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Abbildung 3.18: IFN-y ELISpot Analysen ex vivo der CD8 T-Zell Antwort nach
Immunisierung mit recDB

C57/BL6 Mause wurden mit den angegebenen DB immunisiert. Acht Tage nach der
Immunisierung wurden die Versuchstiere getétet und die Milzen entnommen. Die CD8" Zellen
wurden aus den Gesamt-Milzzellen immunomagnetisch angereichert. Die Zellen wurden
anschlielend im IFN-y ELISpot als Effektorzellen verwendet. Als APC dienten EL4 Zellen, die
mit dem SIINFEKL Peptid beladen wurden. Die Frequenzen IFN-y-produzierender CTL wurden
mittels linearer Regressionsanalyse mit Hilfe der Statistik-Software Mathematica V6.0.1.0
Statistics “Linear Regression” ermittelt. Die Fehlerbalken geben das 95% Konfidenz-Intervall an.
In der CD8 T-Zell Fraktion von Mausen, die mit den SIINFEKL-DB DB-SB7 und
DB-SN7 immunisiert wurden, konnten SIINFEKL spezifische CD8 T-Zellen
nachgewiesen werden. Ein Vergleich der Frequenzen der beiden Ansatze war jedoch
nicht moéglich, da diese in unterschiedlichen Experimenten ermittelt wurden. Wie
erwartet konnten keine SIINFEKL spezifischen CD8 T-Zellen detektiert werden, wenn

die Mause mit den SIINFEKA-DB DB-SB8 und DB-SN8 immunisiert worden waren.

Zusammengefasst kann durch die Experimente gezeigt werden, dass durch die
Immunisierung von Mausen mit recDB, die das nicht-virale SIINFEKL Peptid

beinhalten, eine CD8 T-Zell Antwort gegen dieses Peptid induziert werden kann.

Somit sind die Stellen 175 und 534 des pp65 fiir die Insertion von Fremdantigenen
geeignet. Die Immunogenitat des Peptides wird durch die Insertion nicht verandert

bzw. beeintrachtigt.
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3.2 Analysen der molekularen Funktion von pp65 wahrend der

Partikelmorphogenese

Das pp65 wird in HCMV-infizierten Zellen in groRer Menge synthetisiert und in Virionen
und DB verpackt. Die Rolle, die pp65 bei der viralen Partikelmorphogenese spielt, ist
jedoch unklar. In der vorliegenden Arbeit sollte diese Rolle naher untersucht werden.
Ziel war es, hieraus Erkenntnisse zur Optimierung der Herstellungsprozedur von DB zu
erhalten. Grundlage hierfir war eine Virusmutante (RV-VM1), bei der bereits im
Rahmen von Vorarbeiten an der Position pp65-Arg387 das auch in dieser Arbeit
verwendetet IE1ryy-Testpeptid inseriert worden war (pp65-VM1) (Mersseman, 2007).
Die Mutante RV-VM1 hatte, unerwartet, eine starke Einschrankung ihrer
Vermehrungsfahigkeit in Zellkultur gezeigt. Da pp65 bekanntermalen fur die virale
Replikation in HFF verzichtbar ist (Schmolke et al., 1995b), lag die Vermutung nahe,
dass pp65-VM1 einen dominant-negativen Einfluss auf die Virusvermehrung ausubte.
Aus dem Studium der Virusmutante RV-VM1 erhofften wir uns daher Aufschlisse, auf
die bislang schlecht definierten Funktionen des abundantesten Tegumentproteins von
HCMYV zu erhalten.

Zur Uberpriifung, dass der veranderte Phanotyp von RV-VM1 im Vergleich zum wt
durch die Insertion des IE1tyy Peptides in pp65 und nicht durch eine andere Mutation
im rekombinanten BAC entsteht, wurde in Vorarbeiten eine RV-VM1 Revertante, RV-
VM4, generiert (Mersseman, 2007).

3.2.1 Expression des pp65-IE1yy Fusionsproteins

Zum Nachweis, dass die Insertion des IE1myy-Peptids an Position pp65 Arg387 keinen
Einfluss auf das Expressionsniveau von pp65 in der Zelle hatte, wurden Western-Blot
Analysen von Gesamtzellextrakten durchgefihrt (Abbildung 3.19). Die Zellen wurden
hierfir mit dem wt RV-HB5 und der Mutante RV-VM1 mit einer moi von zwei infiziert.
Gesamtzellextrakte wurden vier Tage nach Infektion gewonnen und mit dem Odyssey

Immunoblot System analysiert.
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Abbildung 3.19:  Western-Blot Analysen von Gesamtzellextrakten infizierter HFF
HFF wurden mit einer moi von zwei infiziert und fir vier Tage kultiviert. Zellysate wurden

anschlielend im Odyssey Immunoblot System analysiert. Fir den Nachweis von pp65 wurde
ein pp65-spezifischer, monoklonaler Antikorper verwendet. Die Proteinmenge in jeder Spur
wurde auf eine interne Aktin-Kontrolle normiert.

Es zeigte sich, dass die Mengen an wt-pp65 und pp65-VM1 in Zellen, die mit den
entsprechenden Viren infiziert wurden, vergleichbar waren. Dadurch kann verifiziert

werden, dass die Mutation in RV-VM1 die Expression von pp65 nicht beeinflusste.

3.2.2 Virale Replikationskinetiken der rekombinanten Viren RV-VM1 und
RV-VM4

Ein wesentlicher Abschnitt im Lebenszyklus des HCMV st die Initiation der viralen
DNA Replikation. Es sollte daher in einem nachsten Schritt untersucht werden, ob die
eingeschrankte Freisetzung von viralen Partikeln von RV-VM1-infizierten HFF mit
verminderter viraler Replikation korrelierte. Dies hatte eine Rolle von pp65 in dieser
Phase der Virusvermehrung nahegelegt. HFF wurden mit wt-HCMV, RV-VM1 oder der
Revertante RV-VM4 infiziert (Abbildung 3.20). Um vergleichbare
Ausgangsbedingungen flr die quantitative Messung der viralen DNA-Replikation
sicherzustellen, wurden die Zellen mit einer gleichen Anzahl an Genomen (vier
Genome pro Zelle, gemessen nach sechstindiger Infektion) infiziert. Aus den
infizierten Zellen wurde in 24-stiindigen Intervallen DNA isoliert. Die Mengen an viraler

DNA wurden mittels quantitative TagMan™ PCR bestimmt.
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Abbildung 3.20: Taq-ManT"'I PCR Analyse der viralen DNA-Replikation von RV-HBS5,
RV-VM1 und RV-VM4

HFF wurden mit vier Genomen pro Zelle mit den angegebenen Viren infiziert. Zur
Quantifizierung der viralen DNA pro Zelle wurden die infizierten Zellen zu den angegebenen
Zeitpunkten nach der Infektion geerntet, auf eine Zellzahl von 1x10° aliquotiert und bis zur
Analyse eingefroren. Anschlieflend wurde die DNA isoliert und die Konzentration viraler DNA
mittels TagMan™ PCR Analyse bestimmt.

In diesen Analysen fanden sich keine Unterschiede zwischen den verschiedenen
Viren. Diese Ergebnisse zeigen, dass die virale Replikation in Zellen, die mit RV-VM1
infiziert wurden, nicht beeintrachtigt ist. Daraus lasst sich die Vermutung ableiten, dass

pp65 fur die Ablaufe in nachfolgenden Phasen des viralen Lebenszyklus wichtig ist.

3.23 Zellulare Verteilung des pp65-IE1yy Fusionsproteins in RV-VM1
infizierten HFF

Ein wichtiges Merkmal der spaten Zeitpunkte einer HCMV Infektion in HFF ist die
Translokation von pp65 vom Zellkern in das Zytoplasma (Mersseman et al., 2008a;
Schmolke et al., 1995a). Diese zellulare Verteilung von pp65 Uberschneidet sich mit
der Formation von zytoplasmatischen Assembly Sites (Sanchez et al., 2000a;
Sanchez et al., 2000b). In diesen Strukturen laufen nach derzeitiger Auffassung
wichtige Prozesse der viralen Genexpression und der Partikelreifung ab. Auch das
pp65 findet sich zu spaten Replikationsphasen in der Nahe dieser Region. Um zu
prufen, ob dieser Phanotyp bei pp65-VM1 erhalten war, wurden IFA von RV-VM1
infizierten HFF durchgefihrt (Abbildung 3.21).
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Abbildung 3.21: Indirekte Immunfluoreszenzanalysen von infizierten HFF
HFF wurden fur ein bis vier Tage infiziert und zu den angegebenen Zeitpunkten mittels IFA

analysiert. Zur Uberpriifung der zelluldren Verteilung von pp65 wurde ein pp65-spezifischer,
monoklonaler Antikérper verwendet.

Die Analysen zeigten den Uberraschenden Befund, dass pp65-VM1 in infizierten Zellen
seine Fahigkeit zur zytoplamatischen Anhaufung, im Vergleich zu wt-pp65, verloren
hatte. In RV-VM1 infizierten HFF fand sich pp65-VM1 ausschlieBlich im Zellkern.
Demgegentiber fanden sich in wt-HCMV- und RV-VM4-infizierten Zellen die typischen
nukleozytoplamatischen Verteilungsmuster des pp65 im Verlauf der Infektion. Diese
Ergebnisse zeigen, dass die phanotypischen Veranderungen von RV-VM1 mit einem

gestoérten Wanderverhalten des pp65-VM1 in infizierten HFF korreliert.

