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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Inhibition des programmierten Zelltods ist ein essentieller Faktor der viralen
Replikationsfahigkeit. Das murine Cytomegalovirus kodiert deshalb fiir verschiedene Zelltod-
inhibierende Gene, um dem programmierten Zelltod zu entgehen bis die Virusproduktion
abgeschlossen ist. Da die Expression des viralen anti-apoptotischen Gens M36 infizierte
Makrophagen vor der Apoptose schitzt (Menard et al., 2003), wurde in der vorliegenden
Arbeit unter Verwendung der Deletionsmutante mCMV-AM36 (AM36) der Einfluss von
Apoptose auf das Priming Epitop-spezifischer CD8 T-Zellen untersucht.

Interessanterweise waren die Frequenzen mCMV-spezifischer CD8 T-Zellen nach Infektion
mit AM36 fiir alle getesteten Epitope sowohl im Haplotyp H-2% als auch im Haplotyp H-2°
deutlich erhoht. Zusétzlich konnte mit Hilfe der mCMV-ORF-Library eine Verbreiterung des
CD8 T-Zellepitop-Repertoire nach Infektion mit AM36 nachgewiesen werden, was neben der
guantitativen auch eine qualitative Steigerung des CD8 T-Zell-Primings aufzeigt.

In der funktionellen Revertante AM36-FADDPN wird die anti-apoptotische Funktion durch eine
dominant-negative Form des zellularen Adapterproteins FADD (FADD") substituiert (Cicin-
Sain et al., 2008), die das Apoptose-Signaling verhindert. In der vorliegenden Arbeit konnte
gezeigt werden, dass die Expression von FADD®N nicht nur den Apoptose-Phanotyp wieder
revertiert, sondern auch die Verbesserung des CD8 T-Zell-Primings aufhebt. Diese
Beobachtung belegt eindeutig, dass das verbesserte CD8 T-Zell-Priming auf einer
verstarkten Apoptose-Induktion beruht.

Bemerkenswerterweise konnte das verbesserte Priming auch nach Deletion des anti-
nekroptotischen Gens M45 nachgewiesen werden. So konnte nach Infektion mit mCMV-
M45-BamX (M45-BamX) (Brune et al., 2001) gezeigt werden, dass auch die Induktion der
Nekroptose zu einem verbesserten CD8 T-Zell-Priming sowie zu einer Verbreiterung des
CDS8 T-Zellepitop-Repertoires fuhrt.

Nach Infektion von Cross-Priming-defizienten 3d-Mausen (Tabeta et al., 2006) konnte eine
Steigerung mCMV-spezifischer CD8 T-Zell-Frequenzen in Abwesenheit von M36 oder M45
nicht beobachtet werden. Dieser Befund lasst auf ein erhdhtes Cross-Priming von CD8 T-
Zellen durch AM36 oder M45-BamX infolge einer verstarkten Induktion des programmierten
Zelltods schlieRen.

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass die Inhibition des
programmierten Zelltods durch die mCMV-Gene M36 und M45 das CD8 T-Zell-Priming
limitiert. Somit fordern virale Zelltod-inhibierende Gene die virale Replikationsfahigkeit, indem
sie die Virusproduktion per se in der individuellen Zelle steigern und zusétzlich die
Immunkontrolle reduzieren, was wiederum eine verbesserte Dissemination in vivo

ermdglicht.



Zusammenfassung

Summary

Inhibition of programmed cell death is a key determinant of viral fithess. Murine
cytomegalovirus (MCMV) encodes several cell death-inhibiting genes, a strategy to delay cell
death until virus production is accomplished. As gene M36 prevents apoptosis in infected
macrophages (Menard et al, 2003), we have used the deletion mutant mCMV-AM36 (AM36)
to test a putative role for apoptosis in priming of epitope-specific CD8 T cells.

Interestingly, frequencies of mCMV-specific CD8 T cells were found to be increased after
infection with AM36 for all epitopes tested in haplotypes H-2° and H-2°. Moreover, testing an
mMCMV-ORF library revealed a broader epitope usage after infection with AM36, so that
priming is improved quantitatively as well as qualitatively.

In the functional revertant AM36-FADD®", the anti-apoptotic function is restored by a
dominant-negative form of the cellular adaptor protein FADD (FADD") that centrally blocks
the death receptor-mediated signaling pathway of apoptosis (Cicin-Sain et al., 2008). We
show here that expression of FADDP" not only reverts the apoptosis phenotype but also
abrogates the enhancement of CD8 T-cell priming. This is strong evidence to conclude that
enhanced priming by AM36 is causally related to enhanced apoptosis.

Notably, this conclusion is corroborated by the finding that deletion of an anti-necroptotic
mCMV protein, namely the M45 protein in mutant virus mCMV-M45-BamX (M45-BamX)
(Brune et al., 2001), also enhanced CD8 T-cell priming, suggesting a more general principle.
After infection of cross-priming-deficient 3d-mice (Tabeta et al., 2006) we could observe a
leveling of mMCMV-specific CD8 T-cell frequencies in the absence of M36 or M45.

Based on these findings we propose a model of improved cross-priming of CD8 T cells by
AM36 or M45-BamX due to enhanced apoptosis of infected cells.

To our knowledge this is the first example showing that inhibition of programmed cell death
by cytomegalovirus genes, M36 and M45, limits CD8 T-cell priming. Thus, cell death-
inhibiting viral genes can promote viral fithess by combined enhancement of viral productivity
in infected cells and simultaneous reduction of immune control that enables virus spread in

Vivo.
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1.1 Klassifizierung der Herpesviren

Die Familie der Herpesviren (Herpesviridae) gehort zur Ordnung der Herpesvirales, deren
Vertreter ubiquitar in nahezu allen Wirbeltierklassen (Vertebrata), aber auch in wirbellosen
Tieren (Invertebrata), zu finden sind (Davison et al., 2009; Pellet et al., 2011). Die evolutionar
sehr alten Herpesviren sind durch eine einheitliche Virionenstruktur charakterisiert (Plummer,
1967). Die Namensgebung der Herpesviren basiert auf der charakteristischen ,kriechenden*”
(griech. herpeton, latein. herpes) Verbreitung des Hautausschlages nach Herpes-Simplex-
Virusinfektion.

Ein besonderes Merkmal aller Herpesviren ist die Fahigkeit Latenz zu etablieren. Dieser
besondere Mechanismus der Persistenz erlaubt es den Herpesviren nach Primarinfektion
ruhend, d.h. ohne produktive Infektion, ein Leben lang im Wirtszellorganismus zu verbleiben.
Nach Immunsuppression kénnen die Herpesviren reaktivieren und erneut eine produktive

Infektion induzieren (Roizman und Baines, 1991).

Die Herpesviren werden nach Klassifikation des Internationalen Komitees fur Virustaxonomie
(ICTV, International Committee on Taxonomy of Viruses) anhand der Struktur des viralen
Genoms und biologischer Eigenschaften, wie Wirtsspektrum, Replikationsgeschwindigkeit
und Zelltropismus, in drei Unterfamilien (Herpesvirinae) eingeteilt (Roizman et al., 1981).

Bisher konnten 8 humane Herpesviren (HHV-1 bis HHV-8) identifiziert werden.

Die a-Herpesviren (Alphaherpesvirinae) zeichnen sich durch ein sehr breites Zell- und
Wirtsspektrum aus. Sie vermehren sich mit einem kurzen Replikationszyklus und persistieren
in vivo in den sensorischen Ganglienzellen. Die humanpathogenen Vertreter dieser
Unterfamilie sind das Herpes-Simplex-Virus (HSV) 1 und 2 (HHV-1 und HHV-2; Gattung

Simplexviren) sowie das Varizella-Zoster-Virus (VZV oder HHV-3; Gattung Varicelloviren).

Zu den B-Herpesviren (Betaherpesvirinae) gehéren neben HHV-6 und HHV-7 (Gattung
Roseoloviren) auch das humane Cytomegalovirus (HCMV oder HHV-5; Gattung
Cytomegaloviren). Diese Unterfamilie weist im Gegensatz zu den a-Herpesviren eine sehr
strikte Speziesspezifitat mit einem langen Replikationszyklus auf. Neben einem sehr breiten
Spektrum produktiv infizierbarer Zellen persistieren die B-Herpesviren in lymphoretikularen

Bindegewebszellen und sekretorischen Drisenzellen.

Die Vertreter der y-Herpesviren (Gammaherpesvirinae) sind das Epstein-Barr-Virus (EBV
oder HHV-4; Gattung Lymphokryptoviren), sowie das Kaposi-Sarkom-assoziierte
Herpesvirus (KSHV oder HHV-8; Gattung Rhadinoviren). Sie besitzen ebenfalls eine strikte
Speziesspezifitat, wohingegen die Dauer des Replikationszyklus variiert. Die Infektion und

Persistenz dieser Unterfamilie findet Gberwiegend in lymphoiden Geweben statt. Zudem
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besitzen die y-Herpesviren transformierende Fahigkeiten und kdnnen maligne Erkrankungen
auslosen (EBV: Burkitt-Lymphom; KSHV: Kaposi-Sarkom) (Pellet und Roizman, 2007).

1.2. Die Cytomegaloviren

Die Cytomegaloviren (CMV) werden aufgrund ihrer biologischen Eigenschaften den [3-
Herpesviren zugeordnet, die sich in 3 weitere Gattungen untergliedern; die Roseoloviren
(siehe oben), die Muromegaloviren und die neu entdeckten Probisciviren (Davison et al.,
2009; Davison, 2011). Streng genommen werden als Cytomegaloviren nur HCMV und die
Cytomegaloviren der Menschenaffen, sowie der Neu- und Altweltaffen bezeichnet. In der
Praxis werden jedoch auch die Muromegaloviren im Begriff der Cytomegaloviren vereint
(Davison et al., 2013). Zu dieser Gattung gehdren das murine CMV (mCMV oder murides
Herpesvirus 1, MuHV1) und das CMV der Ratte (rCMV oder MuHV2). Die Namensgebung
basiert auf der fur die CMV-Infektion charakteristischen Vergrof3erung infizierter Zellen
(griech. kytos: Zelle; griech. megalo: grof3).

