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Zusammenfassung

Das humane Cytomegalievirus (hCMV) ist ein medizinisch hoch relevantes Herpesvirus, das
bei Menschen mit geschwiachtem Immunsystem (z.B. AIDS- und Transplantationspatienten)
lebensbedrohliche Krankheiten auslosen kann und zudem die wichtigste infektiose Ursache
fiir embryonale Defekte ist. Bisher steht jedoch kein wirksamer hCMV-Impfstoff zur
Verfligung und das Spektrum geeigneter Therapeutika ist dulerst begrenzt.

Das immediate-early 1 Protein (IE1) ist ein viraler Schliisselregulator, der Proteine und
ibergeordnete Strukturen des infizierten Wirtszellkerns in vielféltiger Weise manipuliert und
in der initialen Phase der Infektion in entscheidender Weise den weiteren Verlauf der hCMV-
Replikation und Pathogenese bestimmt.

Ein Ziel dieser Arbeit war es, das Potential der RNA-Interferenz-Technologie als neues
Therapiekonzept gegen hCMV zu untersuchen. Hierflir wurde ein Luciferase-Reportervirus
hergestellt, welches das schnelle Screening antiviraler Effekte ermoglicht. Aus insgesamt 40
getesteten hCMV-gerichteten siRNAs konnten acht Molekiile identifiziert werden, die eine
spezifische Inhibition der Virusvermehrung um mehr als 90% bewirkten. Die effektivsten
Kandidaten wurden in Richtung einer therapeutischen Nutzung optimiert. In diesem
Zusammenhang wurden IE1- und/oder IE2-spezifische siRNAs mit Zielsequenzen, die
innerhalb aller annotierten hCMV-Stamme konserviert vorliegen und auch gegen klinisch
relevante hCMV-Isolate antiviral aktiv waren, ausgewihlt und chemisch modifiziert.

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von IE1 auf das humane
Transkriptom untersucht. Dazu wurde mit einem im Rahmen dieser Arbeit etablierten
induzierbaren Expressionssystem, welches die Analyse von funktionellem IE1 auBlerhalb der
komplexen Situation einer Virusinfektion ermoglicht, eine systematische Genexpressions-
analyse durchgefiihrt. Dadurch konnten 25 IEl-induzierbare humane Gene identifiziert
werden, die zugleich tiberwiegend in Zusammenhang mit der zelluliren Typ II Interferon
(IFN)-Antwort stehen. Mit Hilfe verschiedener Techniken wie der quantitativen reversen
Transkriptase-PCR, Immunfluoreszenz-Analysen, zelluldren Fraktionierungen, Chromatin-
immunprizipitationen sowie der Herstellung transgener Zellen, konnte ein zweiphasiger
Mechanismus der IE1-vermittelten Genregulation mit Beteiligung l6slicher Faktoren ermittelt
werden. Des Weiteren wurde gezeigt, dass die IE1-abhingige Induktion der normalerweise
durch Typ II IFN regulierten Gene interessanterweise IFN-unabhéngig erfolgt. Sie ist aber
dennoch abhédngig vom aktivierten (Y7o;-phosphorylierten) signal transducer and activator of

transcription 1 (STATI), einem kritischen zelluliren Mediator der IFN-Antwort. In



Zusammenfassung

Korrelation dazu konnte eine IE1-vermittelte nukledre Akkumulation sowie eine spezifische
Assoziation des STATI1-Proteins mit den Promotoren Typ II IFN-stimulierter Gene
beobachtet werden.

Aufgrund der gewonnenen Daten lieB sich schlieBlich ein vorldufiges Modell fiir die IE1-
induzierte Typ II IFN-artige Antwort entwickeln. Die Ergebnisse dieser Arbeit identifizieren
IE1 als vielversprechende neue Zielstruktur fiir die hCMV-Therapie und offenbaren eine
bisher noch unbekannte Funktion des viralen Proteins, die im Zusammenhang mit der hCMV-

vermittelten Pathogenese oder der Virusreaktivierung stehen konnte.



1 Einleitung

1.1 Das humane Cytomegalievirus

1.1.1 Klassifizierung, Epidemiologie, medizinische Bedeutung und Zelltropismus

Das humane Cytomegalievirus (hCMV) ist einer von acht humanpathogenen Vertretern der
Familie der Herpesviridae und gehort zur Unterfamilie der B-Herpesvirinae, die sich durch
strikten Wirtstropismus sowie vergleichsweise langsame Replikation in Zellkultur
auszeichnen (Modrow et al., 2010). In Abhédngigkeit von Alter und soziodkonomischem
Status betrdgt die Seroprdvalenz in Industriestaaten zwischen 30% und 70%, in
Schwellenlindern kann sie gegen 100% gehen. Die Ubertragung findet durch Kérpersekrete
statt, wobei vor allem Kleinkinder eine bedeutende Infektionsquelle darstellen (Ludwig &
Hengel, 2009). Eine Primirinfektion verlduft bei gesunden Individuen in der Regel
asymptomatisch und fiihrt, dhnlich wie bei anderen Herpesviren, zu einer lebenslangen
Persistenz des Virus, die von regelmifigen Reaktivierungen gekennzeichnet ist. In seltenen
Féllen kann es zu einem Mononukleose-dhnlichen Krankheitsbild kommen (Cohen & Corey,
1985). Schwerwiegende Erkrankungen kdnnen allerdings bei immunsupprimierten Menschen,
beispielsweise nach Organtransplantationen oder bei AIDS-Patienten auftreten. Sie reichen
von einer eher harmlosen Fieberreaktion bis hin zu lebensbedrohlichen Organmanifestationen
wie Hepatitis, Chorioretinitis, Enzephalitis, gastrointestinaler Ulzeration oder interstitieller
Pneumonie. Letztere tritt bei 10-15% der Herz-, Lungen- oder Knochenmarktransplantations-
patienten auf und fiihrt unbehandelt in 80-90% der Félle zum Tod. Sowohl eine hCMV-
Primirinfektion als auch eine Reaktivierung konnen bei organtransplantierten Patienten zur
Abstoflung des Transplantats fithren (Becker et al., 1999; Britt, 1996; Harari et al., 2002;
Jacobson & Bredt, 2002). Des Weiteren konnen schwere Schiddigungen bei intrauterin
infizierten Foten auftreten (Crough & Khanna, 2009). Besonders dieser Punkt ist von
epidemiologischer Bedeutung, da je nach Land 0,15% bis 2% aller Neugeborenen betroffen
sind (Malm & Engman, 2007). Die kongenitale hCMV-Infektion stellt in Europa die
Hauptursache fiir neurologische Schiden bei Kindern dar. Spatfolgen umfassen dariiber
hinaus vor allem Gehdr- und Augenschiden (Damato & Winnen, 2002; Ludwig & Hengel,
2009; Pass et al, 1980). Zudem steht die chronische hCMV-Infektion selbst bei
immunkompetenten Erwachsenen in mdglicher kausaler Beziehung zu verschiedenen
Tumorerkrankungen (Michaelis et al., 2009) und mehreren anderen Krankheiten, wie z.B.