3.24 Zellulare Verteilung von viralen Proteinen in RV-VM1 infizierten HFF

Im Verlauf der Vermehrung des HCMV kommt es zu vielfaltigen Wechselwirkungen
zwischen viralen Proteinen. Diese Prozesse werden als entscheidend fir den
geregelten Ablauf der Virusinfektion angesehen. Es wird angenommen, dass pp65 an
diesen Vorgangen in herausragender Weise beteiligt ist, ohne dass jedoch
Erkenntnisse Uber die funktionelle Bedeutung des Tegumentproteins vorlagen. So

interagiert das pp65 beispielsweise mit dem viralen RNA-Exportprotein pUL69
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(Chevillotte et al., 2009) und ist, wie erwahnt, mit zytoplasmatischen Assembly Sites
assoziiert (Sanchez et al, 2000a). Zur Uberpriifung, ob die Verdnderung in der
subzelluldaren Verteilung von pp65-VM1 einen Einfluss auf die Lokalisation von
anderen, viralen Proteinen hat, wurden Zellen, die mit RV-VM1 infiziert wurden,
vier Tage nach der Infektion mittels IFA und konfokaler Mikroskopie analysiert
(Abbildungen 3.22 und 3.23). Als Kontrolle der Lokalisation der viralen Proteine in der
infizierten Zelle wurden die Zellen zusatzlich mit dem pp65-negativen Stamm RV-Hd65
infiziert. In einem ersten Ansatz wurde geprift, ob die Lokalisation weiterer, viraler
Tegumentproteine in RV-VM1 infizierten Zellen verandert war. Hierzu wurde eine
konventionelle IFA durchgefiihrt (Abbildung 3.22). Es zeigten sich in diesem Ansatz
jedoch keine Unterschiede in der Lokalisation der fir diese Analyse ausgewahlten

Proteine pp150, pp71 und pp28 zwischen den verschiedenen Virusstammen.

RV-HB5 RV-Hd65

a—pp71 o-pp150

o—pp28

Abbildung 3.22: Indirekte Immunfluoreszenzanalysen von infizierten HFF

Zellen wurden fir vier Tage infiziert und mittels IFA analysiert. Zur Uberpriifung der zellularen
Lokalisation der viralen Proteine wurden spezifische, monoklonale Antikérper gegen die viralen
Tegumentproteinen pp150, pp71 und pp28 verwendet.



3 Ergebnisse 103

Im zweiten Schritt wurde die subzellulare Verteilung des pULG9, eines bekannten
Interaktionspartners von pp65 und des Hauptkapsidproteins MCP mit Phasenkontrast-
und konfokaler Mikrokopie untersucht (Abbildung 3.23).

RV-HB5 RV-VM1 RV-Hd65

5 LY 5 =

Phase

o—pp65

o—MCP

o—UL69

Abbildung 3.23: Phasenkontrastmikroskopie und konfokale Mikroskopie von
infizierten HFF

Zellen wurden fir vier Tage infiziert. Zur Uberpriifung der zelluldren Verteilung der viralen
Proteine wurden spezifische, monoklonale Antikdrper gegen das Hauptkapsidprotein (MCP)
und das RNA-Exportprotein (pUL69) verwendet. (Phasenkontrastaufnahmen (Phase))

Im Phasenkontrastbild fanden sich in RV-HB5 oder RV-Hd65 infizierten Zellen die fur
HCMV typischen retikular-nuklearen Einschlusskorperchen (nuclear inclusion bodies,
NIBs) (Gilloteaux and Nassiri, 2000; Maeda et al., 1979), die als Stellen fur die virale

Replikation, Transkription und Kapsid-Morphogenese angesehen werden. In RV-VM1
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infizierten Zellen fanden sich hingegen anstelle der NIBs grof3e globulare Strukturen
(large globular structures, LGS), die den gesamten Kern der infizierten Zelle ausfillten.
Interessanterweise wurden diese LGS sowohl mit dem pUL69-spezifischen als auch
mit dem MCP-spezifischen Antiképer ringférmig angefarbt. Auch mit dem pp65-
spezifischen Antikérper fand sich eine periphere Anfarbung der LGS, gleichzeitig aber
auch die bereits bekannte Anfarbung der inneren Kernmembran (Sanchez et al., 1998).
Zusammengefasst konnte durch diese Analysen gezeigt werden, dass die Infektion von
Zellen mit RV-VM1 zur Auflésung von NIBs, zur Bildung von LGS und zu einer
Akkumulation von pp65, pUL69 und MCP in diesen Strukturen flhrt.

3.25 Wechselwirkung von pp65 mit der viralen Kinase pUL97

Ein bekannter Interaktionspartner des pp65 ist die virale Kinase pUL97 (Chevillotte et
al., 2009; Cui et al., 2009; Kamil and Coen, 2007). Dieses Protein ist ein
Schlisselenzym im Lebenszyklus des HCMV und, in der Konsequenz, eine wichtige
Zielstruktur neuerer, antiviraler Medikamente (Hamirally et al., 2009; Krosky et al.,
2003; Marschall et al., 2005; Milbradt et al., 2010; Wolf et al., 2001). Es lag nahe
anzunehmen, dass der Phanotyp des RV-VM1 durch eine funktionelle

Beeintrachtigung dieses Enzyms begrundet ist.

In einem ersten Schritt wurde daher geprift, ob es moglich ist, durch die Hemmung der
Kinasefunktion des pUL97 in wt-HCMV infizierten Zellen die nukleare Retention des
pp65 in RV-VM1 zu reproduzieren. Zur Hemmung von pUL97 wurde zunachst das
Carbazol G66976 eingesetzt (Marschall et al., 2001; Marschall et al., 2002). Da diese
Substanz bekannter MalRen auch zellulare Kinasen in ihrer Funktion beeintrachtigt,
wurde zur Kontrolle der chemisch verwandte Inhibitor G67874 mitgefuhrt, der pUL97
nicht hemmt. Die infizierten Zellen wurden vier Tage nach der Infektion mittels IFA
analysiert (Abbildung 3.24 A).
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A B
RV-HB5 RV-HB5 RV-HB5 RV-HB5 RV-HB5
w/o Inhibitor mit G66976 mit Go7874 w/o Inhibitor mit Ax7396

RV-VM1 RV-VM1 RV-VM1 RV-VM1 RV-VM1
w/o Inhibitor mit G66976 mit G67874 w/o Inhibitor mit Ax7396
Abbildung 3.24: Indirekte Immunfluoreszenzanalysen von infizierten HFF nach Zugabe

verschiedener Inhibitoren
Zellen wurden flr vier Tage infiziert und anschlieBend mittels IFA analysiert. Die Inhibitoren

G066976, G67874 (A) oder Ax7396 (B) wurden in einer Konzentration von 1 uM zu bestimmten
Ansatzen wahrend der Infektion gegeben. Zu den anderen Ansatzen (without [w/o] Inhibitor)
wurde die entsprechende Menge DMSO zugefiigt. Zur Uberprifung der zellularen Verteilung
von pp65 wurde ein spezifischer, monoklonaler Antikérper verwendet.

In der Tat flhrte, wie vermutet, die Hemmung von pUL97 in wi-HCMV infizierten Zellen
zu einer vollstandigen Retention von pp65. Dieser Effekt war pUL97 spezifisch, da
G67874 diese Effekte nicht zeigte. Die zur Kontrolle mitgeflihrten, RV-VM1 infizierten
Zellen, zeigten mit und ohne Zugabe der Inhibitoren das gleiche, nukleare pp65-

Verteilungsmuster.

Zur Bestatigung dieser Ergebnisse wurde pUL97 zusatzlich durch das Quiazolin
Ax7396 gehemmt (Herget et al., 2004). Auch in diesen Ansatzen fiuhrte die Inhibition
von pUL97 zur nuklearen Retention von pp65 in der wt-infizierten Zelle. Dieser Effekt
war bei diesen Ansatzen jedoch nur unvollstandig, was auf eine eingeschrankte
Hemmung von pUL97 durch diese Substanz hindeutet. Diese Ergebnisse zeigen, dass
pUL97 an der zytoplasmatischen Translokation von pp65 zu spaten Zeitpunkten einer
HCMV Infektion beteiligt ist. Die Untersuchungen weisen auferdem darauf hin, dass
die Wechselwirkung von pUL97 mit pp65 in Bezug auf die zytoplasmatische
Translokation des Tegumentproteins in RV-VM1 infizierten Zellen funktionell

beeintrachtigt ist.
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3.2.51 Wachstumskinetiken von infizierten HFF

In einem nachsten Schritt sollte die Hypothese gepriift werden, ob die Interaktion von
pUL97 mit pp65-VM1 die Funktion der Kinase beeintrachtigt. Sollte dies der Fall sein,
sollte RV-VM1 gegeniber der Hemmung der pUL97-Kinase resistent sein. Zur
Bestatigung dieser Vermutung wurden Zellen mit dem wt RV-HB5 oder der Mutante
RV-VM1 mit und ohne Zugabe des pUL97 Inhibitors G66976 infiziert. Fir die folgenden
sechs Tage nach der Infektion wurden taglich Proben der Zellkulturiberstande
entnommen. Hieraus wurde DNA isoliert und die virale DNA mittels TagMan™ PCR
quantifiziert (Abbildung 3.25).
A B

10 _a RV-HB5/DMSO 10" _,_ RV-HB5/DMSO
-=- RV-HB5/G56976 -=- RV-HB5/G67874

Genome/ ml
Genome/ ml

Tage p.i. Tage p.i.
C D
10°1  _ RV-VM1/DMSO 10", RVVM1/DMSO
“x - RV-VMA1/GB6976 -x+ RV.VM1/G67874

Genome/ ml
Genome/ ml

Tage p.i. Tage p.i.