1.2.1 Strukturelle und biologische Eigenschaften

Die Virionenstruktur von CMV entspricht der typischen Morphologie der Herpesviridae
(Abb. 1.1). Mit einem Virionen-Durchmesser von ca. 150-200nm gehdrt CMV zu den grof3ten
Vertretern der Herpesviren. Im Inneren befindet sich ein DNA-Protein Komplex, der von
einem ikosaedrischen Nukleokapsid (ca. 100nm) — bestehend aus 162 Kapsomeren —
umschlossen ist (Chen et al., 1999). Dem Kapsid ist das Tegument, eine amorphe
Proteinmatrix aus ca. 25 verschiedenen viralen Phosphoproteinen, aufgelagert. Das Virion ist
nach aufen durch eine Lipid-Doppelmembran abgegrenzt, die sowohl virale als auch
zellulare Glykoproteine enthélt (Streblow et al., 2006; Mocarski et al., 2007). Zuséatzlich kann
in den Virionen neben einer Reihe viraler auch zellulare RNA nachgewiesen werden
(Terhune et al., 2004).

Das doppelstrangige lineare DNA-Genom mit einer Ladnge von ca. 240kbp z&hlt zu den
groldten Genomen Saugetier-infizierender Viren (Davison, 2003). Wahrend fir HCMV eine
Kodierungskapazitat vorhergesagt wird, die zwischen 165 und 252 offenen Leserahmen
(ORFs, open reading frames) liegt (Chee et al., 1990; Cha et al., 1996; Novotny et al., 2001;
Murphy et al., 2003; Dolan, 2004; Mocarski et al., 2007), kodiert mCMV wahrscheinlich fur
ca. 170 ORFs (Rawlinson et al., 1996; Tang et al.,, 2006). Allerdings wurde bei der
Bestimmung der bisher beschriebenen ORFs das umfangreiche Proteom von CMV (Murphy
und Shenk, 2008) nicht bertcksichtigt. In einer aktuellen Studie konnte fir HCMV gezeigt

werden, dass die Regulation alternativer Transkriptionsstartpunkte zu einer deutlichen
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Erhdhung der Kodierungskapazitat von HCMV fuhrt (Stern-Ginossar et al., 2012).
Genexpressionsanalysen fuhrten zur Entdeckung mehrerer hundert noch nicht identifizierter
ORFs; es wurden insgesamt 751 translatierte ORFs beschrieben (Stern-Ginossar et al.,
2012). Hierfur wurde das sog. ribosomale Profiling verwendet, eine Methode, die sich das
Next Generation Sequencing zunutze macht, und dadurch ein systematisches Monitoring

zellularer Translationsprozesse ermdglicht.

Lipidhiille

Virusgenom

Tegument

Glykoproteine

Nukleokapsid

Abb. 1.1: Schematischer Aufbau eines CMV-Virions.

Die Cytomegaloviren weisen nach systemischer Infektion einen sehr breiten Zelltropismus
auf. Wahrend Epithelzellen, Fibroblasten, Endothelzellen und glatten Muskelzellen produktiv
infiziert werden, verlauft die Infektion von Hepatozyten, Neuronen, Trophoblasten,
Makrophagen und dendritischen Zellen wahrscheinlich weniger produktiv (Myerson et al.
1984; Ibanez et al. 1991; Sinzger et al., 2000; Adler und Sinzger, 2013). Das Eindringen des
Virus in eine Zelle ist hierbei nicht notwendigerweise gleichbedeutend mit der Etablierung
einer produktiven Infektion. Fiur diese sind neben der DNA-Replikation und Genexpression
auch der Zusammenbau und die Freisetzung neuer Viruspartikel unabdingbar. In vitro findet
eine produktive Replikation nur in primaren Fibroblasten, Endothelzellen und differenzierten

myeloischen Zellen statt (Ibanez et al., 1991; Nowlin et al., 1991).

Die Penetration der Wirtszelle wird durch Anheftung der Virionen Uber eine reversible
Interaktion von viralen Glykoproteinen (gB, gM/gN) mit Heparansulfat-Proteoglykanen der
Wirtszellmembran vermittelt. Dieses sog. Attachement wird daraufhin durch eine stabilere
Bindung viraler Glykoproteine bzw. Glykoproteinkomplexe (gH/gL/gO) an spezifische
Rezeptoren der Wirtszelloberflache verstarkt (Adler und Sinzger, 2013). Der eigentliche
Eintritt des Virus in die Zelle erfolgt entweder durch direkte Fusion von Virushille und
Wirtszellmembran oder nach Rezeptor-abhéngiger Endozytose, die aus einer Fusion der

Virushille mit Membranen endozytotischer Vesikel resultiert. Danach kommt es zur
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Freisetzung und Translokation des Nukleokapsids zum Zellkern der Wirtszelle (Boehme und
Compton, 2006), wo es an den Kernporenkomplex bindet und die virale DNA ins

Nukleoplasma freisetzt (Ojala et al., 2000).

Unabhangig vom Zelltyp oder Virusstamm verlauft die virale Genexpression wahrend der
akuten Infektion in einer kaskadenartig regulierten Form ab (Mocarski et al., 2007). Zeitlich
aufeinander folgend wird die CMV-Infektion in eine Immediate Early (IE)-, Early (E)- und Late
(L)-Phase eingeteilt (Honess und Roizman, 1974; Emery und Griffiths, 1990).

Die IE-Phase beginnt unmittelbar nach Eintritt der viralen DNA in den Zellkern. Die IE-Gene
IE1, IE2 und IE3 bei mCMV, sowie IE1 und IE2 bei HCMV, bilden den Major Immediate Early
(MIE)-Lokus. lhre Transkription wird durch den MIE-Promotor (MIEP) und den MIEP-
Enhancer (MIEPE) reguliert (Stenberg et al., 1984; Meier und Stinski, 2006). Die
Transkription der MIE-Gene erfolgt durch die zellulare RNA-Polymerase Il und ist von der de
novo-Synthese viraler Proteine unabhéngig. Die E-Phase der Genexpression wird durch die
IE-Proteine koordiniert (Keil et al., 1984; Bihler et al., 1990) und beginnt ca. 1,5h (mMCMV)
oder 4-24h (HCMV) nach Infektion. Die Genprodukte der E-Phase sind fur die virale DNA-
Replikation essentiell und diese erfolgt analog den anderen Herpesviren nach dem Prinzip
des rolling circle (Marks und Spector, 1998). Mit dem Beginn der viralen DNA-Synthese
durch die virale DNA-Polymerase geht die Infektion per Definition in die L-Phase uber und
schlie3t mit der Synthese der Strukturproteine, die fur die Morphogenese der Kapside und

die Verpackung der Genome im Zellkern essentiell sind, ab (Mocarski et al., 2007).

Nach Aufnahme der DNA werden die Nukleokapside in einem ersten Knospungsprozess
(primary envelopment) durch die innere Kernmembran, die als voribergehende Kapsidhiille
dient, in den perinukledren Raum geschleust. Nach Fusion mit der au3eren Kernmembran
werden die nackten Nukleokapside ins Zytoplasma freigesetzt, wo sie ihr Tegument
enthalten. Die Reifung des Teguments erfolgt durch Anlagerung viraler Glykoproteine im
Zytoplasma und Trans-Golgi Netzwerk. Danach erfolgt eine zweite Knospung an den
Vesikeln des endoplasmic reticulum-golgi intermediate compartments (ERGIC), bei der die
Kapside mit der endgultigen Hillmembran umgeben werden (secondary envelopment). Nach
Fusion mit der Plasmamembran der Wirtszelle werden die reifen Virionen in den

extrazellularen Raum freigesetzt (Eickmann et al., 2006).

1.2.2 Epidemiologie, Pathogenese und klinische Relevanz

HCMV ist ubiquitéar verbreitet. Die Pravalenz der Infektion ist neben Alter, Geschlecht und
Rasse vorwiegend vom geographischen und soziotkonomischen Status der Individuen
abhangig. Wahrend Vorschulkinder in GrofRbritannien und den USA eine Seropravalenz von
<20% aufweisen, sind gleichaltrige Kinder in Ostasien, Indien und Sidamerika zu >90%
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seropositiv (Britt, 2010). Da mit fortschreitendem Alter ein Anstieg der Durchseuchungsrate
nachzuweisen ist, liegt diese in Mitteleuropa und Nordamerika bei ca. 40-60% der
Gesamtbevdlkerung; die Durchseuchungsrate in Entwicklungslandern liegt bei nahezu 100%
(Mocarski et al., 2007). Die Ubertragung von HCMV erfolgt vorwiegend durch direkten
Kdrperkontakt als Schmier- oder Tropfcheninfektion Uber Speichel, Urin, Blut, Genitalsekrete
oder Muttermilch (Pass et al., 1985; Mocarski et al., 2007; Boppana und Britt, 2013).

Die horizontale Transmission findet meistens durch intensiven Kontakt mit Kindern in der
eigenen Familie oder in Betreuungseinrichtungen fir Kinder statt (Reddehase, 2002). Eine
Ubertragung durch Organtransplantation oder Bluttransfusion ist ein Aspekt, der in der

Transplantationsmedizin eine wichtige Rolle spielt (Mocarski et al., 2007)

Die vertikale Transmission, die diaplazentar oder wahrend der Geburt von der infizierten
Mutter auf das ungeborene Kind oder postnatal tber die Muttermilch geschieht, ist ein
charakteristisches Merkmal fir HCMV (Fitzgerald et al., 1990; Mocarski et al., 2007). Die
Gefahr einer intrauterinen Transmission besteht sowohl nach Primarinfektion der Mutter als
auch nach Reaktivierung (Boppana et al. 2001; Kenneson und Cannon, 2007). Die Inzidenz
einer kongenitalen Infektion betragt unter allen Schwangerschaften ca. 2%, von denen aber
etwa 90% asymptomatisch verlaufen. Die Inzidenz der Infektion des Kindes nach
Priméarinfektion der Mutter ist dagegen mit ca. 40% deutlich hoher als nach Reaktivierung
(ca. 1%) (Hanshaw und Dudgeon, 1978; Stagno und Whitley, 1985; Bopanna und Britt,
2013).

HCMYV zahlt zu den typischen opportunistischen Krankheitserregern, deren Priméarinfektion in
immunkompetenten Personen meist asymptomatisch verlauft, da die Virusausbreitung durch
das Immunsystem sehr effizient kontrolliert wird. Zu einer Manifestation der HCMV-
Erkrankung kommt es vorwiegend in immunsupprimierten Personen oder nach Infektion von

Neugeborenen oder Ungeborenen, deren Immunsystem noch nicht vollstandig ausgereift ist.