Arteriosklerose und Autoimmunerkrankungen (Cheng et al., 2009).
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Die hCMV-Infektion kann sich in fast jedem Organ manifestieren. Hauptzielzellen von
hCMV sind Epithelzellen, Endothelzellen und Fibroblasten, aber auch Hepatozyten,
Neuronen, glatte Muskelzellen und Zellen des hidmatopoetischen Systems (Sinzger et al.,
1995). Vermutlich nehmen Monozyten und Granulozyten durch Kontakt mit infizierten
Endothelzellen das Virus auf und fiihren somit zu dessen Verbreitung in verschiedene Organe
sowie ins Knochenmarkstroma (Gerna et al., 2000). Im Knochenmark werden wihrend der
Virdmie CD33- und CD34-positive hidmatopoetische Vorlduferzellen durch Kontakt mit
Stromazellen infiziert und konnen damit als Verteiler von hCMV im hidmatopoetischen

System fungieren (Goodrum et al., 2002; Hahn et al., 1998).

1.1.2 Struktur und viraler Infektionszyklus

Das hCMV-Genom gehort mit iiber 230000 Nukleotiden doppelstringiger DNA zu den

groBiten Virusgenomen und enthilt etwa 165 Gene (Davison et al., 2003). Die Nomenklatur
der Gene richtet sich nach ihrer Position in der unique long (Up)- oder unique short (Us)-
Region bzw. in den terminal repeat (TR, TRgs)- oder internal repeat (IR, IRs)-Bereichen
(jeweils long oder short) (siche Abb. 1.1). Eine Besonderheit bei der Expression ist die
bidirektionale Transkription von Genen (Jacobs & Langland, 1996). Somit kénnen beide
DNA-Stringe als Matrize dienen. Die DNA befindet sich in Virionen im Inneren eines
ikosaedrischen Kapsids, das wiederum von einer als Tegumentschicht bezeichneten
Proteinmatrix sowie einer Lipidhiille mit eingelagerten viralen Glykoproteinen umgeben ist.

Das gesamte Viruspartikel hat einen Durchmesser von ca. 200 nm (Mocarski et al., 2007).
UL US

(- Hll—1

TR, IR, IR TR,

Abb. 1.1 Schematische Darstellung der hCMV-Genomorganisation. Das Genom des hCMV besteht aus
zwei nicht repetitiven Regionen, dem U (unique long)- und dem Ug (unique short)-Segment, die an den Enden
von repetitiven Sequenzen, den terminal repeats (TR) und den internal repeats (IR), flankiert werden (jeweils
long oder short).

Wihrend der Infektion kommt es nach Anheftung des Virions an die Zelloberfldche je nach
Zelltyp sofort oder erst nach Rezeptor-vermittelter Endozytose zu einer Membranfusion, so
dass Kapsid- und Tegumentproteine ins Zytoplasma der Wirtszelle entlassen werden. Der
Transport des Kapsids zum Kern erfolgt mit Hilfe des Mikrotubuli-Netzwerkes wobei auch

Aktin- und Intermedidrfilamente beteiligt zu sein scheinen (Miller & Hertel, 2009). Durch die
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Kernporen werden die hCMV-Genome in den Kern eingeschleust, wo sie zirkularisieren und
nach dem Prinzip des rolling circle repliziert werden (McVoy & Adler, 1994).

Im lytischen Infektionszyklus erfolgt die Expression der viralen Gene gemdf der drei
kinetischen Klassen immediate early (IE), early (E) und late (L) kaskadenartig. Die IE-
Proteine werden sofort nach Eintritt des Genoms in den Wirtszellkern exprimiert und sind auf
folgende vier Regionen des hCMV-Genoms verteilt: UL36-37, UL122-123 (IE1 und IE2),
US3 sowie TRS1/IRS1. Sie wirken unter anderem als Transaktivatoren auf die Expression der
E- und L-Gene. Die E-Proteine sind notwendig fiir die virale DNA-Replikation, an der
mindestens 23 verschiedene viruskodierte Genprodukte beteiligt sind. Hierzu zéhlen z.B. die
zwei Untereinheiten der DNA-Polymerase, die katalytische Untereinheit (UL54) und der
Prozessivitatsfaktor (UL44). Die L-Gene, deren Expression von der viralen DNA-Replikation
abhingt, kodieren hauptsichlich fiir Strukturkomponenten des Viruspartikels aber auch fiir
Regulatoren der Kapsidreifung und der DNA-Verpackung. Die ,,spiaten” Genprodukte tragen
somit zur Virionmorphogenese und anschliefenden Freisetzung der Viruspartikel aus der
Zelle bei (Mocarski et al., 2007).