Abbildung 3.25: Virusfreisetzung von infizierten HFF nach Zugabe verschiedener
Inhibitoren

Quantitative TaqManT'\’I PCR Analysen der viralen Genome, die in den Zellkulturiberstand von
infizierten Zellen freigesetzt werden. Zellen wurden mit RV-HB5 (A, B) oder RV-VM1 (C, D)
unter Zugabe von 1 yM des Inhibitors G66976 (A, C) oder des Inhibitors G67874 (B, D) mit
zehn Genomen pro Zelle infiziert. Zellkulturiberstdnde wurden zu den angegebenen
Zeitpunkten entnommen und eingefroren. Die virale DNA wurde anschlieBend aus den
Zellkulturuberstanden isoliert.

Die Resultate zeigten, dass sich die Virusfreisetzung aus RV-VM1-infizierten Zellen
durch die pUL97-Hemmung kaum gegenlber der Kontrolle verdnderte.
Erwartungsgemal wurde der parentale RV-HB5 durch G66976 signifikant gehemmt,
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nicht jedoch durch die Kontrolle G67874. Diese Ergebnisse deuten in der Tat darauf

hin, dass RV-VM1 gegenuber pUL97-Hemmung resistent ist.

Zur Bestatigung wurde die mittlere inhibitorische Konzentration (50% inhibitory
concentration, 1Csy) des Inhibitors G66976 fur das Wachstum von RV-HB5 und
RV-VM1 in HFF bestimmt. Dazu wurden verschiedene Konzentrationen von G66976
zum Zeitpunkt der Infektion zu dem Kulturmedium gegeben. Der Gehalt an viraler
DNA, die finf Tage nach der Infektion in den Zellkulturiberstand freigesetzt wurde,
wurde mittels quantitativer TagMan™ PCR bestimmt. Der Mittelwert zweier
unabhangiger Untersuchungen ergab einen ICs, von 74,5 + 44,9 nM fir RV-VM1 und
einen ICs von 3,1 = 1,5nM fir RV-HB5. Somit ist RV-HB5 24fach sensitiver
gegenuber dem Inhibitor G66976 als RV-VM1. Der ermittelte 1Csy Wert fir RV-HB5
stimmt mit publizierten Daten Uberein (Marschall et al., 2002). Dies ist erwahnenswert,

da diese Arbeiten mit einer anderen Methode durchgefiihrt wurden.

Zusammengefasst verifizieren diese Ergebnisse die Resistenz von RV-VM1 gegentiber

Inhibitoren der viralen Kinase pUL97.

3.2.6 Analyse einer direkten pUL97 Hemmung durch pp65-VM1

Die bis dato erhaltenen Ergebnisse deuteten darauf hin, dass pp65-VM1 pUL97
hemmt. Unklar war hierbei, ob das Fusionsprotein hierfiir hinreichend war, oder ob
indirekte Effekte in der infizierten Zelle dabei eine Rolle spielten. Um sich dieser Frage
zu nahern, wurde ein von Prichard und Kollegen vorgestellter, experimenteller Ansatz
gewahlt (Prichard et al,, 2005). Diese Autoren konnten zeigen, dass eine mit GFP
fusionierte Version von pp65 nach transienter Expression nukleare Aggregate bildet,
die durch Kotransfektion mit einem pUL97-Expressionsplasmid aufgeldst werden.
Unsere Vorstellung war es, dass, sollte pUL97 direkt durch pp65-VM1 gehemmt
werden, die Auflésung der nuklearen pp65-Aggregate gehemmt werden sollte. Daher
wurde ein Plamid kloniert, welches ein GFP getagtes pp65-VM1 Fusionsprotein
exprimierte. Dieses Plasmid wurde mit einem pUL97 Expressionsplasmid kotransfiziert
(Abbildung 3.26). Die transfizierten Zellen wurden mittels direkter und indirekter

Immunfluoreszenz analysiert.
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pp65-GFP pp65-GFP pcDNA3 UL97 FLAG

‘;

pp65-VM1-GFP pp65-VM1-GFP Jll pcDNA3 UL97 FLAG

Abbildung 3.26: Immunfluoreszenzanalysen von kotransfizierten 293T Zellen
293T Zellen wurden mit einem pUL97-FLAG Expressionsplasmid und einem GFP getagtem

pp65 bzw. pp65-VM1 Expressionsplasmid kotransfiziert. Der Nachweis der Proteine erfolgte
Uber den GFP-Fusionsanteil (pp65, griin) bzw. tUber die Verwendung eines FLAG-spezifischen,
monoklonalen Antikdrpers (rot).

Erwartungsgemal fihrte die Transfektion der pp65-GFP- bzw. pp65-VM1-GFP
Expressionsplasmide zur Bildung nuklearer Aggregate. Nach Kotransfektion eines
UL97 FLAG Expressionsplasmids verschwanden diese Aggregate sowohl aus
pp65-GFP- als auch aus pp65-VM1-GFP transfizierten Zellen. Das pUL97 genauso wie
pp65-GFP oder pp65-VM1-GFP zeigten nun eine gleichmaRig nukleare Verteilung.
Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass pp65-VM1 die Kinaseaktivitat von pUL97
nicht direkt beeinflusst, sondern Uber Interaktion mit anderen viralen oder zellularen

Proteinen in der infizierten Zelle Einfluss auf pUL97 nimmt.

3.2.7 Koimmunpraézipitation von viralen und zelluldaren Proteinen mit pp65
3.2.71 Koimmunprazipitation in Kombination mit einem in vitro Kinase
Assay

RV-VM1 infizierte Zellen zeigten Kolokalisation von pp65-VM1 und pUL6E9 in nuklearen
LGS. Sowohl pp65 als auch pUL69 interagieren mit pUL97 (Chevillotte et al., 2009;
Thomas et al., 2009). pUL69 wird Uberdies von pUL97 phosphoryliert. Es lag nahe
anzunehmen, dass es in der infizierten Zelle zur Bildung eines Komplexes kommt, der
diese drei Proteine enthalt. Um sich dieser Frage zu nahern, wurde ein
Koimmunprazipitations-Experiment in Kombination mit einem IVKA mit Lysaten
infizierter Zellen durchgefihrt. Hierzu wurden HFF mit wt-HCMV und verschiedenen
Mutanten mit einer moi von 0,25 infiziert (Marschall et al., 2001) (Abbildung 3.27). Bei
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einzelnen Ansatzen erfolgte die Zugabe von 2 uM der Kinaseinhibitoren. Die Zellen

wurden finf Tage nach der Infektion lysiert. Fur die Prazipitation wurde ein pUL97-

oder ein pp65-spezifischer Antikdrper verwendet.
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Abbildung 3.27:  In vitro Kinase Assay von infizierten HFF

Gesamtzelllysate von HCMV-infizierten HFF wurden mittels einer Kombination aus
Koimmunprazipitation und anschlieRender IVKA analysiert. HFF wurden mit einer moi von 0,25
infiziert und fur finf Tage kultiviert. Kinaseinhibitoren wurden 15 Stunden vor der Gewinnung
der Zellen zu den RV-HBS infizierten HFF gegeben (Spur 11 und 12). Die Zellen wurden lysiert
und anschliellend mittels Koimmunprazipitation analysiert. Fir die Prazipitation wurde ein
pUL97- oder ein pp65-spezifischer Antikdrper verwendet. (A) Die prazipitierten Proteinkomplexe
wurden fir eine pUL97-spezifische IVKA verwendet. Die phosphorylierten Proben wurden
mittels SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieRend mittels Autoradiographie ausgewertet. Die
Phosphorylierungssignale sind auf der rechten Seite des Gels mit Pfeilen und Klammern
angegeben. Zusatzliche schwache Banden reprasentieren die nur geringen Mengen an
pUL44 (*) und p32 (#), die koprazipitiert werden konnten. Als Standardsubstrat von pUL97
wurde ein Histongemisch (Histone H1-H4) zum Versuchsansatz zugegeben. (B) Zur Kontrolle
der Koimmunprazipitation wurden die Zelllysate mittels Western-Blot untersucht
(Prazipitationskontrolle). Fur die Detektion der Proteine wurden monoklonale UL97-Antikorper,
monoklonale Antikérper 28-77 (Detektion von pp65) und monoklonale ULG9-Antikdrper
verwendet. (C) Zur Kontrolle der Expression der Proteine in der infizierten Zelle wurden die
Gesamtzelllysate mittels Western Blot analysiert (Expressionskontrolle). Die Zellen wurden vor
der Zugabe der Préazipitationsantikbrper gewonnen. Die Proteinmenge in jeder Spur wurde
durch die interne Aktin-Kontrolle normiert.