Zu einer kongenitalen Infektion mit schweren Verlaufsformen kommt es vor allem nach
Primarinfektion oder Reinfektion (Fowler et al., 1992; Boppana et al., 2001). Die Infektion
manifestiert sich hauptsachlich im zentralen Nervensystem, der Leber oder dem Blutsystem
und fuhrt in schweren Verlaufsfallen oft zu lebenslangen neurologischen Folgen wie
Taubheit, Blindheit und mentaler Retardation (Colugnati, 2007; Kenneson und Cannon,
2007). Ein fetaler oder neonataler Tod tritt in etwa 10% der symptomatisch infizierten

Individuen auf (Fowler et al., 1992).

Eine wichtige Risikogruppe stellen Patienten mit immunsuppressiver Behandlung wie
Krebspatienten oder Patienten nach Organ-, Knochenmark- oder hamatopoetischer
Stammzelltransplantation, dar (Dowling et al., 1976; Neimann et al., 1977, Britt, 2006). Zu
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den haufigsten Symptomatiken z&hlen hierbei die interstitielle Pneumonie sowie Retinitis und
Hepatitis (Meyers et al., 1986; Reinke et al., 1999; Mocarski et al., 2007).

Eine weitere Risikogruppe sind Personen mit einer angeborenen (z.B. severe combined
immunodeficiency, SCID) oder erworbenen (z.B. acquired immunodeficiency syndrome,
AIDS) Immunschwachekrankheit. Auch in diesen Fallen werden Retinitis und Pneumonie

am haufigsten diagnostiziert (Moskowitz et al., 1985; Drew, 1992).

Neben der Manifestation von HCMV in immunsupprimierten Personen konnte auch eine
Reaktivierung nach Sepsis gezeigt werden (Heininger et al., 2001; von Muller et al., 2007).
HCMV in Verbindung mit anderen Krankheiten wie Arteriosklerose, Tumorbildung, Alzheimer
und Immunoseneszenz ist Gegenstand aktueller Forschung (Stassen et al., 2006; Maussang
et al., 2009; Caposio et al., 2011; Hill, 2013).

Eine wirksame Behandlung der klinischen Manifestationen von CMV st bis heute nach
wie vor schwierig. Fir die préventive oder therapeutische Behandlung von HCMV-
Erkrankungen werden derzeit iberwiegend drei Medikamente, sog. Virostatika, angewandt.
Zu diesen gehoren Ganciclovir (GCV)/Valganciclovir (valGCV), Cidofovir (CDV) und
Foscarnet (FOS), die alle mit der viralen DNA-Polymerase interferieren und dadurch die
virale Replikation inhibieren (Michel und Mertens, 2006; Michel et al., 2013; Plotkin und
Plachter, 2013; Seo und Boekh, 2013). Aufgrund ihrer starken Nebenwirkungen und der
zunehmenden Resistenzentwicklung von HCMV gegen diese Virostatika ist die Entwicklung
alternativer Medikamente gegen HCMV unabdingbar. Folgende antivirale Wirkstoffe befinden
sich aktuell in Klinischen Studien. Maribavir, ein Inhibitor der viralen Proteinkinase, befindet
sich aktuell in einer Kklinischen Phase-3-Studie; CMX-001, ein Lipid-Konjugat Nukleotid-
Analogon von CDV, weist eine 300- bis 400-fach héhere Aktivitat gegen HCMV auf als CDV
(klinische Phase-2-Studie); Letermovir (AIC246), ein Inhibitor der HCMV-Replikation, ist
gegen multiresistente HCMV-Varianten wirksam (klinische Phase-2-Studie). Des Weiteren
sind Artesunat, ein Wirkstoff gegen Malaria, der eine breite antivirale Wirkung u.a. gegen
Herpesviren zeigt, und Leflunomid, ein Immunsuppressivum gegen rheumatische Arthritis,
das die HCMV-Replikation beeintrachtigt, Gegenstand aktueller Forschung (Michel et al.,
2013; Seo und Boekh, 2013).

Fur passive Immunisierungen mit HCMV-spezifischen neutralisierenden Antikérpern ist bei
kongenitalen Infektionen ein guter Schutz beschrieben (Nigro et al., 2005; Maid;ji et al., 2010;
Nigro und Adler, 2011), wahrend bei Transplantat-Empfangern meist nur der adoptive
Transfer von CD8 T-Zellen eine Wirkung zeigt (Riddell et al., 1992; Walter et al., 1995;
Einsele et al., 2002; Feuchtinger et al., 2010; Peggs et al., 2011).

Ein wirksamer Impfstoff gegen HCMV steht aktuell nicht zur Verfugung, jedoch sind
verschiedene Strategien fir Lebendimpfstoffe und Nicht-Lebendimpfstoffe Gegenstand
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aktueller Forschung. Dazu gehéren attenuierte Viren, Vektoren, rekombinante Glykoproteine,
DNA-Vakzine, Peptide und subvirale Viruspartikel (Plotkin und Plachter, 2013).

1.2.3 Das murine Cytomegalovirus als Modellsystem

Aufgrund der strikten Speziesspezifitat der Cytomegaloviren ist eine Untersuchung von
HCMYV in experimentellen Tiermodellen nicht mdglich. Somit ist ein geeignetes Tiermodell fir
die Untersuchung von Infektion und Pathogenese der Cytomegaloviren unverzichtbar. Da
das murine Cytomegalovirus (mCMV) neben einer strukturellen, biologischen und teilweise
genetischen Vergleichbarkeit mit HCMV auch analoge Anpassungsmechanismen an das
Immunsystem des Wirtes besitzt, macht dies mCMV zum meistverwendeten Modellsystem
fur die HCMV-Infektion (Rawlinson et al., 1996; Reddehase, 2002; Holtappels et al., 2006b;
Holtappels et al., 2013).

Zu den natirlichen Wirten von mCMV zahlen die Vertreter der Hausmaus (Mus musculus, M.
m.), die mehrere Subspezies unter sich vereinen (Tucker, 2007). Die weltweit in
Forschungslaboren fiir experimentelle Modelle verwendeten Mause basieren mehrheitlich
auf dem genetischen Hintergrund der M. m. domesticus (Frazer et al., 2007; Yang et al.,
2007; Yang et al., 2011; Redwood et al. 2013).

Die Pathogenese der Infektion von mCMV ist mit der von HCMV sowohl im
immunsupprimierten als auch im immunkompetenten Wirt vergleichbar (Krmpotic et al.,
2003; Scalzo et al., 2007). Des Weiteren verlauft die angeborene und adaptive
Immunantwort mit einer vergleichbaren Kinetik. Die Immunkontrolle wird sowohl nach
mCMV- als auch HCMV-Infektion hauptsachlich durch CD8 T-Zellen vermittelt (Reddehase,
2002; Holtappels et al., 2006b).

Im Hinblick darauf hat sich die im murinen System entwickelte CD8 T-Zell-basierte
antivirale Immuntherapie (Reddehase et al., 1985; Reddehase et al., 1987; Reddehase et
al., 1988; Holtappels et al., 2008a; Ebert et al., 2012b) auch als sehr wirkungsvoll fur die
humane Immuntherapie nach Knochenmark- oder Organtransplantation erwiesen
(Greenberg et al. 1991; Riddell et al., 1992; Walter et al., 1995). Obwohl die Immuntherapie
in den letzten Jahren signifikante Fortschritte verzeichnen konnte (Peggs et al., 2003;
Einsele et al., 2003; Cobbold et al., 2005; Feuchtinger et al., 2010) ist die erforderliche hohe
Zellzahl fur die CD8 T-Zell-basierte Immuntherapie noch ein bedeutendes Hindernis in der

klinischen Routine.

HCMV und mCMV kodieren fir Proteine, die sowohl mit Komponenten der angeborenen als
auch der adaptiven Immunantwort interferieren (Reddehase, 2002; Mocarski, 2002).
Aufgrund dessen wird das murine Modell auch fur die Untersuchung der
immunmodulatorischen Funktionen verschiedener mCMV-Proteine genutzt. HCMV und
mCMV besitzen auf Genomebene eine Sequenzhomologie von 42,5%; die Mehrzahl der
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immunmodulatorischen Gene weisen jedoch keine Sequenzhomologien auf. Dennoch haben
sich analoge Mechanismen der Immunmodulation entwickelt, die eine Ubertragung der im
murinen Modell erworbenen Erkenntnisse auf die HCMV-Infektion erlauben (Reddehase,
2002; Mocarski, 2002). Von den 170 fur mCMV beschriebenen ORFs zeigen 78 eine
signifikante Sequenzhomologie mit HCMV-Proteinen (Rawlinson et al., 1996; Landolfo et al.,
2003).

Einen groRRen Vorteil fir die Untersuchung der Funktion sowie der in vivo-Relevanz einzelner
Gene bieten murine Infektionsmodelle mit genetisch manipulierten Viren und/oder Wirten.
Des Weiteren kdnnen in etablierten Tiermodellen Fragestellungen untersucht werden, die im

humanen System aus ethischen Griinden nicht vertretbar sind.

Fur die experimentelle mCMV-Infektion werden Uberwiegend zwei Laborstamme
verwendet, Smith (Smith, 1954) und K181 (Hudson et al., 1976). Zundchst war eine
Mutagenese des Virusgenoms nur im Zuge einer ineffizienten homologen Rekombination in
eukaryotischen Zellen moglich (Spate und Mocarski, 1987). Die Klonierung des mCMV-
Genoms in kunstliche Bakterienchromosomen (BAC, bacterial artificial chromosome) machte
den Weg fiur mannigfaltige Genmanipulationen in E. coli frei (Messerle et al., 1997; Wagner
et al., 1999; Redwood et al., 2005).

1.3 Immunologische Kontrolle der CMV-Infektion

Die immunologische Kontrolle der CMV-Infektion beruht im immunkompetenten Wirt auf
einem Zusammenspiel von Komponenten des angeborenen und adaptiven Immunsystems
(Reddehase, 2002; Paludan et al., 2011). Wahrend Typ-I Interferone (IFN) und natirliche
Killer (NK)- Zellen — Hauptkomponenten des angeborenen Immunsystems — eine essentielle
Rolle fur die Eindammung der frihen CMV-Infektion spielen (Bukowski et al., 1984; Biron et
al., 1989; Arase et al., 2002; Salazar-Mather et al., 2002), ist die adaptive zytotoxische CD8
T-Zellantwort fur die Terminierung der CMV-Infektion unabdingbar (Welsh et al., 1991; Jonjic
et al., 1994; Reddehase et al., 1994).