Wie alle Herpesviren kann hCMYV neben dem lytischen Infektionszyklus eine Latenz mit stark
eingeschrinktem Transkriptionsprofil und ohne Virionenproduktion etablieren (Kondo &
Mocarski, 1995; Reeves & Sinclair, 2008). Die Ausbildung und Aufrechterhaltung der Latenz
sowie die Reaktivierung zur lytischen Replikation wird vermutlich iiber hCMV-Latenz-
assoziierte-Transkripte, die unter anderem von der major IE-Promotor (MIEP)-Region kodiert
werden, reguliert (Kondo & Mocarski, 1995; Slobedman & Mocarski, 1999). Daneben hat der
Differenzierungsgrad der infizierten Zelle einen Einfluss auf die Art der Infektion. Wahrend
hCMV beispielsweise in Monozyten, myelomonozytiren Vorlduferzellen des Knochenmarks
und Endothelzellen offenbar latent verweilen kann, wird etwa in differenzierten Makrophagen
der lytische Infektionszyklus ausgelost (Khaiboullina et al., 2004; Prosch et al., 1999;
Soderberg-Nauclér & Nelson, 1999). Der genaue Mechanismus, welcher zur Etablierung einer

latenten hCMV-Infektion fiihrt, ist bisher allerdings nicht bekannt.

1.1.3 Antivirale Privention und Therapie

Die Entwicklung eines wirksamen Impfstoffes gegen hCMV scheiterte bisher (Schleiss, 2008;
Steininger, 2007) und fiir die systemische Therapie stehen nur wenige niedermolekulare
Molekiile, wie die Nukleosidanaloga Ganciclovir/Valganciclovir, Acyclovir/Valacyclovir
sowie Cidofovir und das Pyrophosphonatanalogon Foscarnet, zur Verfiigung (Gandhi &

Khanna, 2004). Zur lokalen Therapie der hCMV-Retinitis, die besonders bei AIDS-Patienten
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auftritt, findet das antisense-Therapeutikum Fomivirsen Anwendung. Die 21 Nukleotide lange
antisense-DNA ist spezifisch gegen die mRNA des Hauptaktivators der lytischen Replikation
(IE2) gerichtet und wird in den Glaskorper des Auges appliziert. Das Nukleosidanalogon
Ganciclovir sowie dessen Esterderivat Valganciclovir, welches eine bessere orale
Verfligbarkeit aufweist, wird von der viralen Proteinkinase des UL97-Genproduktes
monophosphoryliert, von zelluldren Kinasen di- und triphosphoryliert und anschlieend von
der viralen DNA-Polymerase (UL54-Genprodukt) als Substrat akzeptiert. Es folgt der
Abbruch des Polymerisationsvorganges. Die limitierenden Nebenwirkungen von Ganciclovir
bzw. Valganciclovir bestehen in einer Myelotoxizitit mit Leukopenie und Thrombozytopenie.
Der Wirkmechanismus von Acyclovir und dessen Derivat Valacyclovir ist vergleichbar mit
dem von Ganciclovir. Allerdings wird Acyclovir als Substrat der viralen DNA-Polymerase
weniger gut akzeptiert und hat somit eine deutlich niedrigere Wirksamkeit. Acyclovir wird
deshalb hauptsichlich zur prophylaktischen hCMV-Therapie nach Organtransplantationen
und kaum bei einer akuten Infektion verwendet. Das Nukleosidanalogon Cidofovir wird
ausschlieBlich von zelluldren Kinasen phosphoryliert und so in die aktive Form umgewandelt.
Es besitzt eine ausgeprigte irreversible Nephrotoxizitit und wird bei Organtransplantierten
kaum eingesetzt (Mercorelli et al., 2008). Ein alternatives Medikament ist das Pyrophospho-
natanalogon Foscarnet, welches keiner initialen intrazelluldren Aktivierung bedarf. Es hemmt
die virale DNA-Polymerase nichtkompetitiv durch Blockierung der Phosphatbindungsstelle
mit daraus folgender Inhibition der Pyrophosphatabspaltung aus dNTPs. Allerdings ist es
nephrotoxisch und kann eine Hypokalcdmie ausldsen.

Nicht nur die starken Nebenwirkungen der Medikamente und die eher geringe
Bioverfiigbarkeit, sondern auch Kreuz-Resistenzbildungen aufgrund von Mutationen in der
viralen DNA-Polymerase, welche die Angriffsstelle aller zugelassenen, systemisch
applizierbaren Medikamente ist, stellen ein zentrales Problem in der hCMV-Therapie dar.
Zudem gibt es kein zugelassenes Medikament, mit dem kongenitale hCMV-Infektionen
behandelt werden konnen. Somit besteht ein dringender Bedarf an neuen, alternativen
Medikamenten, die nicht nur die DNA-Polymerase, sondern weitere virale oder aber auch

provirale zelluldre Genprodukte als Ziel haben (Schreiber et al., 2009).
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1.2 RNA-Interferenz in der klinischen Entwicklung

Trotz intensiver Forschungsbemiihungen sind die Moglichkeiten zur Behandlung von
Viruserkrankungen, wie beispielsweise hCMV, noch immer begrenzt. In der jlingsten
Vergangenheit wurden daher grofe Hoffnungen in die Technologie der RNA-Interferenz
(RNAi) gesetzt, die unter Umstinden neue Therapicoptionen fiir verschiedenste
Erkrankungen erdffnen konnte.

RNAI ist ein evolutiondr hochkonservierter Mechanismus und wurde im Jahr 1998 durch
Andrew Fire und Craig Mello (Fire et al., 1998) entdeckt. Sie zeigten, dass lange
doppelstrangige RNA (dsRNA), die kiinstlich in den Fadenwurm C. elegans eingebracht
wurde, zum Abbau der entsprechenden endogenen mRNA und somit zum Verlust des
korrespondierenden Proteins fiihrte. Fiir diese Entdeckung wurden die beiden Forscher 2006
mit dem Nobelpreis fiir Physiologie und Medizin geehrt. Zundchst konnte RNAi nur in
niederen Modellorganismen angewandt werden, da lange doppelstringige RNA-Molekiile in
Sdugerzellen eine unspezifische Interferon (IFN)-Antwort ausldsen (Dallas & Vlassov, 2006).
Erst durch die Erkenntnisse der Arbeitsgruppe von Thomas Tuschl wurde es moglich, RNAi
auch in hoheren Eukaryonten einzusetzen. So konnte gezeigt werden, dass die Expression
eines Zielgens mit Hilfe kurzer doppelstrangiger RNA-Molekiile (small interfering RNAs,
siRNAs) sequenzspezifisch inhibiert werden kann, ohne dabei die IFN-Antwort zu induzieren
(Elbashir et al., 2001).