Mit dem pUL97-spezifischen Antikorper konnte in allen Ansatzen, die mit den
Zelllysaten von RV-HB5, RV-VM1, RV-VM4 und RV-Hd65 infizierten HFF durchgefihrt
wurden, wie erwartet pUL97 prazipitiert werden (Abbildung 3.27 B). Wurden die Zellen
mit RV-HB5, RV-VM1 und RV-VM4 infiziert, konnte pp65 und pULG9 koprazipitiert
werden. Jedoch war die Konzentration an pUL69 im Vergleich zu pp65 deutlich

geringer.

Mit dem pp65-spezifischen Antiképer konnten sowohl pUL97 als auch pULG9
koprazipitiert werden. Dabei fiel auf, dass aus Lysaten RV-VM1-infizierter Zellen
deutlich mehr pULG9 prazipitierbar war, als aus Zellen, die mit RV-HB5 infiziert worden
waren. In den zur Kontrolle durchgeflihrten Immunoblots der infizierten Zellen vor
Prazipitation (Abbildung 3.27, C) fand sich in RV-VM1 infizierten Zellen deutlich mehr
pULG9 als in allen anderen Ansatzen. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass pp65
in der Tat mit pUL69 und pUL97 in einem Komplex in der Zelle vorliegt und dass
pUL69 in RV-VM1 infizierten Zellen in groferer Menge vorkommt als in Zellen, die

wt-pp65 oder kein pp65 exprimieren.

Zur Analyse, ob Komponenten des prazipitieten Komplexes durch pUL97
phosphoryliert wurden, wurde ein IVKA durchgefihrt. Erwartungsgemaf konnte sowohl
nach Fallung mit dem pUL97-spezifischen Antikdper als auch mit dem pp65-
spezifischen Antikérper Phosphorylierung des pUL69 nachgewiesen werden. In
RV-VM1 infizierten Zellen fand sich dabei ein deutlich starkeres Signal, was durch die
verstarkte Expression des Proteins in diesen Zellen erklarbar war (Abbildung 3.27, A).

In dahnlicher Weise konnte in allen Ansatzen mit Ausnahme von Zellen, die mit dem
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pp65-negativen Stamm RV-Hd65 infiziert worden waren, eine deutliche
Phosphorylierung von pp65 nachgewiesen werden. Die Phosphorylierung von pp65
und pUL69 konnte durch Inhibition von pUL97 aufgehoben werden und war somit klar

der Aktivitat der viralen Kinase zu zuschreiben.

Als Kontrollsubstrate wurden zellulare Histone (Histone H1-H4) zu den verschiedenen
Ansatzen gegeben. Dabei konnte bei allen Ansatzen ein konstantes
Phosphorylierungssignal detektiert werden (Abbildung 3.27 A, Spur 3-10, 13-14). In der
Negativkontrolle nach Infektion mit einer pUL97 Deletionsmutante (HCMVAUL97) war
die Histonphosphorylierung deutlich eingeschrankt (Spur 2). Die Autophosphorylierung
von pUL97 konnte ebenso in allen Ansatzen nachgewiesen werden. Dabei konnten
keine Unterschiede in der Intensitat detektiert werden. Diese Ergebnisse weisen darauf
hin, dass die Funktion der viralen Kinase in dem prazipitierten Komplex nicht
beeintrachtig ist. Durch die Zugabe des Inhibitors G66976 konnte sowohl die
Autophoshorylierung als auch die Substratphosphorylierung von den Histonen H1-H4

fast vollstandig blockiert werden (Spur 11).

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse erstmalig, dass pp65 ein Substrat von pUL97
darstellt. Durch die Kombination der Koimmunprazipitation und der IVKA konnte eine
direkte in vitro Phosphorylierung von wt-pp65, pp65-VM1 und pp65-VM4
nachgewiesen werden. Dabei traten keine Unterschiede in der Intensitat der
Phosphorylierung auf. Dies weist darauf hin, dass die Insertion von IE1ryy in pp65
keinen direkten Einfluss auf die Phosphorylierung von pp65 durch pUL97 ausubt.
Jedoch kann durch diese Experimente nicht belegt werden, dass wt-pp65 und pp65-

VM1 an derselben Position phosphoryliert werden.

Phosphorylierung des viralen Polymerase-Prozessivitatsfaktors pUL44 (Marschall et
al., 2003) und des zellularen p32 (Marschall et al., 2005) durch pUL97, die hier zur
Kontrolle mit analysiert wurde, konnte bestatigt werden, wobei in diesen Fallen in
unseren Handen die Nachweisgrenze erreicht wurde. Interessanterweise konnte
durchgangig eine vermehrte Expression des zellularen p32 in der HCMV-infizierten
Zelle detektiert werden (Abbildung 3.27 C, [Spur 3-14], vergleiche mock-infizierten
Zellen [Spur 1] und HCMVAUL97 infizierte Zellen [Spur 2]). Die verstarkte Expression
von p32 konnte auch in RV-VM1 infizierten Zellen beobachtet werden (Spur 3-4, 13).

Durch diese Ergebnisse wurde somit gezeigt: (i) pp65, pULE9 und pUL97 kommen in
der infizierten Zelle in einem oder mehreren Proteinkomplexen gemeinsam vor. Der

Anteil an diesen Proteinkomplexen ist in RV-VM1 infizierten Zellen deutlich verstarkt.
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(i) Sowohl pp65-VM1 und wt-pp65, als auch pUL69 werden in Koprazipitaten von
infizierten Zellen durch die virale Kinase pUL97 phosphoryliert. (iii) Das steady state
Level an pULB9 ist in Zellen, die mit RV-VM1 infiziert wurden, im Vergleich zu wt-

infizierten Zellen deutlich erhoht.

3.2.7.2 Identifikation von viralen Interaktionspartnern des pp65

Die Aufklarung der Funktionen des pp65 wurde bislang durch die fehlende,
phanotypische Veranderung von pp65-negativen Stammen des HCMV behindert
(Schmolke et al., 1995b). Aktuelle Erkenntnisse zur Molekularbiologie verwandter
Herpesviren deuten darauf hin, dass eine loss-of-function nach Mutation oder Deletion
einzelner Schllsselproteine dieser Viren durch eine compensation-of-function durch
andere, virale Proteine ausgeglichen werden kann. Dies macht funktionelle Analysen
schwierig. Der dominant-negative Phanotyp von RV-VM1 ermdglichte die
vergleichende, funktionelle Untersuchung. Hypothese war es, dass aus der
vergleichenden Analyse der Proteinzusammensetzung von intrazellularen Komplexen,
die wt-pp65 oder pp65-VM1 enthalten, Hinweise auf die Funktion des
Tegumentproteins erhalten werden. In einem ersten Schritt sollten daher weitere
Komponenten der in der IVKA nachgewiesenen Komplexe definiert werden. Hierzu
wurden Koimmunprazipitationen von Zelllysaten infizierter Zellen durchgefihrt. Die
prazipitierten Proteinkomplexe wurden anschlieRend massenspektrometisch analysiert
(Abbildung 3.28 und 3.29). Zur Kontrolle der Prazipitation der Proteinkomplexe wurden
diese zunachst mittels Coomassie-Farbung analysiert (Ergebnisse nicht dargestellt).
Die Zellen wurden mit einer moi von eins infiziert und flr vier Tage kultiviert. Fir die

Koimmunprazipitation wurde ein pp65-spezifischer monoklonaler Antikorper verwendet.
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Abbildung 3.28: Massenspektrometische Analysen der koprazipitierten, viralen
Proteine

Zellen wurden mit einer moi von eins infiziert. Die Zelllysate wurden vier Tage nach der
Infektion gewonnen. Fir die Prazipitation wurde ein pp65-spezifischer, monoklonaler Antikérper
verwendet. Die prazipitierten Proteinkomplexe wurden anschlieBend massenspektrometisch
analysiert. Fur die Auswertung wurden nur Proteine mit einbezogen, die in mindestens zwei
Durchldufen der Dreifachbestimmung nachgewiesen werden konnten. Proteine, die mit
pp65-VM1 in verminderter Konzentration koprazipitiert werden konnten, sind in Abbildung A
dargestellt. In Abbildung B sind die Proteine, die bei RV-VM1 verstarkt prazipitiert wurden,
angegeben.

Die massenspektrometischen Analysen der prazipitierten Proteinkomplexe zeigte
Uberraschender Weise eine Anhaufung von viralen Proteinen, die fir die DNA-
Replikation von HCMV essentiell sind (pUL44, pUL112/113, pUL84, IE2 und pUL57).
Ebenso Uberraschend war, dass sich diese Proteine bevorzugt aus Zellen prazipitieren
lieRen, die mit wt-HCMV oder der Revertante RV-VM4 infiziert worden waren. Dies
deutete darauf hin, dass wt-pp65 zum untersuchten Zeitpunkt (vier Tage p.i.) zur
viralen DNA rekrutiert wurde. Aus RV-VM1 infizierten Zellen konnten die erwahnten
Proteine zwar ebenso prazipitiert werden, hier jedoch, mit Ausnahme von pUL57, in

deutlich geringerer Menge.