Eine weitere Komponente des adaptiven Immunsystems ist die Antikdrper-vermittelte
humorale Immunitdt, die aber bei der Kontrolle der CMV-Primarinfektion nur eine
untergeordnete Rolle spielt. Vielmehr sind die von B-Zellen sezernierten CMV-spezifischen
Antikorper in der Lage, die Virusdissemination im Verlauf einer rekurrenten oder Sekundar-
Infektion zu limitieren (Jonjic et al., 1994; Reddehase et al., 1994; Klenovsek et al., 2007,
Wirtz et al., 2008).
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1.3.1 Reaktion des angeborenen Immunsystems

Das angeborene Immunsystem stellt eine erste Verteidigungslinie gegen eindringende
Pathogene dar. Deren Detektion erfolgt durch spezialisierte Rezeptoren, sog. pattern-
recognition receptors (PRRs), die auf verschiedensten Zellen des Immunsystems exprimiert
werden und konservierte charakteristische Strukturen, sog. pathogen-associated molecular
patterns (PAMPs), auf den Pathogenen erkennen (Akira et al., 2006; Lotze et al., 2007).
Uber verschiedene Signalkaskaden fiihrt die Erkennung anschlieBend zu einer Aktivierung
von Transkriptionsfaktoren und dadurch entweder direkt oder indirekt Gber Zytokine zur
Initiierung einer friihen antiviralen Immunantwort (Akira et al., 2001; Janeway und Medzhitov,
2002; Kawai und Akira, 2010). Neben den PAMPs wird das Immunsystem auch durch
endogene Signale, sog. damage-associated molecular patterns (DAMPs), alarmiert, die
infolge von Zellschadigung durch das Auflésen der Zelle freigesetzt werden. Sie werden
meist durch die gleichen PRRs wie auch die PAMPs erkannt (Lotze et al., 2007; Tang et al.,
2012).

Die bekanntesten PRRs sind die membranstandigen Toll-like Rezeptoren (TLRs) auf der
Zytoplasmamembran oder in endosomalen Kompartimenten (Akira et al., 2006; Kawai und
Akira, 2010; Paludan et al., 2011). Wahrend die TLRs auf der Zytoplasmamembran
hydrophobe Liganden wie Lipide und Proteine binden, sind die endosomalen TLRs fir die
Erkennung von Nukleinsauren zustandig (Takeuchi und Akira, 2010; Paludan et al., 2011).
Bisher sind vier TLRs (TLR2, 3, 7 und 9) beschrieben, die entweder an CMV-Proteine auf
der Zelloberflache oder an intrazellulare CMV-Nukleinsauren binden (Tabeta et al., 2004;
Boehme et al., 2006; Paludan et al., 2011).

Neben den gut charakterisierten TLRs wurden kirzlich verschiedene intrazellulare PRRs
identifiziert, die im Zytoplasma lokalisiert sind und Nukleinsauren erkennen (Takeuchi und
Akira, 2010; Paludan et al., 2011). Von besonderer Relevanz sind neben RNA-Sensoren,
wie retinoic-acid-inducible gene | (RIG-I)-ahnlichen Rezeptoren (RLR) (Schlee et al., 2009)
und melanoma differentiation-associated gene 5 (MDAS5) (Pichlmair et al., 2009) auch DNA-
Sensoren, wie DAl (DNA-dependent activator of IFN-regulatory factor) (Takaoka et al.,
2007) und AIM2 (absence in melanoma 2) (Hornung et al., 2009). Des Weiteren sind
zytoplasmatische PRRs bekannt, die vor allem auf zellulare Stressfaktoren und Inflammation
reagieren, hierzu zahlen die nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-ahnlichen
Rezeptoren (NLRs) (Kawai und Akira, 2010) oder RAGE (receptor for advanced glycation
end products) (Yan et al., 2010).

Zu den Haupteffektorzellen des angeborenen Immunsystems gegen virale Pathogene
gehdren neben Monozyten/Makrophagen und dendritischen Zellen (DCs) auch NK-Zellen.
Nach der Detektion viraler PAMPs und DAMPs kommt es zur Aktivierung der
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Transkriptionsfaktoren IFN-regulatory factor (IRF)-3 und -7, activator protein (AP)-1 und
nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-kB), die anschlieRend zur
Induktion proinflammatorischer Zytokine, wie tumor necrosis factor alpha (TNFa), Interleukin
(IL)-1B, -6 und -12, sowie Chemokine (z.B. CXCL8) und Typ-l IFN (IFN-a, IFN-B) fihren
(Kawai und Akira, 2006; Seth et al., 2006; Kawai und Akira, 2007; Kawai und Akira, 2010).

Das Interferon-System zahlt zu den zentralen Abwehrmechanismen der angeborenen
Immunantwort. Bereits vor tUber 50 Jahren wurde die antivirale Wirkung der Interferone in der
Literatur beschrieben (Isaacs und Lindenmann, 1957). Mittlerweile ist bekannt, dass das
Interferon-System eine viel weitreichendere Funktion einnimmt und durch eine Vielzahl von
Stimuli induziert werden kann (Pestka et al., 1987; Samuel, 2001). Es besitzt neben seinen
antiviralen Eigenschaften auch eine regulatorische Funktion beim Zellwachstum und bei der
Immunmodulation (Grander et al., 1997; Biron, 2001). Den Interferonen kommt aufgrund der
Induktion der major histocompatibility complex class | (MHC-I)-Genexpresion (Bukowski et
al., 1985; Israel et al., 1986; Korber et al., 1987) und der Aktivierung von NK-Zellen (Biron et
al., 1996; Biron et al., 1999) eine verbindende Funktion zwischen angeborener und adaptiver

Immunantwort zu (Biron, 2001).

Zu den Typ-l Interferonen gehoren verschiedene Subtypen von IFN-a, die hauptséchlich
von Leukozyten, und IFN-B, das nahezu von allen kernhaltigen Zellen exprimiert wird. IFN-y
zahlt zu den Typ-Il Interferonen und wird von verschiedenen Immunzellen, wie CD4 und
CD8 T-Zellen oder NK-Zellen produziert (Taniguchi und Takaoka, 2001; Zimmermann und
Hengel, 2006).

Die NK-Zellen nehmen eine Sonderstellung im Zuge der angeborenen Immunantwort ein, da
sie neben der Sezernierung verschiedener Zytokine (TNFa, IFN-y, IL-5, -10 und -13) und
Chemokine auch an der Initiation und Aufrechterhaltung der adaptiven Immunantwort
beteiligt sind (Jonjic et al., 2006). Des Weiteren sind NK-Zellen in der Lage in infizierten
Zellen entweder indirekt Gber Perforin und Granzym B (Tay et al., 1997; van Dommelen et
al., 2003) oder direkt durch Bindung an Todesrezeptoren (z.B. Fas) Apoptose zu induzieren
(Nagata, 1997; Smyth et al.,, 2003; Chavez-Galan et al., 2009). lhre Aktivierung erfolgt
unspezifisch und unterliegt einem Zusammenspiel von inhibitorischen und aktivierenden
Rezeptoren (Kirwan und Burshtyn, 2007).

Nach CMV-Infektion wird die MHC-I Expression auf der Oberflache von infizierten Zellen
herabreguliert und fuhrt zu einer verminderten Erkennung durch CD8 T-Zellen (Reddehase,
2002). Diese Herabregulation von MHC-I kann jedoch nach der ,missing-self Theorie* (Kéarre
et al.,, 1986) zu einer Aktivierung von NK-Zellen fiihren. Bereits in frihen Studien konnte
gezeigt werden, dass eine eingeschrankte NK-Zell-Funktion zu einer erhdhten viralen
Suszeptibilitat fuhrt (Shellam et al., 1981; Bukowski et al., 1984; Shanley, 1990; Welsh et al.,
1991) und dass der adoptive Transfer von NK-Zellen in immunsupprimierte Mause vor CMV-
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Pathogenese schiitzt (Bukowski et al., 1985; Bukowski et al., 1988). Beim Menschen konnte
eine NK-Defizienz mit einer erhdhten Zahl an Primérinfektionen und Reaktivierungen in
Verbindung gebracht werden (Shellam et al., 1981; Biron et al., 1989).

Die NK-Zell-Kontrolle ist im Wirtsorganismus genetisch determiniert und fihrt zu einer
unterschiedlichen mCMV-Suszeptibiltat verschiedener Mausstamme (Bancroft et al.,
1981). Der Unterschied hinsichtlich der NK-Zell-Kontrolle zwischen C57BL/6- und BALB/c-
Mausen konnte mit Hilfe genetischer Analysen auf das CMV1-Allel innerhalb des NK-Lokus
der C57BL/6-Maus zuriickgefiihrt werden (Allan und Shellam, 1984), das fir den
aktivierenden NK-Zellrezeptor Ly49H (Klra8, killer cell lectin-like receptor 8) kodiert (Scalzo
et al., 1990; Brown et al., 2001; Lee et al., 2001). Dieser Rezeptor interagiert mit dem viralen
Glykoprotein m157, das auf der Oberflache infizierter Zellen exprimiert wird, und aktiviert NK-
Zellen in der C57BL/6-Maus (Arase et al., 2002; Smith et al., 2002; Arase und Lanier, 2004;
Jonjic et al., 2006). Dagegen fuhrt die Deletion von m157 durch den Wegfall der NK-Zell-
Kontrolle Gber Ly49H zu einer Zunahme der Virulenz (Bubic et al., 2004). Eine Aktivierung
der NK-Zellen tber Ly49H ist in der BALB/c-Maus nicht mdglich, da deren NK-Zellen diesen
Rezeptor nicht exprimieren (Brown et al., 2001; Daniels et al., 2001; Lee et al., 2001).

In der BALB/c-Maus sowie in nahezu allen anderen Mausstammen und natirlichen
Mauspopulationen wird die Aktivierung der NK-Zellen hauptséchlich Gber den aktivierenden
NK-Zell-Rezeptor NKG2D (natural killer group 2D), der verschiedene Liganden auf infizierten
Zellen erkennt, vermittelt (Redwood et al., 2013). Zu den Liganden zahlen Mitglieder der
RAE-1- (retinoic acid early-inducible gene-1) und H60-Familie sowie MULT-1 (murine UL16
protein-like transcript 1). Die Bindung von NKG2D an einen der Liganden fihrt zur
Aktivierung der NK-Zell-Zytotoxizitat sowie zur Produktion von IFN-y und TNF-a (Brown et
al., 2001; Krmpatic et al., 2002; Vidal et al., 2013).