Bei einer siRNA handelt es sich um einen 19-21 Nukleotide langen RNA-Doppelstrang mit
symmetrischen 2—3 Nukleotide langen 3’-Uberhéingen und 5’-Phosphatgruppen (Bernstein et
al., 2001; Zamore et al., 2000). Dieser Duplex besteht aus einem sense- und einem antisense-
Strang (siche Abb. 1.2 A), wobei der antisense-Strang als Matrize fiir das sequenzspezifische
»gene silencing® durch die RNAi-Maschinerie dient (Rana, 2007). Die siRNAs werden
iiblicherweise chemisch synthetisiert und anschlieend in die Zellen eingebracht, um dort den
Abbau einer Ziel-RNA zu bewirken. Die siRNAs wirken nur iiber einen begrenzten Zeitraum,
da aufgrund von Zellteilungen bzw. RNA-Abbau die siRNA-Menge stetig abnimmt. Fiir eine
langerfristige Herunterregulierung werden daher Plasmide verwendet, von denen in der Zelle
kontinuierlich eine doppelstrangige short hairpin-RNA (shRNA) transkribiert wird. Diese
endogen exprimierten dSRNAs werden in das Zytoplasma exportiert und dort mittels Dicer,
einem Enzym, das der RNase III Proteinfamilie angehdrt, zur siRNA prozessiert (Okamura et
al., 2008; Okamura & Lai, 2008). Dicer wirkt zusammen mit dem dsRNA-Bindeprotein HIV-

transactivating response RNA-binding protein (TRBP), welches an die thermodynamisch
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Abb. 1.2 Schematische Darstellung einer siRNA (A)
und des RNAi-Mechanismus (B). (A) Die siRNA
besteht aus einem sense- und einem antisense-Strang.
Bindet die Seed-Region (gelb hinterlegt) an das 3'-
UTR von Nicht-Ziel-mRNAs, kann dies zur
Translationshemmung fithren (off-target-Effekt). Nt,
Nukleotid, Bp, Basenpaar

(B) Von Plasmiden transkribierte sShRNAs oder ldngere
exogen eingebrachte dsRNAs werden durch das
Enzym Dicer zu siRNAs prozessiert. Diese oder
exogen applizierte siRNAs werden in der Zelle vom
RISC-Beladungs-Komplex (einschlielich TRBP) in
den RISC eingebaut. Der RISC-Komplex mit dem
perfekt komplementéren antisense-Strang bindet an die
Ziel-mRNA und induziert deren Spaltung. Der siRNA-
RISC-Komplex kann anschlieBend weitere mRNA-
Spaltungen initiieren (Dominska & Dykxhoorn, 2010).

stabileren Enden des RNA-Duplexes bindet.
Diese Interaktion bestimmt die spezifische
Beladung des RNA-induced silencing
complex (RISC) mit dem antisense-Strang.
Der sense-Strang des siRNA-Duplexes wird
verworfen und abgebaut, wihrend der im
RISC gebundene antisense-Strang an die
komplementire Sequenz in der Ziel-mRNA
bindet und deren Spaltung in der Mitte der
Zielsequenz induziert. Dies wird durch das
Argonaut 2 (Ago2)-Protein
welches die katalytische Einheit des RISC
bildet (Chendrimada et al., 2005; Gregory et
al., 2005; Leuschner et al., 2006; Matranga et
al., 2005; Rand et al., 2005;

2004). Die

vermittelt,

Tomari et al.,
gespaltene mRNA  wird
schlieBlich durch Nukleasen abgebaut und
steht folglich nicht mehr fiir die Transla-
Verfligung.  Der

aktivierte siRNA-RISC-Komplex wirkt kata-

tionsmaschinerie  zur
lytisch, da er mehrere Runden der mRNA-
Spaltung durchlaufen kann (sieche 1.2 B).

Die Entwicklung neuartiger, auf siRNAs

beruhender Medikamente kurz
nachdem Tuschl und Kollegen im Jahre 2001

die prinzipielle Durchfiihrbarkeit von RNAi

begann

in humanen Zellen demonstriert hatten.
Bereits 2003 wurde eine erste Studie

publiziert, in der es gelang durch Injektion

von siRNAs in die Blutbahn der Maus die Expression eines leberspezifischen Gens

auszuschalten (Dykxhoorn & Lieberman, 2006). Mittlerweile wird die RNAi-Technologie als

Therapieansatz bei Erkrankungen des Menschen, wie beispielsweise der altersbedingten

Degeneration der Macula und zahlreichen Viruserkrankungen, in verschiedensten klinischen

Studien getestet (siche Tabelle 1.1) (Tiemann & Rossi, 2009).
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Tabelle 1.1 Entwicklung RNAi-basierter Therapien

Erkrankung Status RNAi-Reagenz Firma
Phase III siRNA Acuity Pharmaceuticals
Altersbedingte Degeneration der Phase 11 siRNA Opko
Macula Phase II siRNA Merck-Sirna Therapeutics
Phase I siRNA Quark Pharmaceuticals
Respiratorisches Syncytial Virus Phase 11 siRNA Alnylam Pharmaceuticals
Pachyonychia congenita Phase I siRNA Trans Derm Inc.
Solide Tumoren Phase I siRNA Calando
Hepatitis C Virus Phase I LNA-anti miRNA Santaris
Akutes Nierenversagen Phase I siRNA Quark Pharmaceuticals
Metastatisches Melanom Phase I siRNA Duke University
AIDS Lymphom préa-klinisch shRNA Cliy it HOP%I:;?;?MI Eldicd