Erwartungsgemal konnte aus RV-VM1 infizierten Zellen pULG9 in deutlich grofierer
Menge prazipitiert werden als aus RV-HB5 oder RV-VM4 infizierten Zellen.
Bemerkenswert erschien schlieBlich, dass auch pUL25 in deutlichen Mengen in
Prazipitaten aus allen drei Ansatzen nachweisbar war. Dieses Protein ist nach pp65
der zweithaufigste Bestandteil von DB (Varnum et al., 2004). Zusammengefasst lasst
sich aus diesen Untersuchungen schlief’en, dass wt-pp65 in spateren Phasen der
HCMV-Vermehrung zu den Orten der DNA-Replikation rekrutiert wird. Da wir aus den
bislang vorliegenden Erkenntnissen keinen Anhalt auf einen Einfluss des

Tegumentproteins auf die DNA-Replikation per se haben, ergibt sich die Hypothese,
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dass es an Prozessen beteiligt ist, die unmittelbar nach Vermehrung des viralen
Genoms ablaufen. Das pp65-VM1 scheint in dieser Funktion gestort zu sein, was mit
einer Verdrangung replikativer Proteine aus dem Komplex und einer Anhaufung des
RNA-Exportproteins pUL6E9 einhergeht.

3.2.7.3 Identifikation von zelluldren Interaktionspartnern des pp65

In einem nachsten Analyseschritt erfolgte die Auswertung der
massenspektrometrischen Daten hinsichtlich der Nachweisbarkeit zellularer Proteine in
den mit pp65-Antikérpern prazipitierten Komplexen. In den Komplexen, die wt-pp65
enthielten, fanden sich die Histone H2A und H2B, H3 und H4, sowie Tubulin,
Nukleolin, Nukleophosmin und hnRNP U. Uberraschend war, dass auch diese
zellularen Proteine in pp65-VM1 Komplexen entweder Uberhaupt nicht nachweisbar

waren oder in deutlich niedrigeren Mengen vorkamen als in Komplexen mit wt-pp65.
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Abbildung 3.29: Massenspektrometische Analysen der koprazipitierten, zelluldren
Proteine

Zellen wurden mit einer moi von eins infiziert. Die Zelllysate wurden vier Tage nach der
Infektion gewonnen. Fir die Prazipitation wurde ein pp65-spezifischer, monoklonaler Antikorper
verwendet. Die prazipitierten Proteinkomplexe wurden massenspektrometisch analysiert. Fur
die Auswertung wurden nur Proteine mit einbezogen, die in mindestens zwei Durchldufen der
Dreifachbestimmung nachgewiesen werden konnten. In Abildung A ist der Vergleich der
Proteinkonzentration der verschiedenen Histone in den Komplexen angegeben, in Abbildung B
der Gehalt an Tubulin, Nukleolin, Nukleophosmin und hnRNP U.

Die Histone dienen in der Zelle der Verpackung der DNA. Im Gegensatz dazu besitzt
Nukleolin eine Funktion bei der Synthese und der Reifung von Ribosomen.
Nukleophosmin spielt eine Rolle bei der Zusammenlagerung und dem Transport von
Ribosomen. Das Protein hnRNP U gehort zur Familie der Heterogenenen nuklearen
Ribonukleoproteinen (hnRNP). Diese Familie besteht aus RNA bindenden Proteinen,

die die Prozessierung von pre-mRNA beeinflussen und andere Aspekte des mRNA
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Metabolismus und Transportes. Somit konnten neben Histonen vorwiegend solche
zellularen Proteine als Interaktionspartner des wt-pp65 identifiziert werden, die in den
Metabolismus und den Transport von RNA eingreifen. Wird statt wt-pp65 pp65-VM1 in
der infizierten Zelle exprimiert, scheinen diese Proteine, moglicher Weise durch pULG9,

aus diesem Komplex verdrangt zu werden.

3.2.74 Assoziation viraler DNA mit pp65-haltigen Komplexen

Die massenspektrometrischen Analysen hatten gezeigt, dass pp65 mit zellularen
Histonen in einem oder mehreren Komplexen in der infizierten Zelle vorkommt. Histone
spielen eine wichtige Rolle bei der Verpackung zellularer und viraler DNA. Es lag die
Vermutung nahe, dass pp65 zu Orten in der Zelle rekrutiert wird, in denen virale DNA
angehauft wird. Es sollte daher geprift werden, ob sich in den Prazipitaten aus
infizierten Zellen virale DNA nachweisen liel3. Die Hypothese war, dass die verminderte
Bindung von Histonen an den pp65-VM1 Komplex mit deutlich reduzierten Mengen des
viralen Genoms Kkorreliert. Bei einer zufalligen Assoziation viraler Genome mit
prazipitierten Komplexen sollte sich demgegeniber kein wesentlicher Unterschied

zeigen.

Der Gehalt viraler DNA in wt-pp65- und pp65-VM1-haltigen Komplexen wurde mittels
quantitativer TagMan™ PCR analysiert (Abbildung 3.30). Die Zellen wurden hierzu mit
einer moi von eins infiziert. Zelllysate wurden vier Tage nach der Infektion gewonnen.

Fur die Prazipitation wurde ein pp65-spezifischer, monoklonaler Antikbrper verwendet.
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Abbildung 3.30: Untersuchung des Gehaltes an viraler DNA in den prazipitierten
Proteinkomplexen

Quantitative TaqManT'\’I PCR Analysen der viralen Genome, die in den prazipitierten
Proteinkomplexen enthalten sind. Zellen wurden mit einer moi von eins infiziert. Vier Tage nach
der Infektion wurden die Zelllysate gewonnen. Fir die Prazipitation wurde ein pp65-
spezifischer, monoklonaler Antikorper verwendet. Die DNA wurde anschlieBend aus den
Proteinkomplexen isoliert.
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Die Analysen zeigten in der Tat, dass virale DNA in wt-pp65-haltigen Komplexen
enthalten war und dass der Gehalt an viraler DNA in diesen Komplexen, analog dem
Histongehalt, deutlich héher war als in pp65-VM1 Komplexen. Somit korreliert der DNA
Gehalt in den Komplexen mit dem Gehalt an Histonen, aber auch mit dem Gehalt an
viralen Replikationsproteinen. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass pp65

tatsachlich zu Orten im Zellkern geleitet wird, an denen virale Genome akkumulieren.

3.2.8 Expression verschiedener viraler Proteine in infizierten HFF

Die bisherigen Analysen hatten gezeigt, dass die Expression des dominant-negativen
pp65-VM1 den viralen Vermehrungszyklus in einer Phase der Infektion beeinflusst, der
zeitlich nach der viralen DNA Synthese, also wahrend der spaten viralen
Genexpression zu suchen war. Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass pp65 zu
Orten im Zellkern transportiert wird, in denen auch virale DNA angehauft ist. Es lag
daher nahe anzunehmen, dass pp65 Einfluss auf die spate Genexpression nimmt. In
der Konsequenz sollte die Expression spater Gene in RV-VM1 infizierten Zellen
beeintrachtigt sein. Zur Analyse der Proteinexpression wurden Western-Blot Analysen
von Gesamtzellextrakten durchgefihrt. Dazu wurden die Zellen mit wt-HCMV und
verschiedenen Mutanten mit einer moi von zwei infiziert. Die Gesamtzellextrakte
wurden vier Tage nach der Infektion der Zellen geerntet und mittels Odyssey Western

analysiert (Abbildung 3.31). Als interner Standard wurde das zellulare Aktin verwendet.
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Abbildung 3.31.: Western-Blot Analysen von Gesamtzellextrakten von infizierten HFF
Odyssey Western Analysen von Gesamtzellextrakten, die nach vier Tagen nach der Infektion

gewonnen wurden. Die Zellen wurden mit einer moi von zwei infiziert. Die fur den Nachweis
eingesetzten Antikérper sind im rechten Teil gezeigt Die Proteinmenge in jeder Spur wurde
durch die interne Aktin-Kontrolle normiert.

Die Expressionsrate von pp65-VM1 war in infizierten Zellen wie bereits gezeigt nicht
verandert (Abbildung 3.19). Auch das Expressionsniveau des Tegumentproteins pp71
und des zellularen hnRNP U war in RV-VM1 infizierten Zellen nicht beeintrachtigt. Im
Gegensatz dazu konnten in der Tat die spaten viralen Proteine pp150 und MCP in den
Gesamtzellextrakten von RV-VM1 infizierten Zellen im Vergleich zur wt-Situation nur in
deutlich verringerten Mengen gefunden werden. Erwartungsgemal lie3 sich pUL69
erneut in RV-VM1 Lysaten verstarkt nachweisen. Zusammengefasst zeigen diese
Ergebnisse, dass RV-VM1 einen deutlichen Defekt in der Expression spater viraler

Proteine aufweist.

3.2.9 Synthese viraler RNA verschiedener Proteine

In einem nachsten Schritt wurde geprift, inwieweit die verminderte Expression spater,
viraler Proteine mit einer Reduktion der kodierenden RNAs korreliert. Hierzu wurden
Northern Blot Analysen durchgefiihrt. HFF wurden mit einer moi von funf infiziert. Am
vierten Tag nach der Infektion wurde gesamtzellulare RNA aus den infizierten Zellen

isoliert, elektrophoretisch aufgetrennt und mit spezifischen DIG-markierten DNA-
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Sonden hybridisiert (Abbildung 3.32). Als interner Standard wurde eine spezifische

Sonde gegen die zellulare GAPDH verwendet.

s
g-]
<
1)
[21]
x
>
14

RV-VM4, 4 d p.i.
RV-Hd65, 4 d p.i.

o
o
<
-
=
%
=
(14

Mock, 4 d p.i.
RV-VM1, 4 d p.i.
RV-VM4, 4 d p.i.
RV-Hd65, 4 d p.i.
Mock, 4 d p.i.
RV-HB5, 4 d p.i.