1.3.2 Reaktion des adaptiven Immunsystems

Das angeborene Immunsystem vermittelt gegen Infektionen wie CMV nur einen temporaren
Schutz und ist bis zur Initiation der adaptiven Immunantwort primar fur eine Einddmmung der
Infektion im Organismus verantwortlich (Krmpotic et al., 2003). Eigenschaften wie Spezifitat,
Diversitat und die Bildung von Gedachtnis (Memory)-Zellen reprasentieren elementare

Eigenschaften der adaptiven Immunantwort (Ahmed und Gray, 1996).

Zu den Haupteffektoren des adaptiven Immunsystems nach CMV-Infektion zahlen die
zytotoxischen CD8 T-Zellen (CTLs, cytotoxic T lymphocytes), deren Immunantwort — bedingt
durch klonale Expansion und Differenzierung — etwa 3 Tage nach Infektion einsetzt (Quinnan
et al.,, 1978; Hokeness et al., 2007; Béhm et al., 2008). Die Aktivierung der CD8 T-Zellen,
das sog. CD8 T-Zell-Priming, beruht auf der Detektion von prozessierten Peptiden auf MHC-I
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Molekilen auf der Oberflache professionell Antigen-prasentierender Zellen (profAPCs,
professional antigen presenting cells). Weiterhin ist die Interaktion kostimulatorischer
Molekile mit Liganden der Zielzelle sowie die Freisetzung verschiedener Zytokine durch
profAPCs flir das CD8 T-Zell-Priming essentiell (Rudolph et al., 2006).

Die spezifische Erkennung der Peptid-beladenen MHC-I (pMHC-1)-Komplexe erfolgt durch
den T-Zell-Rezeptor (TCR, T-cell receptor) zusammen mit weiteren kostimulatorischen
Molekilen, die mit Liganden der Zielzelle interagieren (Marrack und Kappler, 1987). Nach
Antigenkontakt werden naive CD8 T-Zellen zur Proliferation angeregt (klonale Expansion)
und differenzieren zu CTLs. Gleichzeitig kommt es zur Generierung von Memory-T-Zellen,
die als immunologisches Gedachtnis im Korper verbleiben und bei erneutem Antigenkontakt
schnell aktiviert werden kénnen (Stemberger et al., 2007).

Zu den Effektorfunktionen von CTLs zahlen neben der direkten zytolytischen Aktivitat
(Doherty, 1993), auch die Sezernierung von Zytokinen (TNFa, IFN-y) und Chemokinen
(Harty et al., 2000). Wie bei den NK-Zellen kann die zytolytische Aktivitat entweder direkt
Uber die Bindung von Todesrezeptoren (z.B. Fas) oder indirekt tGiber Perforin und Granzym B
erfolgen (Chavez-Galan et al., 2009).

Die essentielle Bedeutung von CD8 T-Zellen fir die Kontrolle der CMV-Infektion wurde
in verschiedenen Systemen eindeutig belegt. Bereits 1985 konnten Reddehase und Kollegen
zeigen, dass sowohl ein praventiver als auch therapeutischer Transfer mCMV-spezifischer
CD8 T-Zellen immunsupprimierte BALB/c-M&ause vor einer mCMV-Infektion schutzt
(Reddehase et al., 1985). Die CD8-negative Restpopulation vermittelte dagegen keinen
Schutz. Das protektive Potential mCMV-spezifischer CD8 T-Zellen konnte durch den
Transfer in vitro generierter mCMV-Peptid-spezifischer CTL-Linien (CTLL, cytotoxic T
lymphocyte line) bestétigt werden (Holtappels et al., 2000a; Holtappels et al., 2001; Pahl-
Seibert et al., 2005). Im kliniknahen Modell der experimentellen Knochenmarktransplantation
(KMT) wurde zudem gezeigt, dass die Rekonstitution der CD8 T-Zellantwort essentiell ist,
um die akute mCMV-Infektion zu terminieren (Alterio de Goss et al., 1998; Holtappels et al.,
1998; Podlech et al., 1998; Podlech et al., 2000). Dieser Befund konnte spater auch fir die
Kontrolle der HCMV-Infektion nach KMT bestatigt werden (Reusser et al., 1991; Riddel und
Greenberg, 1995; Cobbold et al., 2005). Bei Organtransplantat-Empfangern zeigt meist nur
der adoptive Transfer von CD8 T-Zellen eine Wirkung (Riddel et al., 1992; Walter et al.,
1995; Einsele et al., 2002; Feuchtinger et al., 2010; Peggs et al., 2011).

Die CD8 T-Zellantwort gegen Pathogene ist durch ein spezfisches Erkennungsmuster
gepragt, das abhangig vom MHC-I Haplotyp von einzelnen CD8 T-Zellspezifitaten dominiert
wird. In der BALB/c-Maus (Haplotyp: H-2% konnten bisher 9 antigene mCMV-Peptide
identifiziert werden, von denen Peptide aus den ORFs M105, m123 (IE1), m145 und m164 in
der akuten Phase der Infektion eine immundominante CD8 T-Zellantwort induzieren
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(Holtappels et al., 2006b; Holtappels et al., 2008b; Holtappels et al., 2013). In der C57BL/6-
Maus wurden bisher 24 antigene mCMV-Peptide beschrieben, von denen M38, M45, M57,
m139 und m141 in der akuten Phase der Infektion als immundominant eingestuft werden
(Munks et al., 2006a, b). Die Immundominanz der Spezifitdten korreliert jedoch nicht mit
deren protektivem Potential und es konnte gezeigt werden, dass subdominante Spezifitaten
ein vergleichbares protektives Potential haben wie dominante Spezifitaten (Holtappels et al.,
2008b, Ebert et al., 2012a).

1.4  Antigenprasentation und CD8 T-Zell-Priming nach CMV-Infektion

Bisher sind zwei allgemein akzeptierte MHC-I-vermittelte Antigenprésentationswege
beschrieben. Wéhrend die direkte Prasentation von pMHC-I-Komplexen auf der endogenen
Prozessierung viraler Proteine der infizierten Zelle basiert (Rock et al., 2002), wird bei der
Cross-Prasentation antigenes Material aus der extrazellularen Umgebung aufgenommen
und daraus prozessierte Peptide Uber MHC-I auf der nicht infizierten Zelle présentiert
(Bevan, 1976; Rock et al., 1990; Heath und Carbone, 1999).

Da sowohl HCMV als auch mCMV effektive Immunevasionsmechanismen besitzen, die der
direkten MHC-I-vermittelten Prasentation viraler Antigene entgegenwirken, spielt die Cross-
Prasentation fur eine effektive CD8 T-Zellantwort méglicherweise eine vorrangige Rolle
(Gold et al., 2002; Basta und Bennink, 2003; Munks et al., 2007; Béhm et al., 2008).

1.4.1 Direkte Prasentation endogener Peptide

Durch die direkte Prasentation von pMHC-I Komplexen sind infizierte oder transformierte
Zellen in der Lage, die Synthese fremder oder mutierter Proteine den CD8 T-Zellen zu
signalisieren. Die daraus resultierende Initiation einer CD8 T-Zellantwort gegen ein Antigen,
das von der Zelle selbst synthetisiert wurde, wird auch als direktes Priming (direct priming)
bezeichnet.

Beim direkten Prasentationsweg werden endogen synthetisierte Proteine im Zytosol durch
das Proteasom prozessiert und die entstandenen Peptide via TAP (Transporter associated
with antigen presentation) in das endoplasmatische Retikulum (ER) transloziert. Hier werden
die antigenen Peptide mit Hilfe des Peptid-Beladungskomplexes auf neu synthetisierte MHC-
| Molekille geladen (Suh et al., 1994; Grandea et al., 1995). Die pMHC-I Komplexe werden
dann dber den konstitutiven sekretorischen Transportweg zur Zelloberflaiche transportiert
(Townsend et al., 1989; Segura und Villadangos, 2011).

Die intrazellulare Prozessierung sowohl fremder als auch zelleigener Proteine findet im

Proteasom statt, das die Spaltung der entfalteten Proteine nach hydrophoben, basischen
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oder sauren Aminosaureresten katalysiert (Rock und Goldberg, 1999; Rock et al., 2002).
Dadurch entstehen Peptide mit einer Lange von 3-20 Aminosauren, die durch zytosolische
Peptidasen und durch Aminopeptidasen im ER weiter getrimmt werden, bis Peptide in der
Lange von 8-10 Aminosauren entstehen (Serwold et al., 2002; Rock et al., 2004; Saveanu et
al., 2005). Das u.a. von aktivierten CD8 T-Zellen sezernierte IFN-y induziert die Bildung von
alternativen katalytischen Proteasom-Untereinheiten, die nach deren Einbau das
Immunoproteasom bilden (Hisamatsu et al., 1996). Dies erhtht die Variabilitat der
generierten Peptide, da sich die proteolytische Aktivitat der beiden Proteasomen-Typen
voneinander unterscheidet (Toes et al., 2001). In Zellen immunologisch relevanter Organe
wie Lymphknoten (LK) und Milz erhéht das Vorkommen beider Proteasomen-Arten nicht nur
die Menge sondern auch die Variabilitdt der generierten Peptide und steigert dadurch die

Effizienz der Immunantwort (Toes et al., 2001).

1.4.2 Cross-Prasentation exogener Peptide

Der Begriff Cross-Prasentation bezeichnet die Fahigkeit von profAPCs exogenes antigenes
Material via MHC-I zu présentieren. Die daraus resultierende Initiation einer antiviralen CD8
T-Zellantwort gegen ein Antigen, das nicht von der profAPC selbst synthetisiert wurde, wird
als Cross-Priming bezeichnet (Bevan, 1976; Heath und Carbone, 1999; den Haan und
Bevan, 2001; Bevan, 2006; Shen und Rock, 2006). Exogene Antigene folgen nach
Internalisierung durch Mikro- oder Makropinozytose, Rezeptor-vermittelter Endozytose oder
Phagozytose wahrscheinlich einem von zwei Hauptwegen, die bisher fir die Cross-
Prasentation beschrieben worden sind (Rock und Shen, 2005; Segura und Villadangos,
2011).