LNA = locked nucleic acid

Untersuchungen verschiedener Gruppen machten jedoch deutlich, dass die siRNA-vermittelte
Herunterregulierung weniger spezifisch ist als zundchst angenommen. So wurde beobachtet,
dass siRNAs teilweise auch die Expressionsprofile von Nicht-Ziel-mRNAs beeinflussen
konnen (Jackson et al., 2003; Persengiev et al., 2004; Saxena et al., 2003; Scacheri et al.,
2004; Sledz et al., 2003). Dieses Phanomen wird als sogenannter off-target-Effekt bezeichnet
und ist auf verschiedene Ursachen zuriickzufiihren, wie zum Beispiel die Inkorporation des
sense-Strangs in den RISC, die unspezifische Aktivierung des IFN-Systems oder die
ungewollte Beteiligung des siRNA-Signalwegs am microRNA (miRNA)-Signalweg
(Birmingham et al., 2006; Jackson et al., 2006) (siche Abb. 1.3). Hier erfolgt, im Gegensatz
zum siRNA-Signalweg, kein mRNA-Abbau, sondern eine Translationshemmung aufgrund
unvollstindiger Basenpaarung zwischen antisense-Strang und mRNA (Bagga et al., 2005; He
& Hannon, 2004; Kim, 2005; Lai, 2002; Stark et al., 2003; Yekta et al., 2004). Die Spezifitit
dieses Mechanismus wird durch eine 6—7 Nukleotide lange Seed-Region am 5’-Ende des

antisense-Strangs der miRNA bestimmt (siche Abb. 1.2 A).

siRNA miRNA

N e Abb. 1.3 Kleine RNA-Molekiile (miRNA und
— siRNA) konnen die mRNA-Translation durch
RNAi regulieren. Abhingig von Sequenz-

vollstindige partielle Kompl"ementaritéiten zwischen dem kleinen RNA-
Sequenz- Sequenz- Molekiil und der mRNA wird die mRNA entweder
Komplementaritat Komplementaritit abgebaut (vollstindige Komplementaritit) oder
translationell gehemmt (partielle Komplementaritit).
T N o Off-target-Effekte konnen unter anderem durch
e e partielle Sequenz-Komplementaritdt der siRNA mit
\ /~  Translations-Hemmung Nicht-Ziel-mRNAs entstehen (Thermo Scientific,
N 2008).
mRMNA Spaltung
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Neben den oben beschriebenen unspezifischen off-target-Effekten sieht sich die RNAi-
Technologie mit weiteren Problemen konfrontiert. Diese betreffen vor allem die Anfélligkeit
der siRNAs gegeniiber Nukleaseabbau, was zu einer sehr kurzen Halbwertszeit fiihrt, sowie
die zellulire Aufnahme und die Pharmakokinetik, welche die zentralen Herausforderungen
der RNAi-Technologie bei Anwendungen im Organismus darstellen. Mit Hilfe chemischer
Modifikationen, die Einfluss auf Stabilitit, Spezifitit, Wirksamkeit und zelluldre Aufnahme
der siRNAs nehmen, konnen diese Probleme adressiert werden. Es sind zahlreiche chemische
Modifikationen beschrieben, die an den Basen, den Zuckereinheiten oder den Phosphodiester-
bindungen der siRNA eingeflihrt werden konnen (siche Abb. 1.4). Wichtig ist, dass das 5'-
Ende des antisense-Strangs eine freie Hydroxyl- oder Phosphatgruppe behélt, wihrend das 3’-
Ende des sense- und des antisense-Strangs modifiziert werden kann. Um beispielsweise die
zelluldre Aufnahme der siRNA bei Anwendungen im Organismus zu verbessern, kann an das
3’- oder das 5’-Ende des sense-Strangs eine Cholesterineinheit angefiigt werden. Es wurde
unter anderem bereits gezeigt, dass eine Cholesterin-konjugierte anti-Apolipoprotein B

(Apo B) siRNA im Nagermodell erfolgreich
B -=— Base

] {O in die Leber und andere Organe

H transportiert wurde (Soutschek et al., 2004;
O OH -=— Ribose (2’0H-Gruppe)

0=|L—O' <€«— Phosphat-Rckgrat Zimmermann et al., 2006). Als allgemeine
| . . . .
o, Faustregel gilt, dass die meisten Modifi-

~

L . . . kationen im sense-Strang die Funktionalitét
Abb. 1.4 Moglichkeiten zum Einfiihren chemischer

Modifikationen in eine siRNA. der siRNA nicht negativ beeinflussen,
solange die A-Form-Duplexstruktur erhalten bleibt. Modifikationen, die im funktionellen
antisense-Strang eingefiihrt werden, konnen falsch platziert jedoch zu einer verminderten
Wirksamkeit fiihren (Rana, 2007). Obwohl sicherlich noch einige Jahre an Forschungsarbeit
bis zum Einsatz der RNAi-Technologie zur Therapie humaner Erkrankungen nétig sind,
stellen siRNAs als Vermittler der RNAi dennoch eine vielversprechende neuartige

Substanzklasse zur Bekdmpfung verschiedenster Krankheiten dar.

1.3 Das IE1-72kDa-Protein

Das einzige zugelassene antisense-Medikament Fomivirsen zeigt, dass der antisense-
Mechanismus, der dhnlich zum RNAi-Mechanismus bereits die Herstellung des Proteins
verhindert, sich als antivirale Strategie gegen hCMV eignet. Durch spezifische Inhibition der

[E2-Expression kann der virale lytische Replikationszyklus nicht aktiviert werden.
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Neben IE2 ist auch das IEIl-Protein ein viraler Schliisselregulator, der Proteine und
tibergeordnete Strukturen des infizierten Wirtszellkerns in vielféltiger Weise manipuliert.
Damit stellt IE1 eine vielversprechende neue Zielstruktur fiir die antivirale Prévention oder
Therapie dar. Die beiden nukleéren Phosphoproteine IE1 und IE2 entstehen ausgehend von
einem differentiell gespleifften Primaértranskript, das unter der Kontrolle des MIEP steht
(Mocarski et al., 2007). Sie teilen sich 85 Aminosduren im aminoterminalen Bereich, kodiert
durch Exon 2 und 3, besitzen aber getrennte carboxyterminale Abschnitte, kodiert durch
Exon 4 (IE1) bzw. Exon 5 (IE2).