L4
-

S
=s
i

pp65/71 Sonde UL69 Sonde

MCP Sonde pp150 Sonde

GAPDH Sonde

Abbildung 3.32:  Northern Blot Analysen von Gesamt-RNA aus infizierten HFF

Zellen wurden mit einer moi von funf infiziert. Am vierten Tag nach der Infektion wurde die
gesamtzellulare RNA aus den Zellen isoliert. Pro Spur wurden 15 ug RNA aufgetragen. Zur
Detektion wurden spezifische DIG-markierte DNA-Sonden verwendet. Als interner Standard

wurde eine spezifische GAPDH-Sonde verwendet.

Diese Analysen zeigten das erstaunliche Ergebnis, dass die Uberexpression des
pULG9 in RV-VM1 infizierten Zellen in der Tat mit deutlich erhéhten Mengen der
kodierenden RNA Kkorreliert. Dies lasst sich entweder durch eine verstarkte

Transkriptionsrate oder, wahrscheinlicher, durch eine Stabilisierung der UL69-mRNA

erklaren. Weitere Untersuchungen sind notwendig, um dies naher zu untersuchen.

Ein wichtiges Ergebnis aus diesen Analysen war es, dass RNAs, die flr spate virale
Proteine kodieren (pp150 und MCP), tatsachlich deutlich vermindert bzw. in aberranter
Form nachweisbar waren. Dies korrelierte mit der verminderten Protein-
Expressionsrate von pp150 und MCP in RV-VM1 infizierten Zellen. Der Befund

erscheint insofern interessant, da pUL69, welches verstarkt in pp65-VM1 Komplexen
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rekrutiert wird, als Shuttle-Protein essentiell am Export spater, ungesplicter, viraler
RNAs beteiligt ist. Es liegt nahe anzunehmen, dass pp65-VM1 pULG9 in seiner RNA-
Exportfunktion behindert und RNAs spater Gene des HCMV daher vermindert
exportiert und translatiert werden. Dies wiederum impliziert, dass wt-pp65 an diesem

Prozess regulatorisch beteiligt ist.
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4 Diskussion

4.1 Entwicklung einer modifizierten Dense Body Vakzine

HCMV ist ein ubiquitar vorkommendes, fakultativ-pathogenes Virus, das insbesondere
bei Menschen mit eingeschréankten oder unausgereiften Immunabwehrfunktionen
schwere Krankheiten verursacht. Die Entwicklung eines Impfstoffes zur Pravention
kongenitaler HCMV-Infektionen wurde in der Konsequenz 1999 vom Institut of
Medicine der US-amerikanischen National Academy of Science als Ziel mit hdchster
Prioritdt eingestuft (Stratton et al, 2001). Bis jetzt steht jedoch trotz vielfaltiger,
experimenteller Ansatze noch kein zugelassener Impfstoff zur Verfugung. Nach
aktuellem Wissensstand muss ein wirksamer Impfstoff gegen HCMV sowohl die
humorale als auch die zelluldre Immunantwort ansprechen (zur Ubersicht siehe (Pass
et al., 2009; Pepperl-Klindworth and Plachter, 2006; Schleiss, 2008)). Ein Ansatz stellt
die Expression von HCMV Proteinen durch Replikons von a-Herpesviren dar. Diese
weisen eine gute Vertraglichkeit auf und flihren zur Induktion zellularer und humoraler
Immunantworten gegen HCMV (Bernstein et al., 2009). Vielversprechende Resultate
erhielt man auch aus Studien, in denen aufgereinigtes gB des HCMV eingesetzt wurde
(Pass et al., 2009). Die Immunisierung mit diesem Protein war geeignet, signifikante

Spiegel HCMV neutralisierender Antikdrper im Probanden zu induzieren.

Ein von vielen Experten genannter Schwachpunkt vieler HCMV-Impfstoffkandidaten ist
jedoch deren enge antigenetische Bandbreite. Nach aktueller Lehrmeinung muss ein
erfolgreicher Impfstoff die Diversitaten der HLA-Expressionsmuster in der Bevoélkerung
bertcksichtigen. In der Konsequenz sollte die antigene Zusammensetzung eines
solchen Impfstoffes moglichst breit angelegt werden und mdglichst viele der relevanten

viralen Antigene enthalten.

DB erfiillen diese Voraussetzung und stellen daher eine hervorragende Grundlage flr
die HCMV-Impfstoffentwicklung dar. Sie tragen wichtige Zielantigene der HCMV-
neutralisierenden Antikorperantwort auf ihrer Oberflaiche und induzieren im
Versuchstier dementsprechend hohe Spiegel dieser Antikérper (Pepperl et al., 2000).
Sie enthalten bereits in ihrer natirlichen Form dominante T-Zellantigene. Schlief3lich
sind sie der antigenetischen Manipulation zuganglich und kénnen somit hinsichtlich

ihrer Proteinzusammensetzung ,erganzt® werden (Mersseman et al., 2008a;
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Mersseman et al., 2008b). Dies ist ein wichtiges Merkmal, da einzelne Antigene der
HCMV-spezifischen T-Zell Antwort in natlrlichen DB fehlen (Kern et al., 1999;
Sylwester et al., 2005; Varnum et al., 2004).

Bei der Entwicklung eines Impfstoffes zur Anwendung am Menschen ist es von
herausragender Bedeutung, bereits vor der Konzeption von klinischen Studien den
optimalen Impfstoff-Kandidaten zu definieren. Es ist weder ethisch vertretbar noch
finanzierbar, mehrere Kandidaten nacheinander oder gleichzeitig am Menschen zu
stesten”. In Vorarbeiten zu dieser Studie konnte nachgewiesen werden, dass einzelne,
antigene Peptide zusatzlich in DB verpackt werden kénnen und dass diese Peptide
sowohl in Zellkultur als auch im Versuchstier prozessiert und prasentiert werden
kénnen (Mersseman et al., 2008a; Mersseman et al., 2008b). Diese erste Generation
von modifizierten DB zeigte jedoch Schwachen hinsichtlich der zu erzielenden

Ausbeute und der Immunogenitat.

Ziel der vorliegenden Arbeit war somit, modifizierte DB zu definieren, die im Hinblick
auf einen spateren, industriellen Upscaling-Prozess und auf ihre Immunogenitat
optimiert waren. Strategie zur Herstellung modifizierter DB ist die Insertion heterologer
Peptide in die Primarstruktur des viralen pp65 und Expression dieses Fusionsproteins
im Kontext der Infektion mit rekombinanten Viren. In vorhergehenden Untersuchungen
konnte gezeigt werden, dass die Position der Insertion eines heterologen Peptides in
den Leserahmen von pp65 einen Einfluss auf die Bildung von DB in und ihre
Freisetzung aus infizierten Zellen beeinflusst (Mersseman et al., 2008a; Mersseman et
al., 2008b; Pepperl-Klindworth et al., 2003). Diese Beobachtung konnte hier bestatigt
werden. Trotz der Bemuhungen, konservierte Bereiche oder potentielle a-Helices oder
B-Faltblattstrukturen als Insertionsstellen zu meiden, wiesen auch die meisten der im
Rahmen der vorliegenden Arbeit generierten Mutanten eine fehlende oder deutlich
reduzierte Synthese von recDB auf. Gleichwohl gelang es, mit den beiden
rekombinanten Viren RV-SB3 und RV-SB6 zwei Insertionsstellen in pp65 zu definieren,

die zur Verpackung heterologer Antigene geeignet erscheinen.

Beide Viren unterschieden sich jedoch in der Ausbeute an modifizierten DB die mittels
Gradientenzentrifugation des Kulturiiberstandes erzielt werden konnte. Die mit RV-SB3
erzielte Menge modifizierter DB war deutlich héher als die, die nach Infektion mit
RV-SB6 erreicht wurde. Die Grinde fur diese Unterschiede wurden nicht naher
analysiert, da mit Position 175 eine Stelle in pp65 identifiziert wurde, die fir die

Insertion geeignet ist.
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In mehreren unabhangigen Reinigungen wurden Mengen an DB-SB3 gewonnen, die
40-50% der Mengen entsprachen, die bei der Reinigung von wt-DB erzielt wurden.
Dieses Mal an Effizienz erscheint hinreichend, da im Upscaling Prozess die Ausbeute
noch deutlich gesteigert werden kann. Aus diesem Grunde wurden im Rahmen der
vorliegenden Arbeit auch keine weiteren Versuche zur Optimierung der Ausbeute

unternommen.