Beim TAP-unabhangigen, endozytotischen oder vakuoldaren Weg findet die Peptid-
Prozessierung durch intraendosomale Proteasen wie Cathepsin S ohne Beteiligung des
Proteasoms statt (Shen et al.,, 2004). Die Peptid-Beladung von MHC-I Molekiilen erfolgt
ebenfalls in den endosomalen Kompartimenten (Houde et al., 2003; Burgdorf et al., 2008).
Die Literatur liefert Hinweise darauf, dass diese MHC-I Molekile mdglicherweise von der
Zelloberflache stammen und durch Endozytose in das Endosom gelangen; das saure Milieu
des Endosoms erlaubt mdglicherweise eine Neubeladung der MHC-I-Komplexe, die
anschlie3end wieder zurtick auf die Zelloberflache transportiert werden (Di Pucchio et al.,
2008; Merzougui et al., 2011; Segura und Villadangos, 2011).

Im Gegensatz dazu werden beim TAP-abh&angigen, zytosolischen Weg exogene Antigene
vom Endosom ins Zytosol transportiert und im Proteasom prozessiert (Kovacsovics-
Bankowski und Rock, 1995; Norbury et al., 1997; Palmowski et al., 2006). Die Translokation
der Peptide via TAP ins ER und die Beladung von MHC-I Molekilen mit Hilfe des Peptid-
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Beladungskomplexes (Huang et al., 1996) sowie der Transport der pMHC-I-Komplexe zur
Zelloberflache erfolgt anschliel3end analog dem direkten Prasentationsweg (siehe 1.4.1).

In vivo gilt der zytosolische Weg als der relevanteste Cross-Prasentationsweg (Rock und
Shen, 2005).

In der Literatur wird jangst Uber einen dritten Mechanismus diskutiert, dem sog. Cross-
Dressing. Hierbei werden praformierte pMHC-1 Komplexe von der Plasmamembran
infizierter oder toter Nachbarzellen Uber einen aktiven Transfer, der sog. Trogozytose,
aufgenommen und fur das CD8 T-Zell-Priming verwendet (Dolan et al., 2006; Wakim und
Bevan, 2011). Li und Kollegen konnten zeigen, dass CD8/CD103" DCs sowohl naive als

auch Memory CD8 T-Zellen durch Cross-Dressing aktivieren kénnen (Li et al., 2012).

1.4.3 Dendritische Zellen — professionell cross-prasentierende Zellen

Als cross-prasentierende Zellen sind in der Literatur DCs, B-Zellen und Makrophagen
beschrieben. Die F&ahigkeit der Cross-Prasentation wird nach Infektion zudem weiteren
Zelltypen, wie neutrophilen Granulozyten, basophilen Granulozyten, Mastzellen und
Endothelzellen zugeschrieben (Flinsenberg et al., 2011). Wahrend die Aufgabe der
Makrophagen insbesondere im Transport von nicht prozessiertem Antigen zu anderen APCs,
wie B-Zellen und DCs liegt (Gonzalez et al., 2009; Lee et al., 2009; Turley et al., 2010),
besitzen DCs die einzigartige Fahigkeit CD8 T-Zellen in vivo cross zu primen (Carbone et al.,
1998; Guermonprez et al., 2002; Heath und Carbone, 2010; Kurts et al., 2010; Flinsenberg et
al., 2011).

Ausgestattet mit einem Arsenal an PRRs (siehe 1.3.1) und der Fahigkeit, Antigen direkt oder
cross zu prasentieren, sind DCs flr die Regulation verschiedenster Immunantworten
verantwortlich (Steinman und Banchereau, 2007). Sie sind in peripheren Geweben
positioniert, um nach Antigenaufnahme T-Zellen zu aktivieren (Huang et al., 2000).

DCs reifen und differenzieren infolge mikrobieller Stimuli und kdénnen in verschiedene
Untergruppen mit bestimmten PRRs und Funktionen eingeteilt werden (Reis e Sousa, 2006;
Dudziak et al., 2007; Shortman und Naik, 2007).

Vorlauferzellen aus dem Knochenmark differenzieren tberwiegend in zwei Hauptgruppen
von DCs, die plasmazytoiden DCs (pDCs) und die konventionellen DCs (cDCs)
(Shortman und Liu, 2002). pDCs migrieren Uber das Blut zwischen sekundaren,
lymphatischen Organen und produzieren eine grof3e Menge Typ-I IFN nach viraler Infektion
(Swiecki und Colonna, 2010). cDCs kdnnen zusatzlich in Organ-residente oder migratorische
DCs unterteilt werden (Villadangos und Schnorrer, 2007). Die Organ-residenten DCs
gliedern sich ihrerseits wieder in 3 Untergruppen, CD8-positive (i), CD4-positive (i) und
doppelt-negative (iii), und kénnen in Milz, LK und Thymus gefunden werden (Vremec et al.,
2000; Shortman und Liu, 2002; Turley et al., 2010).
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Die CD8-positiven (CD8"), Organ-residenten DCs differenzieren direkt in den sekundéaren,
lymphatischen Organen und sind dort fur die Antigenaufnahme sowie Antigenprasentation
verantwortlich (Shortman und Heath, 2010; Dresch et al., 2012). Die migratorischen DCs
sind Uberwiegend in nicht-lymphoiden Organen zu finden und fungieren als Wachter, die
Antigene aufnehmen, Uber die Lymphe zum drainierenden LK wandern und dort Antigene
prasentieren. Sie umfassen zwei Hauptpopulationen, CD103" CD11b oder CD103" CD11b"
DCs (Poulin et al., 2007; Ginhoux et al., 2009; Turley et al., 2010). Neben diesen beiden DC-
Subtypen sind noch die inflammatorischen DCs zu nennen, die sich im Zuge einer

Entzindungsreaktion aus Monozyten entwickeln kénnen (Leon et al., 2007).

DC -Vorlaufer

plasmazytoide DC konventionelle DC inflammatorische DC
CD1lc*" CD11c* CD11c*
CD11b- CD11b*
B220" Ly6C*
GR1*
migratorische DC Organ-residente DC
CD103*  CD103 cbs* CcD8 CcD8
CD11b-  CD11b* CD4 CDh4 CD4*

CD11lb- CD11b*  CD11b*

Abb. 1.2: Chrakterisierung muriner DC-Subtypen (Turley et al., 2010)

In der Maus besitzen Organ-residente CD8" DCs und migratorische CD103" DCs die
Fahigkeit der Antigen-Cross-Prasentation (den Han et al., 2000; Shortman und Heath, 2010).
Beide sind in der Lage antigenes Material von absterbenden oder toten Zellen aufzunehmen
und dieses cross zu prasentieren (lyoda et al., 2002; Schulz und Reis e Sousa, 2002; Dresch
et al., 2012). Neben diesen sind auch inflammatorische DCs in der Lage, Antigen cross zu

prasentieren (Shortman et al., 2010).

Die murinen CD8" DCs in der Milz oder dem drainierenden LK exprimieren selektiv die
Transkriptionsfaktoren Batf3 (basic leucine zipper transcription factor, ATF-like 3) und IRF8
(interferon regulatory factor 8) (Dresch et al., 2012), sowie den Chemokinrezeptor XCR1 und
ein hohes Level an CD24, welches als essentielles kostimulatorisches Molekul fiir T-Zellen
gilt (Askew und Harding, 2008). Des Weiteren exprimieren CD8" DCs bestimmte
endozytotische Rezeptoren wie Clec9a (C-type lectin domain family 9, member a), DC-SIGN

(dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing non-integrin; CD209) und
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DEC205 (CD205), sowie Mannose-Rezeptor 1 (CD206) und Fc-Rezeptoren (Kurts et al.,
2010; Shortman et al., 2010; Nierkens et al., 2013).

Das humane Pendant zu murinen CD8" DCs sind BDCA3" (human blood DC antigen 3)
DCs, die ebenfalls XCR1 und Clec9a auf ihrer Oberflache exprimieren und die Fahigkeit der
Antigen-Cross-Prasentation besitzen (Bachem et al., 2010; Crozat et al., 2010; Poulin et al.,
2010).

Einige Studien weisen darauf hin, dass CD8" DCs erst im Laufe ihrer Entwicklung die
Kapazitat der Antigen-Cross-Prasentation erwerben (de Brito et al., 2011; Sathe et al., 2011;
Zhan et al., 2011). Die volle Entwicklung zur reifen DC mit immunogenen Eigenschaften
fordert die Erkennung von PAMPs Uber PRRs wie TLRs, NLRs und RLRs (siehe 1.3.1).
PAMPs, DAMPs und inflammatorische Zytokine wie GM-CSF, die im Zuge der viralen
Infektion oder nach dem programmierten Zelltod auftreten, mobilisieren nicht nur DC-
Vorlauferzellen sondern agieren auch synergistisch fur eine effektive Cross-Prasentation (de
Brito et al., 2011; Sancho und Reis e Sousa, 2013). Nach Infektion kann die Aktivierung von
TLR3 und 9 in DCs auch die Cross-Préasentation und somit die CD8 T-Zell-Antwort
verstarken (Maurer et al., 2002; Schulz et al., 2005).

1.5 Immunmodulation durch CMV

Im Laufe der evolutionaren Adaptationsprozesse an den jeweiligen Wirt entwickelte CMV
mannigfaltige Strategien die antivirale Immunantwort zu modulieren, um einer vollstéandigen
Eliminierung durch das wirtseigene Immunsystem zu entgehen. Diese Strategien werden
unter Immunmodulation, -manipulation oder -evasion zusammengefasst. Es konnte bisher
sowohl fir HCMV als auch fir mCMV eine Anzahl an Proteinen identifiziert werden, die flr
eine Modulation (i) des angeborenen Immunsystems, (ii) des adaptiven Immunsystems, oder
(i) zellintrinsischer Mechanismen, zu denen auch die Induktion des programmierten Zelltods
zahlt, verantwortlich sind (Mocarski 2002; Reddehase 2002, Mocarski 2004; Hansen und
Bouvier, 2009; Miller-Kittrell und Sparer, 2009; Loewendorf und Benedict, 2010).

1.5.1 Immunmodulation der angeborenen und adaptiven Immunkontrolle

Typ-l Interferone und NK-Zellen gehdren zu den Hauptakteuren der angeborenen
Immunkontrolle bei CMV-Infektionen (Scalzo et al., 2007). Um dem Effekt der bereits fruh
nach Infektion induzierten Interferone (Navarro et al., 1998; Boyle et al., 1999) entgegen zu
wirken kodiert CMV fir Proteine, die deren Wirkung abschwéchen (Miller et al., 1999;
Powers et al., 2008). Die Bindung von IFN-a und - an ihre Rezeptoren fuhrt zur Aktivierung

der JAK/STAT (Janus kinase/signal transducer and activator of transcription)-Signalkaskade
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und letztendlich zur Transkription von Genen, welche die Zielzellen in einen antiviralen

Zustand versetzen, um eine Ausbreitung der Infektion zu verhindern (Mdiller et al., 1994).