Allgemein sind IE1 und IE2 als promiskuitive transkriptionelle Regulatoren bekannt und von
entscheidender Bedeutung fiir eine effiziente Virusvermehrung. IE2 ist dabei, wie oben schon
erwihnt, der wichtigste Aktivator des lytischen Infektionszyklus von hCMV und ist essentiell
fiir eine produktive Virusreplikation (Marchini et al., 2001). Verglichen mit IE2 ist die Rolle
von IEl fiir die hCMV-Infektion weniger eindeutig, weshalb die funktionelle Charakter-
isierung des Proteins von grundlegendem Interesse ist. IE1 ist das erste neusynthetisierte
nachweisbare virale Protein und akkumuliert in groen Mengen im Kern der Wirtszelle.
Virusmutanten mit spezifischen Deletionen in der IE1-Sequenz weisen unter hohen
Infektionsmultiplizitdten (multiplicities of infection, MOI) eine effiziente Replikation auf.
Unter niedrigen MOI geht das Fehlen von IE1 jedoch mit einer partiellen
Expressionsblockade viraler E-Gene einher, die zu einem attenuierten Viruswachstum fiihrt
(Gawn & Greaves, 2002; Greaves & Mocarski, 1998; Mocarski et al., 1996). Es wird daher
angenommen, dass IE1 seine Schliisselfunktion in der frithen Phase der hCMV-Infektion
ausiibt und maBlgeblich am Erfolg der produktiven Infektion beteiligt ist.

Ubereinstimmend mit der Rolle als allgemeiner Transaktivator kann IE1 neben viralen Genen
auch zahlreiche zelluldre Gene aktivieren (Mocarski et al., 2007). Zur Ausfiihrung dieser
Funktion sind vermutlich auch Interaktionen mit zelluldren Proteinen ndtig. So wurde IE1 als
Interaktionspartner verschiedenster transkriptioneller Kofaktoren sowie der Histondeacetylase
(HDAC) 3 beschrieben. Des Weiteren interagiert IE1 unter anderem mit Chromatin, dem
Promyelozytischen Leukdmie (PML)-Protein und Proteinen der signal transducer and
activator of transcription (STAT)-Familie (STATI1, 2, 3) (Krauss et al., 2009; Krauss,
unverOffentlichte Beobachtungen; Paulus et al., 2006). Neben den transaktivierenden
Eigenschaften wird dem viralen Protein auch antiapoptotisches, mutagenes, mitogenes und
onkogenes Potential zugeschrieben (Castillo & Kowalik, 2002; Shen et al., 1997; Zhu et al.,
1995).
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1.3.1 Interaktion von IE1 mit ND10-Kompartimenten

Das PML-Protein ist zentraler Bestandteil subnukleérer, interchromatinischer Strukturen, den
sogenannten PML-Ko6rpern oder ND10 (nukledre Doméne 10). Hierbei handelt es sich um
Multiproteinkomplexe, die eine Grofle von 0,2-1 um haben und mit ca. 10-30 Komplexen pro
Zellkern in nahezu allen Zelltypen vorkommen (Tavalai & Stamminger, 2008). Neben PML
sind weitere Proteine bekannt, die permanent in den ND10-Kompartimenten vorhanden sind,
wie beispielsweise das humane Todes-Doménen assoziierte Protein (hDaxx), das Spl100
nukledre Antigen (Sp100), der small ubiquitin-like Modifier 1 (SUMO-1) und das Bloom-
Syndrom Protein (BLM). Des Weiteren konnen Proteine wie das Retinoblastom-Protein
(pRB), der Tumorsuppressor p53 (p53) und das CREB-Bindeprotein (CBP) transient
rekrutiert werden (Alcalay et al., 1998; Ishov et al., 1999; LaMorte et al., 1998; Miiller et al.,
1998; Seeler et al., 1998; Zhong et al., 2000a, 2000b). Die meisten dieser Proteine sind an der
Regulation der Transkription beteiligt. Aktuellen Vorstellungen zufolge stellen die ND10-
Kompartimente eine Art Depot dar, welches durch Rekrutierung, Modifikation und
Freisetzung die Aktivitit von Transkriptionsfaktoren sowie Kofaktoren fiir die Transkription
reguliert (Zhong et al., 2000b). Dies konnte auch die Beteiligung der ND10 an zahlreichen
zelluldren Prozessen wie z.B. der DNA-Schadensantwort, der Stressantwort, der Apoptose
und der IFN-Antwort erkldren (Bernardi & Pandolfi, 2003; Dellaire & Bazett-Jones, 2004;
Everett & Chelbi-Alix, 2007; Maul et al., 1995; Regad & Chelbi-Alix, 2001; Tavalai et al.,
2008). Eine fehlerhafte Ausbildung von ND10 kann zur Entstehung von Krebs und einer
verstarkten Anfalligkeit gegeniiber viralen Krankheitserregern fiihren.