411 Immunogene Eigenschaften der modifizierten Dense Bodies DB-SB3
und DB-SB6

HFF prasentierten nach Inkubation mit DB-SB3 und DB-SB6 sowohl das pp65u.v- als
auch das IEmyy-Peptid im Kontext von HLA-A2. Durch die Immunisierung von HLA-A2
transgenen Mausen mit diesen recDB wurde eine CD8 T-Zell Antwort induziert, die
nach in vitro Restimulierung der T-Zellen mit dem entsprechenden Peptid und der
Zugabe von IL-2 sichtbar wurde. Ahnliche Ergebnisse waren bereits mit der ersten
Generation modifizierter DB erzielt worden. Im Gegensatz dazu waren pp65y.y- und
IE1mmy-spezifische CD8 T-Zellen nach Immunisierung mit DB-SB3 bereits ohne
Restimulierung, d.h. direkt ex vivo, nachweisbar. Dies beweist die deutliche
Verbesserung der immunogenen Eigenschaften von DB-SB3 im Vergleich zu den

bisher verwendeten DB.

Immunisierung mit DB-SB6 fuhrte zum Priming einer CD8 T-Zell Antwort gegen das
IErmy-Peptid. Die Frequenz an aktivierten Zellen war im Vergleich zur Immunisierung
mit DB-SB3 jedoch geringer. Bemerkenswert war, dass in wiederholten Experimenten
eine Induktion von pp65y.y-spezifischen CD8 T-Zellen direkt ex vivo nicht
nachgewiesen werden konnte. Im Einklang hiermit konnten diese Zellen erst nach
einer verlangerten Phase der in vitro Stimulation detektiert werden. All dies lasst auf
ein ineffizientes Priming einer T-Zell Antwort gegen pp65y.y nach Immunisierung mit
DB-SB6 schlielen. Dies war ein Uberraschendes Ergebnis, da das pp65y.y-Peptid
nach natirlicher Infektion ausgesprochen immundominant ist. Die Griinde fir das
verminderte Priming einer Immunantwort gegen das pp65y.-Peptid durch die
Immunisierung mit DB-SB6 sind bisher unklar. Eine Mutation der Peptidsequenz
konnte durch Nukleotidsequenzierung des kodierenden Bereiches ausgeschlossen
werden (Ergebnisse nicht dargestellt). Ebenso erscheint Kompetition von pp65y.v
durch IEryy um das gleiche HLA-Molekll beim Priming unwahrscheinlich, da sowohl
pp65nLyv-CTL als auch IEruy-CTL nach einer Immunisierung mit DB-SB3 nachgewiesen

werden konnten. Eine weitere mogliche Erklarung der Ergebnisse ware die
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Beeintrachtigung der proteasomalen Prozessierung von pp65y.y durch das zusatzlich
inserierte |Etyy-Peptid. Jedoch ist auch dieser Effekt eher unwahrscheinlich, da
Veranderungen in der Effizienz der proteasomalen Prozessierung von Peptiden nur
nach Modifikation der unmittelbar flankierenden AS beobachtet wurden (Draenert et al.,
2004; Milicic et al., 2005; Le et al., 2007). In der Primarstruktur von pp65-SB6 sind die
Peptide von pp65y.y und IE1myy jedoch durch 43 AS voneinander getrennt. Eine
hypothetische Erklarung kdnnte sich aus mdglichen, strukturellen Verdnderungen des
pp65 durch die Insertion eines heterologen Peptids an der Position 534 ergeben. Der
Zugang des Tegumentproteins in das Proteasom kénnte durch Variationen in seiner
Struktur erschwert und das IE1myy-Peptid, das C-terminal zum pp65y.v gelegen ist,
bevorzugt prozessiert werden. Jedoch ist auch diese Erklarung sehr spekulativ und

muss durch weiterfliihrende Analysen naher untersucht werden.

Fir die Induktion einer anhaltenden, HCMV-spezifischen CD8 T-Zell Antwort sind CD4
T-Zellen von entscheidender Bedeutung (Reusser et al., 1991; Walter et al., 1995). In
der Tat flhrte die Immunisierung mit DB-SB3 zur Stimulation der CD4 T-Zell Antwort.
Gleichzeitig stimulierten DB-SB3 Spiegel neutralisierender Antikérper gegen HCMV,
die mit den nach Immunisierung mit wt-DB vergleichbar waren. Obwohl beide
Ergebnisse aufgrund der Vorarbeiten an wt-DB erwartet wurden, war es wichtig, den
Nachweis fir DB-SB3 zu fuhren und somit die breiten, immunogenen Eigenschaften

dieser Partikel nachzuweisen.

4.1.2 Modifizierte Dense Bodies als Trager fiir Fremdantigene

DB sind aufgrund ihrer immunogenen Eigenschaften attraktive Trager fur
.Fremdantigene®. Beispiele hierfir sind antigene Fragmente aus Proteinen anderer
Erreger oder Peptide aus Tumorantigenen. Voraussetzung zur Verwendung von DB als
Basis fur derartige Impfstoffe ist es jedoch, dass solche HCMV-fremden Peptide
erfolgreich prozessiert und prasentiert werden. Die vorliegende Arbeit hat in der Tat
anhand des Modellpeptids SIINFEKL den Proof-of-Principle erbracht, dass fremde
Peptide in immunologisch wirksamer Form in DB verpackt werden kénnen. Mit der
Etablierung von DB-SIINFEKL konnte dariber hinaus die Basis flir aktuelle Arbeiten
geschaffen werden, deren Ziel es ist, anhand SIINFEKL-exprimierender, muriner
Cytomegaloviren die protektive Wirkung der DB-Immunisierung anhand eines in der

immunologischen Grundlagenforschung wohldefinierten Mausmodells zu prifen.
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4.2 Analysen der molekularen Funktion von pp65 wahrend der

Partikelmorphogenese

HCMV-pp65 Deletionsmutanten zeigen in Fibroblastenkultur im Vergleich zum wt keine
phanotypischen Auffalligkeiten (Besold et al, 2007; Schmolke et al., 1995b).
Demgegentiber sind pp65-Deletionsmutanten in Makrophagenkulturen deutlich in ihrer
Vermehrungsfahigkeit eingeschrankt (Chevillotte et al., 2009). Es wird angenommen,
dass die Funktionen des pp65 bei dessen Fehlen in HFF von anderen viralen
Proteinen wahrgenommen werden kdnnen, dass dies aber in Makrophagen nicht in
diesem Malte mdglich ist. Analysen der molekularen Funktion einzelner Virusproteine
sind in humanen Makrophagen aufgrund ihrer kurzen Lebensdauer schwierig. Eine
alternative Moglichkeit, sich der Funktion eines Proteins zu nahern ist die Analyse von
dominant-negativen Mutanten. Die phanotypischen Veranderungen der HCMV-Mutante
RV-VM1 bot eine hervorragende Mdglichkeit, einzelne Schritte der Virusvermehrung
hinsichtlich eines Einflusses von pp65 anhand des negativen Effekts von pp65-VM1 zu

beleuchten.

Der Grund fur die phanotypischen Veranderungen von RV-VM1 lag einzig in der
Insertion eines Peptids von 30 AS an der Position Arg387 des pp65-Leserahmens. Es
konnte gezeigt werden, dass die Insertion flr die phanotypischen Veranderungen
verantwortlich war, da der Phanotyp im revertanten Stamm verschwand. Die Insertion
derselben Peptidsequenz an andere Positionen innerhalb des Leserahmens von pp65
fUhrte zu keiner Veranderung des Phanotyps der resultierenden Viren (Mersseman et
al., 2008a; Mersseman et al., 2008b).

421 Wechselwirkung von pp65 mit der viralen Kinase pUL97

Ein wichtiges Kennzeichen fir eine Infektion mit RV-VM1 ist die Auflésung der fur
HCMV Infektion charakteristischen NIBs, die als Orte der viralen DNA-Replikation,
Genexpression und des Kapsidzusammenbaus angesehen werden. Diese Einschlisse
werden durch LGS ersetzt. Vergleichbare Strukturen konnten in Zellen nachgewiesen
werden, bei denen die virale Kinase pUL97 nach Infektion durch den Wirkstoff
Maribavir inhibiert oder die mit einer pUL97-Deletionsmutante infiziert wurden (Prichard
et al., 2005; Prichard et al, 2008). In allen Fallen sind diese morphologischen
Veranderungen mit Einschrankungen in der viralen Vermehrung vergesellschaftet. Es
liegt nahe anzunehmen, dass die strukturelle Integritdt der NIBs fur den viralen

Lebenszyklus wichtig ist. Die Ergebnisse mit RV-VM1 deuten darauf hin, dass pp65 an
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Prozessen beteiligt ist, die in diesen NIBs ablaufen und dass die Mutation des pp65-
VM1 in diese Vorgange hemmend eingreift, was wiederum in der Folge zur

Umstrukturierung der NIBs fihrt.

Das pp65 ist ein nukleozytoplasmatisches Shuttle-Protein, das in spaten Phasen der
Virusvermehrung weitestgehend  zytoplasmatisch  vorkommt. Eine aufféllige
Veranderung in RV-VM1 infizierten Zellen war die ausschlieR3lich nukleare Lokalisation
von pp65-VM1 zu spaten Zeitpunkten der Infektion. Ein @hnlicher Phanotyp konnte
auch in wt-infizierten Zellen beobachtet werden, die mit einem Hemmstoff der viralen
Kinase pUL97 behandelt worden waren. Diese Ergebnisse legen einen
Zusammenhang nahe. Sie weisen daraufhin, dass pp65 entweder flr den Transport
unzuganglich ist oder das eine Interaktion zwischen pUL97 und pp65, die fur den

Export des Tegumentproteins nétig ist, in RV-VM1 infizierten Zellen blockiert wird.