Das mCMV-kodierte Protein M27 ist ein viraler Inhibitor der JAK/STAT-Signalkaskade, das
durch Herabregulation von STAT2 auf das Typ | und Il IFN-Signaling einwirkt (Zimmermann
et al., 2005). Es verhindert die Expression von zellularem STAT2, indem es die Transkription
von Bestandteilen des Immunoproteasoms negativ beeinflusst (Abenes et al., 2001;
Zimmermann et al., 2005). Da das Immunoproteasom die Prozessierung von MHC-I
Peptiden und dadurch deren Prasentation steigert, bewahrt M27 mCMV nicht nur vor einem
direkten antiviralen Effekt, sondern auch vor der Prasentation viraler Peptide an CD8
T-Zellen (Miller-Kittrell und Sparer, 2009).

Die mCMV-Proteine m142 und m143 sind in der Lage die virale Proteinsynthese und
Replikation zu verbessern, indem sie die Aktivierung der IFN-induzierten Proteinkinase R
verhindern, die ansonsten eine effiziente virale Proteinsynthese und Replikation in infizierten

Zellen verhindern wiirde.

Ein weiteres Ziel immunmodulatorischer mCMV-Proteine ist die NK-Zellkontrolle. Das mCMV
kodiert fur mehrere Proteine, die die Oberflachenexpression von aktivierenden NK-Zell-
Liganden vermindern (Jonjic et al., 2008; Lenac et al., 2008). Es konnten bisher vier virale
Proteine identifiziert werden, die die Aktivierung des NK-Zellrezeptors NKG2D negativ
beeinflussen: m138 interferiert mit der Oberflachenexpression der Liganden MULT-1 und
H60 (Lenac et al., 2006), m145 inhibiert die Oberflachenexpression von MULT-1 (Krmpotic
et al.,, 2005), ml152 ist fur die intrazellulare Retention der unterschiedlichen RAE-1-
Isoformen verantwortlich (Lodoen et al.,, 2003), und m155 vermindert die Expression von
H60 auf der Oberflache von infizierten Zellen (Lodoen et al.,2004; Hasan et al., 2005).

Die Modulation des pMHC-I Prasentationsweges im Zuge der CD8 T-Zellkontrolle zahlt zu
den fur CMV am besten charakterisierten Immunevasionsmechanismen (Hengel et al., 1999;
Kavanagh und Hill, 2001; Reddehase, 2002; Reddehase et al., 2004; Holtappels et al.,
2006a; Doom und Hill, 2008; Lemmermann et al., 2012). Die von mCMV kodierten
Immunevasionsproteine m04/gp34, m06/gp48 und m152/gp40, in der Literatur auch als
VRAPs (viral regulators of antigen presentation) bekannt (Holtappels et al., 2006a; Béhm et
al., 2008), interferieren mit der Prasentation von pMHC-I Komplexen auf der Oberflache
infizierter Zellen. m04 bildet im ER einen stabilen Komplex mit pMHC-I Molekiilen und wird
an die Zelloberflache transportiert. Dort verhindert es durch Ligation inhibitorischer
Rezeptoren der Ly49-Familie die Aktivierung der NK-Zellen tber missing-self recognition
(Kielczewska et al., 2009; Babic et al., 2010; Lemmermann et al., 2011; Lemmermann et al.,
2012). m06 bindet ebenfalls stabil an pMHC-I Molekile im ER und vermittelt deren Transport
aus dem ER in den endolysosomalen Abbauweg der Zelle (Reusch et al., 1999). m152 ist
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das Hauptimmunevasionsprotein und bindet transient an pMHC-I Komplexe. Dies fihrt zu
einer Retention der pMHC-I Komplexe im ER-Golgi Intermediate Compartment (ERGIC) und
dadurch zu einer verringerten Peptidprasentation auf der Zelloberflache infizierter Zellen (del
Val et al., 1992; Thale et al., 1995; Ziegler et al., 1997; Ziegler et al., 2000; Lemmermann et
al., 2012).

1.5.2 Modulation des programmierten Zelltods nach CMV-Infektion

Zu den wichtigsten Wirtsabwehrmechanismen gegen intrazellulare Erreger wie Viren gehort
die Induktion des programmierten Zelltods. Um infizierte Zellen hiervor zu schitzen haben
Viren verschiedene Strategien entwickelt, die in die Induktion und Regulation des
programmierten Zelltods eingreifen. Dies ist insbesondere fir langsam replizierende Viren
wie CMV von essentieller Bedeutung, um einen vollstandigen Replikationszyklus gewahr-
leisten zu kdnnen. Sowohl HCMV als auch mCMV kodieren fir verschiedene Inhibitoren, die
mit Regulatoren des extrinsischen oder intrinsischen Apoptose-Signalwegs interferieren
(Brune, 2011; Mocarski et al., 2011; Fliss und Brune, 2012; Handke et al., 2012). Zu den am
besten charakterisierten Inhibitoren z&hlen vICA (viral inhibitor of caspase-8-induced
apoptosis) (Skaletskaya et al., 2001), vMIA (viral mitochondrial inhibitor of apoptosis)
(Goldmacher et al., 1999) und vIBO (viral inhibitor of Bak oligomerization) (Cam et al., 2010).
AulBerdem ist fir mCMV ein weiterer Inhibitor, VIRS (viral inhibitor of receptor interacting
protein (RIP)-mediated signaling), beschrieben, der mit der programmierten Nekrose oder
Nekroptose interferiert (Mack et al., 2008). Dieser Inhibitor ist in der Literatur auch als VIRA
(viral inhibitor of RIP activation) bekannt (Upton et al., 2008) und beeinflusst einen
alternativen Mechanismus des programmierten Zelltods, der als Backup-Weg zur Apoptose
fungiert (Festjens et al., 2006; Han et al., 2011; Kaczmarek et al., 2013).

1.5.2.1 Modulation der Apoptose-Induktion

Die am besten charakterisierte Form des programmierten Zelltods — die Apoptose — wird
durch verschiedene Caspasen, eine Familie von Aspartat-spezifischen Zystein-Proteasen,
gesteuert. Dies geschieht wunter regulierten Bedingungen ohne Initiation einer
Entziindungsreaktion. Daher findet der programmierte Zelltod durch Apoptose auch in
verschiedenen physiologischen Prozessen wie der Embryonalentwicklung sowie im Kontext
der Gewebehomoostase statt (EImore, 2007).

Der Begriff Apoptose wurde eingefuihrt, um eine regulierte Form des Zelltods mit einer
bestimmten Morphologie gegeniiber der Nekrose abzugrenzen. Die Apoptose ist ein
zellautonomer Prozess, der durch (i) Schrumpfen der Zelle, (i) Kondensierung des
Chromatins und (iii) Fragmentierung der DNA gekennzeichnet ist. Des Weiteren kommt es
zu einem (iv) geordneten Abbau der Zelle in kleine membranumhiillte Vesikel, sog. apoptotic
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bodies (Kerr et al., 1972; Hacker, 2000). Die Exposition von Phosphatidylserin auf der
extrazellularen Seite der Zellmembran wird von Phagozyten erkannt, die anschlieRend die
Zellfragmente aufnehmen (Fadok et al., 1998). Die Apoptose wird hauptsachlich Uber zwei

definierte Signalwege induziert (Abb. 1.3).

Extrinsischer Signalweg Intrinsischer Signalweg

Plasmamembran

S S B a5

3 Intrazellulérer
DISC (?) Stress

& Smad- 4 @ @ 41.1

[ SIS e

8 ¢ m385 y

l {(Pro Caspase ):| Apoptosom

!

v
v

Apoptose |

Abb. 1.3: Schematische Darstellung des Apoptose-Signalings und dessen Inhibition durch
mCMV.

Der extrinsische Signalweg der Apoptose wird durch Bindung von Todesliganden (death
ligands) der Tumornekrosefaktor (TNF)-Superfamilie eingeleitet. Hierzu gehdren TNFa, FasL
(Fas-Ligand) und TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) mit den
korrespondierenden Rezeptoren TNFR1 (TNF receptor 1), Fas (CD95, APO-1) und TRAILR
1/2 (TNF-related apoptosis inducing ligand receptor 1/2). Diese Bindung fuhrt zur Rezeptor-
Trimerisierung und endet nach Rekrutierung verschiedener Adaptermolekile Uber ihre
Todesdoméne (DD, death domain) in der Formierung des DISC (death-inducing signaling
complex) (Walczak und Krammer, 2000; Lavrik et al., 2005; Fulda und Debatin, 2006).
Dieser Multiproteinkomplex beinhaltet neben dem Adaptermolekil FADD (Fas-associated
death domain) und dem Signaltransduktionsmolekil RIP1 (receptor-interacting protein 1)
auch anti-apoptotische Proteine wie clAP (cellular inhibitor of apoptosis protein). DISC

aktiviert die Initiator-Caspase-8, die anschlieBend entweder direkt oder indirekt Gber den
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intrinsischen Signalweg zur Initiation der Effektor-Caspasen 3, 6 und 7 fuhrt (Kischkel et al.,
1995; Scaffidi et al., 1998; Schutze et al., 2008).

Der intrinsische Signalweg kann durch zellinterne Stresssignale, wie DNA-Schaden,
oxidativen Stress durch reaktive Sauerstoffverbindungen (reactive oxygen species, ROS),
ER-Stress durch die Anhaufung fehlgefalteter Proteine oder intrazellulare Infektionen
ausgelost werden (Schmitt und Lowe, 1999; Mayer und Oberbauer, 2003). Diese Signale
fuhren zur Aktivierung pro-apoptotischer Proteine der B-cell lymphoma 2 (Bcl-2)-
Proteinfamilie, wie Bax (Bcl-2 associated X protein) und Bak (Bcl-2 antagonist/killer 1) sowie
zur Permeabilisierung der aufleren mitochondrialen Membran (mitochondrial outer
membrane permeabilization, MOMP). AnschlieRend kommt es zur Freisetzung von
apoptotischen Faktoren wie Zytochrom C, Smac (second mitochondrial activator of caspase;
DIABLO) und Omi (Htr2A) ins Zytosol der Zelle (Hengartner, 2000; Saelens et al., 2004). Die
Freisetzung von Zytochrom C bewirkt zusammen mit Apaf-1 (apoptotic protease activating
factor 1) und Caspase-9 die Formation des Apoptosoms, das die Effektor-Caspasen 3, 6 und
7 aktivieren kann (Cain et al., 2000). Smac und Omi fordern dagegen die Caspase-Aktivitat,
indem sie den Apoptoseinhibitor XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein) blockieren.
AulB3erdem ist beschrieben worden, dass bei Storung der DISC-Formierung die Spaltung von
Bid (BH3-interacting domain death agonist) durch Caspase-8 zu einer Verstarkung des
intrinsischen Signalings fuhren kann (Li et al., 1998; Luo et al., 1998).