Ein generelles Merkmal von DNA-Viren, die im Zellkern replizieren (hCMV eingeschlossen),
ist die enge Assoziation der Inputgenome und der Transkriptionsinitiation mit den NDIO.
Bisher ist noch nicht abschlieBend geklart, ob diese Viren ND10 fiir ihre eigene Replikation
benotigen oder ob ND10 antiviral aktiv sind (Ishov et al., 1997; Sourvinos & Everett, 2002).
In Bezug auf hCMV und andere Herpesviren sind diese Strukturen eher als antiviral zu
bewerten. Erst kiirzlich wurde gezeigt, dass einzelne Komponenten von ND10 wie PML,
Sp100 und hDaxx als Repressoren der viralen Transkription fungieren (Everett et al., 2009;
Maul et al., 1995; Saffert & Kalejta, 2008; Tavalai et al., 2008; Tavalai & Stamminger, 2008).
Das typischerweise im Kern der Wirtszelle lokalisierte IE1-Protein hat die bemerkenswerte
Eigenschaft, iiber PML mit den NDI10-Strukturen zu interagierten und deren vollstindige
Auflosung zu frithen Zeitpunkten nach Infektion oder auch nach ektopischer Expression zu
initiieren (Ahn & Hayward, 1997; Castillo & Kowalik, 2002; Kelly et al., 1995; Korioth et al.,
1996; Nevels et al., 2004; Wilkinson et al., 1998). Die Relevanz dieser Funktion zeigt sich
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durch die effiziente Kompensation des Replikationsdefekts einer IEIl-defizienten
Virusmutante infolge eines siRNA-vermittelten PML-Knockdowns (Tavalai et al., 2006). Und
nicht zuletzt sind zahlreiche weitere Viren, darunter das Herpes-Simplex-Virus 1 (HSV-1)
und das Epstein-Barr-Virus (EBV), in der Lage, die PML-Korper im Zuge der lytischen
Infektion aufzulosen. Diese Beobachtungen unterstiitzen die Vermutung, dass NDI10-
assoziierte Proteine Teil eines zelluldren antiviralen Abwehrmechanismus sind, welcher durch

viruskodierte Proteine wie IE1 inaktiviert wird (Tavalai et al., 2008).

1.3.2 Interaktion von IE1 mit Proteinen der STAT-Familie

1.3.2.1 Signalweiterleitung durch STAT-Proteine

Die STAT-Proteine bilden eine Familie von Transkriptionsfaktoren, die fiir die
Signaltransduktion von iiber 50 Zytokinen, Hormonen und Wachstumsfaktoren von zentraler
Bedeutung sind (Mertens & Darnell, 2007; Schindler & Plumlee, 2008). In Saugetierzellen
besteht die Familie der STAT-Proteine aus sieben Mitgliedern (STAT 1, 2, 3, 4, 5a, 5b und 6),
die sowohl strukturell als auch funktionell verwandt sind. Sie spielen eine wichtige Rolle bei
verschiedensten zelluldren Prozessen wie der Embryonalentwicklung, der Organogenese, der
Regulation von Zellwachstum und Apoptose sowie bei der angeborenen und erworbenen
Immunitét (Levy & Darnell, 2002).

Die Signaltransduktion tiber den Jak-STAT-Signalweg beginnt mit der Bindung des
Botenstoffs an den Rezeptor, was eine Dimerisierung der membranstdndigen Rezeptoren zur
Folge hat. Durch die Ligandenbindung kommt es aulerdem zur Aktivierung der permanent
Rezeptor-assoziierten Janus-Kinasen (Jak). Zu ihnen gehoren Jakl-3 sowie die Tyrosin-
kinase 2 (Tyk2) (van Boxel-Dezaire et al., 2006). Infolgedessen kommt es zu einer
Phosphorylierung von Tyrosinresten zytoplasmatischer Rezeptorbereiche, die in dieser Form
als Rekrutierungsstellen fiir bestimmte Proteine mit src homology 2 (SH2)-Doménen agieren
konnen. Dazu gehoren auch die STAT-Proteine, die infolge ihrer Rezeptorassoziation
ebenfalls phosphoryliert werden. In ihrem aktivierten Zustand dissoziieren die STAT-Proteine
von der zytoplasmatischen Rezeptoruntereinheit und translozieren als Hetero- oder
Homodimere in den Zellkern. Dort binden sie an definierte cis-regulatorische Elemente in den
Promotorbereichen der Zielgene (Bonjardim et al., 2009; Der et al., 1998).

Typ I IFN, deren Hauptvertreter IFN-a und - sind, konnen von allen kernhaltigen Zellen als
Antwort auf eine Virusinfektion produziert werden und induzieren hauptsdchlich einen
Komplex aus STATI1, STAT2 und IRF9 (IFN regulatory factor 9), den heterotrimeren IFN-
stimulated gene factor 3 (ISGF3), der nach Translokation in den Zellkern ISRE (IFN-
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stimulated response element)-Sequenzen in Promotoren binden kann und dadurch die
Transkription der entsprechenden Zielgene aktiviert (van Boxel-Dezaire et al., 2006;
Schindler & Plumlee, 2008). Viele dieser Gene kodieren fiir antivirale Genprodukte.

Das Immun-IFN IFN-y, als einziger Vertreter der Typ II IFN, wird vor allem von T-
Lymphocyten und natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen) produziert und fiihrt hauptsédchlich
zur Ausbildung von STATI1-Homodimeren. Nach Translokation in den Zellkern binden diese
an IFN-y-activated sites (GAS) und initileren dadurch die Expression von Zielgenen
(Schroder et al., 2004) (siche Abb. 1.5).

Beide IFN-Typen konnen zusitzlich auch zur Aktivierung alternativer STAT-Komplexe
beitragen. So konnte beispielsweise die Beteiligung von STATI1-STAT2- und STATI-
STAT3-Heterodimeren an der IFN-y-Antwort festgestellt werden, wenngleich die Ausbildung
dieser Komplexe weniger stark ausgeprdgt ist als die Bildung von STATI1-Homodimeren
(Bromberg & Darnell, 2000; Kalvakolanu, 2003; Wesoly et al., 2007). Die biologische
Wirkung von IFN-y scheint, im Gegensatz zu den Typ I IFN, die hauptsidchlich antiviral
wirken, vor allem immunmodulatorisch zu sein. IFN-y induziert beispielsweise die
Aktivierung von NK-Zellen und Makrophagen (Farrar & Schreiber, 1993; Perussia et al.,
1983), vermittelt die Differenzierung von T-Helferzellen (Thl-Immunantwort) sowie das
Anlocken von Immunzellen und kann antiproliferativ und proapoptotisch wirken (Schroder et
al., 2004). Somit fungiert IFN-y als eine Art Briicke zwischen angeborener und erworbener
Immunantwort (Indraccolo et al., 2007).