Das Wissen, dass Hemmung von pUL97 oder die Deletion des UL97-Gens im HCMV-
Genom zu einer deutlichen Einschrankung der viralen Vermehrungsfahigkeit flhrt, legt
die Vermutung nahe, dass auch bei RV-VM1 Infektion pUL97 in seiner Funktion
beeintrachtigt ist und dass dies den Phanotyp des Virus erklart. Eine direkte Hemmung
der Kinase durch pp65-VM1 konnte in transienten Transfektionsexperimenten nicht
bestatigt werden. Aulerdem war die Aktivitdt von pUL97 nach Koimmunprazipitationen
aus RV-VM1 infizierten Zellen erhalten. Aus diesen experimentellen Ansatzen lasst
sich jedoch nicht ausschlielen, dass pUL97 in RV-VM1-infizierten Zellen in einem
Proteinkomplex sequestriert wird. Die Bildung von Komplexen, in denen die beiden
Proteine zuriickgehalten werden, kdnnte eine mdgliche Erklarung fur die Resistenz von
RV-VM1 gegenlber den pUL97 Inhibitoren sein.

Interessant erscheint in diesem Zusammenhang, dass pUL69 in RV-VM1 infizierten
Zellen in deutlich héheren Mengen als in wt-HCMV infizierten Zellen vorkommt und
dass das RNA-Exportprotein in deutlich gréeren Mengen mit pp65- und pUL97-
spezifischen Antikérpern prazipitierbar ist. Auch dies deutet darauf hin, dass wahrend
der HCMV Infektion transient nukleare Proteinkomplexe gebildet werden, die u.a. pp65,
pUL97 und pULB9 enthalten, und die in RV-VM1 infizierten Zellen unphysiologisch
stabilisiert werden. Dies ware im Einklang mit der Bildung der LGS als mdgliche
Konsequenz der reduzierten oder fehlenden physiologischen Dissoziation des

Komplexes.
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4.2.2 Einfluss von pp65 auf die molekulare Funktion des viralen RNA-
Exportfaktors pUL69

Interessant erscheinen die Veranderungen in der subzelluldren Lokalisation und dem
steady-state Level von pULG9 in der RV-VM1 infizierten Zelle. Dieses Protein ist ein
multifunktionelles Polypeptid, das als transkriptioneller Transaktivator (Winkler et al.,
1994) und als Exportfaktor fir ungesplicte, virale RNA beschrieben wurde (Lischka et
al., 2001; Lischka et al., 2006; Toth and Stamminger, 2008). Es konnte auflierdem
gezeigt werden, dass pUL69 mit pUL97 interagiert und ein Substrat dieser Kinase
darstellt (Chevillotte et al., 2009; Thomas et al., 2009). Von besonderem Interesse
erscheint im Rahmen der vorliegenden Arbeit das Ergebnis, dass spate, ungesplicte
virale RNAs in RV-VM1 infizierten Zellen mengenmafRig deutlich unterreprasentiert
sind. Dies deutet auf einen Defekt bei der Transkription oder/und dem Transport dieser
RNAs hin. Das pUL69 wird als essentiell flir den Transport spater RNAs angesehen.
Trafe es zu, dass pULGB9 in einem Komplex mit pp65-VM1 und pUL97 sequestriert
wird, dann stiinde es fir seine RNA-Exportfunktion nur eingeschrankt zur Verfligung,
die Translation spater RNAs ware gestort. Bemerkenswerter Weise zeigen sich in
RV-VM1 infizierten Zellen in der Tat die spaten Proteine pp150 und MCP deutlich

vermindert, verglichen mit der Situation in wt-HCMV infizierten Zellen.

Obwohl zu diesem Zeitpunkt spekulativ, ware eine moégliche Funktion von pp65, die
sich aus diesen Ergebnissen ableiten lieRe die, dass dieses Protein an der Regulation
der Shuttle- und RNA-Export Funktion von pULGB9 beteiligt ist. pp65 ist ein direkter
Interaktionspartner des pUL69 (Chevillotte et al., 2009). Es ware denkbar, dass pp65
an pUL97 bindet, dadurch die virale Kinase in eine raumliche Nahe zu pULG9 bringt
und pUL69 phosphoryliert. Diese Phosphorylierung ist fir die Funktion von pUL69 als
nuklearer Export-Faktor von entscheidender Bedeutung (Thomas et al., 2009). In
Abwesenheit von pp65 besitzt pUL97 eine geringere Affinitat zu pUL69. Jedoch sind
andere zellulare Kinasen in der Lage, die Funktion von der viralen Kinase zu
kompensieren (Rechter et al., 2009). Dadurch ware die Tatsache erklarbar, dass die
Deletion von pp65 keinen Einfluss auf die HCMV Genexpression und virale
Vermehrung hat. Im Gegensatz dazu ist in RV-VM1 infizierten Zellen die Abspaltung
von pUL69 von dem Proteinkomplex und somit der virale mRNA Export beeintrachtigt.
Das wiederum wurde die verminderte Expression spater RNAs und deren Genprodukte
erklaren. Die Prifung dieser Hypothese ist weiterfihrenden Untersuchungen

vorbehalten.
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4.2.3 Interaktion von pp65 mit viralen und zelluldren Proteinen

Mit Hilfe von pp65-spezifischen Antikdrpern konnten aus RV-VM1 infizierten Zellen
Proteinkomplexe prazipitiert werden, deren Zusammensetzung jedoch mit dem
verwendeten experimentellen Ansatz nicht weiter aufgeklart werden konnte. Sollte
unsere Hypothese zutreffen, dass die Expression von pp65-VM1 einen (oder mehrere)
funktionelle Proteinkomplexe der HCMV-infizierten Zelle quasi arretiert, dann kam der
Kenntnis der anderen Bestandteile des Komplexes herausragende Bedeutung zu. Aus
diesem Grund wurden die Komplexe mit Hilfe der Massenspektrometrie genauer

analysiert.

Uberraschender Weise konnte aus wt-HCMV infizierten Zellen mit pp65-spezifischen
Antikérpern eine Reihe von viralen Proteinen prazipitiert werden, die fiur die DNA-
Replikation von HCMV essentiell sind (pUL44, pUL112/113, pUL84, IE2, pUL57).
Diese Proteine waren mit Ausnahme von pUL57 in Komplexen aus RV-VM1 infizierten
Zellen zwar vorhanden aber mengenmalig deutlich unterreprasentiert. Diese
Ergebnisse lassen vermuten, dass wt-pp65 in spateren Phasen der HCMV-
Vermehrung zu den Orten der DNA-Replikation rekrutiert wird. Allerdings haben unsere
Arbeiten keinen Hinweis ergeben, dass pp65 einen Einfluss auf die DNA-Replikation
per se ausubt. Somit liegt nahe, dass es an Prozessen beteiligt ist, die unmittelbar
nach Vermehrung des viralen Genoms ablaufen. Diese Funktion scheint bei pp65-VM1
beeintrachtigt zu sein, wodurch es zu einer Verdrangung replikativer Proteine aus dem

Komplex und einer Anhaufung des RNA-Exportproteins pUL69 kommt.

Neben den viralen Proteinen konnten Histone H2A und H2B, H3 und H4 und Tubulin,
Nukleolin, Nukleophosmin und hnRNP U mit pp65-spezifischen Antikdrpern prazipitiert
werden. Auch diese Proteine waren in Komplexen mit pp65-VM1 mengenmalig
verringert. All diese Proteine spielen eine wichtige Rolle bei dem Metabolismus und
dem Transport von RNA. Eine mégliche Erklarung fiir die verminderte Konzentration an
Histonen und zellularen Proteinen in den prazipitierten Proteinkomplexen kdnnte sein,
dass diese Proteine in Zellen, die mit RV-VM1 infiziert wurden, durch pUL69 aus
diesen Komplexen verdrangt werden. Aulierdem Kkorreliert der verminderte Gehalt an
Histonen in den Komplexen mit dem verringerten DNA Gehalt in den Komplexen. Die
Insertion von IE1ryy an Position Arg387 von pp65 scheint somit die Interaktion der
viralen DNA mit pp65 durch einen bislang unbekannten Mechanismus zu inhibieren.
Aufgrund der im Rahmen der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse kann jedoch

keine Aussage darlber getroffen werden, ob es sich bei der Wechselwirkung der
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viralen DNA und pp65 um eine direkte Interaktion handelt oder ob andere virale oder

zellulare Proteine an diesem Prozess beteiligt sind.

Zusammengefasst konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit bestatigt werden, dass
pp65 mit pULGY interagiert. Die Ergebnisse legen weiter einen Zusammenhang mit der
Regulation der RNA-Exportfunktion von pUL69 durch pp65 nahe. Die Interaktion von
pp65 mit viralen Replikationsproteinen und zelluldren Proteinen des RNA-
Metabolismus und —Transports deuten darauf hin, dass pp65 zu spaten Phasen der
viralen Infektion zu Stellen replizierter viraler DNA rekrutiert wird und dort regulatorisch
auf posttranskriptionelle Vorgange von RNA-Prozessierung oder -Transport eingreift.
Eine genauere Analyse dieser Vorgange muss weiterfihrenden Arbeiten vorbehalten

bleiben.
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