Die fur mCMV am besten charakterisierten anti-apoptotischen Proteine werden durch die
ORFs M36 (VICA; HCMV: UL36, unique long region 36), m38.5 (vMIA; HCMV: UL37x1) und
m41.1 (vIBO) kodiert (siehe Abb. 1.3).

Wahrend m38.5 und m41.1 den intrinsischen Weg der Apoptose durch die Inhibierung von
MOMP unterdriicken (Norris et al.,, 2008; Cam et al., 2010; Brune, 2011; Handke et al.,
2012), ist mCMV durch M36 ebenfalls in der Lage, den extrinsischen Weg der Apoptose zu
unterbinden. Sowohl M36 als auch sein HCMV-Homolog UL36 binden an Pro-Caspase-8
und inhibieren deren proteolytische Prozessierung und Aktivierung. Hierdurch wird die
Rekrutierung von Pro-Caspase-8 an FADD unterbunden und die Formierung des DISC
inhibiert, so dass die Signalkaskade unterbrochen wird (Skaletskaya et al., 2001; Menard et
al., 2003; McCormick et al., 2003). Die Konservierung des vICA-Proteins bei nahezu allen
Betaherpesviren unterstreicht die Wichtigkeit der Apoptoseinhibition fir die Replikation
dieser Viren (McCormick et al., 2003).
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1.5.2.2 Modulation der Nekroptose-Induktion

Im Gegensatz zur Apoptose wurde die Nekrose lange Zeit als eine nichtregulierte Form des
Zelltods betrachtet, die nur infolge von schweren Verletzungen, Sauerstoffmangel, Hyper-
oder Hypothermie, sowie nach Kontakten mit Toxinen eintritt (Krysko et al., 2008; Vanden
Berghe et al., 2010).

Nekrotische Zellen sind durch eine frihe Permeabilisierung der Plasmamembran, sowie
eines Anschwellens der Zellorganellen charakterisiert. Hierdurch kommt es zur Zelllyse und
Freisetzung von intrazellularen Bestandteilen, die als DAMPs von PRRs erkannt werden
(Chen und Nunez, 2010) und eine Entziindungsreaktion auslésen kénnen (Festjens et al.,
2006; Vandenabeele et al., 2010, Krysko et al., 2011).

Erst in jungster Zeit wurde eine regulierte Form der Nekrose, die sog. programmierte
Nekrose (Chan et al., 2003) oder Nekroptose (Degterev et al., 2005), als eine Méglichkeit
des programmierten Zelltods definiert (Zong und Thompson, 2006; Vandenabeele et al.,
2010). Die Regulation der Nekroptose ist bisher kaum untersucht, jedoch konnte ein
Zusammenspiel des intrazellularen Signalings mit Kinasen der RIP-Familie, RIP1 und RIP3,
gezeigt werden (Abb. 1.4). Diese Kinasen interagieren tiber RHIM (RIP homotypic interaction
motif) miteinander (Holler et al., 2000; Declerq et al., 2009; Vandenabeele et al., 2010). Die
meisten Untersuchungen zur Nekroptose beschreiben den TNFR1-induzierten Signalweg
(Vandenabeele et al., 2010). Nach der Stimulation von Todesrezeptoren (TNFR1, Fas)
entscheidet die Ubiquitinierung von RIP1 Uber die Einleitung des programmierten Zelltods.
Wird RIP1 durch die Ligasen clAP1/2 ubiquitiniert fuhrt dies zur Aktivierung von NF-kB sowie
MAPKs (mitogen-activated protein kinases) und zum Uberleben der Zelle (Devin et al., 2000;
Bianchi und Meier, 2009; Long und Ryan, 2012). Dagegen erfolgt nach Deubiquitinierung
von RIP1 durch das Enzym Cylindromatosis (CYLD) (O’'Donnell et al., 2011), das Uber
Caspase-8 reguliert wird (Kaiser et al., 2011; Oberst et al., 2011), der Ubergang von
Komplex | zu Komplex Il (Micheau und Tschopp, 2003).

Der Komplex | ist eine DISC-dhnliche Caspase-8-aktivierende Plattform, die auch als
Ripoptosom bezeichnet wird (Vandenabeele et al., 2010; Bertrand und Vandenabeele, 2011;
Long and Ryan, 2012).

In Komplex lla katalysiert Caspase-8 die proteolytische Spaltung und Inaktivierung von
RIP1/3 und es erfolgt der Ubergang zur Apoptose (Lin et al., 1999, Feng et al., 2007).
Demgegentber fihrt die Unterdriickung der Pro-Caspase-8-Rekrutierung durch cFLIP
(cellular FADD-like interleukin-1 beta-converting enzyme (FLICE)-like inhibitory proteins)
oder virale Inhibitoren (z.B. vICA) in Komplex llb zur Akkumulation und Phosphorylierung
von RIP1/3 und damit zur Initiation der Nekroptose (Zhang et al., 2011).

Der Komplex Ilb wird auch als Nekrosom bezeichnet und rekrutiert Proteine wie MLKL
(mixed lineage kinase like protein) oder die Phosphatase PGAMS5 (phosphoglycerate mutase
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family member 5) (Zhao et al., 2012). Dies fihrt zu einer Uberproduktion von ROS in der
Zelle (Vanlangenakker et al., 2008; Zhang et al., 2009). Des Weiteren ist bekannt, dass RIP3
durch Interaktion mit DAI zur RIP3-abhangigen programmierten Nekrose fuhrt (Mocarski et
al., 2011; Upton et al.,, 2012). Die Auslosung der Nekroptose kann ebenfalls durch die
Aktivierung von TLR3 tber TRIF (TIR-domain containing adaptor protein-inducing IFN-8) und
dessen Interaktion mit RIP1/3 erfolgen (Feoktistova et al., 2011).
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Abb. 1.4: Schematische Darstellung des Nekroptose-Signalings und dessen Inhibition durch
mCMV.

Das fur mCMV charakterisierte anti-nekroptotische Protein (VIRS) wird durch den ORF
M45 kodiert. M45 wurde urspringlich als Ribonukleotid-Reduktase R1 Homolog beschrieben
(Rawlinson et al., 1996), das jedoch eine katalytisch inaktive Form der R1-Untereinheit
besitzt (Lembo et al., 2004; Lembo und Brune, 2009). M45 besitzt ein RHIM-Motiv durch das
es RHIM-abhangige Protein-Protein Interaktionen inhibieren kann und dadurch die Initiation
der Nekroptose unterbindet (Upton et al., 2008; Upton et al., 2010; Upton et al., 2012). M45
ist ebenfalls in der Lage, Interaktionen zwischen RIP und DAI (Kaiser et al., 2008; Rebsamen
et al., 2009) oder TRIF (McCormick and Mocarski, 2013) zu blockieren. Ein HCMV-Analogon

konnte bisher nicht identifiziert werden.
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1.6 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Die Initiation des programmierten Zelltods infizierter Zellen ist ein elementarer Bestandteil
der intrinsischen Abwehr, um der viralen Replikation in vivo entgegenzuwirken. Fir Viren wie
CMV, die einen langsamen Replikationszyklus besitzen, ist die Unterdriickung des
programmierten Zelltods essentiell, um eine produktive Infektion zu gewdahrleisten. Sowohl
fiur HCMV als auch fur mCMV konnten Zelltod-inhibierende Proteine charakterisiert werden,
die den programmierten Zelltod an verschiedenen Regulationsstellen unterdriicken (siehe
1.5.2).

Es war bereits bekannt, dass die Deletion dieser Zelltod-inhibierenden Proteine in vitro zu
einer verstarkten Induktion des programmierten Zelltods in Makrophagen fuhrt und dadurch
die virale Replikation beeintrachtigt (Brune et al, 2001; Menard et al., 2003). Auch in vivo
konnte gezeigt werden, dass die Anwesenheit von M36 bzw. M45 fir die virale Replikation
und Dissemination notwendig ist (Lembo et al., 2004; Cicin-Sain et al., 2005; Cicin-Sain et
al., 2008; Upton et al., 2010).

Aufgrund dieser Befunde sollte in der vorliegenden Arbeit zunachst die virale Replikation
nach intraplantarer Infektion in An- oder Abwesenheit von M36 bzw. M45 im poplitealen LK
untersucht werden. Mdglicherweise ist nach Induktion des programmierten Zelltods auch im
LK ein Unterschied in der viralen Replikation zu erwarten.

Da die antivirale CD8 T-Zell-Antwort fur die immunologische Kontrolle der mCMV-Infektion
eine zentrale Rolle einnimmt, sollte in der vorliegenden Arbeit der Einfluss des mCMV-
kodierten anti-apoptotischen Proteins M36 sowie des anti-nekroptotischen Proteins M45 auf
die antivirale CD8 T-Zellantwort untersucht werden. Die Initiation der CD8 T-Zellantwort
findet nach intraplantarer Infektion im drainierenden LK statt; deshalb sollte zunéchst geklart
werden, ob die Deletion von M36 bzw. M45 das CD8 T-Zell-Priming im LK beeinflusst. Die
Antigen-Prasentation Uber MHC-I kann sowohl direkt auf infizierten Zellen oder indirekt Uber
Cross-Présentation von Antigenen aus exogen erworbenem Material erfolgen (siehe 1.4). Im
Zuge der mCMV-Infektion wurde dem Cross-Priming von CD8 T-Zellen eine Ubergeordnete
Rolle zugesprochen (B6hm et al., 2008; Snyder et al., 2010; Torti et al., 2011a; Busche et al.,
2013). Zudem ist bekannt, dass sowohl apoptotisches als auch nekroptotisc