Die Interleukin (IL)-6 Signaltransduktion wird durch IL-6-Typ-Zytokine wie IL-6, IL-11,
IL-27, den Leukédmie inhibitorischen Faktor (LIF) und Oncostatin M (OSM) induziert. Diese
Zytokine entfalten ihre Wirkung durch Bindung an spezifische Zelloberflichen-Rezeptoren
auf ihren Zielzellen. Gemeinsamer Bestandteil aller Rezeptorkomplexe der IL-6-Typ-
Zytokine ist das Glykoprotein (gp) 130. Dadurch ergibt sich zum Teil eine Uberschneidung
der biologischen Wirkung der verschiedenen IL-6-Familienmitglieder. Unterschiede werden
durch die zusitzliche Rekrutierung Zytokin-spezifischer Rezeptorketten vermittelt (Hirano et
al., 1997), deren Wirkung sowohl pro- als auch antiinflammatorisch sein kann. Sie sind unter
anderem an der Akutphase-Reaktion des Korpers, an der Himatopoese, der Differenzierung
und dem Wachstum von B- und T-Zellen sowie an der neuronalen Differenzierung beteiligt
(Grivennikov et al., 2009; Hirano et al., 2000). Durch Ligandenbindung und darauffolgende
Phosphorylierungsreaktionen wird STAT3 aktiviert, welches infolgedessen hauptsédchlich

Homodimere, seltener aber auch Heterodimere mit STATI1 ausbildet, die in den Zellkern
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translozieren, um dort an enhancer-Elemente verschiedener Zielgene zu binden (Horvath,

2004) (siche Abb. 1.5).
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v
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Abb. 1.5 Vereinfachte schematische Darstellung der Signalweiterleitung durch STAT-Proteine. Die
Bindung von IFN-o/f, IFN-y bzw. IL-6 induziert die Oligomerisierung der Rezeptoren und fiihrt zu einer
Aktivierung der kovalent gebundenen Kinasen der Jak-Familie (kleine, graue Ovale). Die aktivierten Kinasen
phosphorylieren zunichst die zytoplasmatische Doméne des Rezeptors. Uber ihre SH2-Domiine binden die
STAT-Proteine an phosphorylierte Tyrosine der Rezeptoren und werden ebenfalls Jak-vermittelt Tyrosin-
phosphoryliert. Daraufhin homo- oder heterodimerisieren die STAT-Proteine (STAT1-STAT2-Komplexe
konnen dabei zusétzlich mit IRF9 interagieren) und binden im Kern an spezifische Sequenzelemente in den
Promoterregionen ihrer Zielgene. GAS, IFN-y-activated site, IRF9, IFN regulatory factor 9, ISGF3, IFN-
stimulated gene factor 3, ISRE, IFN-stimulated response element, SBE, STAT-binding element, ZP =
Zytoplasma, NP = Nukleoplasma

Neben dem klassischen Modell der Jak-STAT-Signaltransduktion gibt es zudem Hinweise,
die auf alternative Mechanismen der STAT-Signalweiterleitung hindeuten. So ist
beispielsweise bekannt, dass STAT-Proteine nicht nur im aktiven (phosphorylierten) Zustand
dimerisieren (Mao & Chen, 2005). Vielmehr scheinen STAT-Proteine auch im inaktiven
Zustand als Homo- oder Heterodimere im Zytoplasma vorzuliegen (Braunstein et al., 2003;
Novak et al., 1998). Diese Erkenntnisse flihrten zu neuen Denkansédtzen, welche von einer

Phosphorylierungs-unabhéngigen Dimerisierung der STAT-Proteine ausgehen. Demzufolge
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wird angenommen, dass im Zuge der Phosphorylierung eine Konformationsianderung auftritt,
welche inaktive antiparallele STAT-Dimere in die aktive parallele Form versetzt (Mertens et
al., 2006; Wenta et al., 2008; Zhong et al., 2005). Die Jak-STAT-vermittelte Aktivierung von
Genen ist dariiber hinaus abhingig von einem kontinuierlichen Kreislauf der Signalproteine
zwischen Kern und Zytoplasma. Inaktive STAT-Proteine pendeln durch Karyopherin-
unabhingige (Import) und Exportin 1 (CRM1)-abhédngige (Export) Mechanismen sténdig
zwischen Zytoplasma und Zellkern. Infolge eines Zytokinstimulus werden die aktivierten
STAT-Komplexe hingegen Karyopherin-abhéngig in den Zellkern transportiert und dort bis
zu ihrer Inaktivierung (Dephosphorylierung) zuriickgehalten (Meyer & Vinkemeier, 2007;
Reich & Liu, 2006; Sehgal, 2008).

Neben der Tyrosinphosphorylierung sind weitere posttranslationale Modifikationen einzelner
STAT-Proteine berichtet worden. So wird bei fast allen STAT-Proteinen (STAT 1, 3, 4, 5A,
5B) zusitzlich ein carboxyterminaler Serinrest phosphoryliert, der fiir die optimale Induktion
der Zielgene wichtig ist (Decker & Kovarik, 2000). Ebenso spielt die Acetylierung der STAT-
Proteine eine wichtige Rolle bei der Transkriptionsaktivierung (Shankaranarayanan et al.,
2001; Wang et al., 2005; Yuan et al., 2005). Einige Studien beschreiben eine SUMOylierung
von STAT1 (Ungureanu et al., 2005; Vanhatupa et al., 2008). Des Weiteren sind
Ubiquitinylierungen, ISGylierungen sowie Arginin-Methylierungen beschrieben. Die
ISGylierung wird analog zur Ubiquitinylierung oder SUMOylierung durch kovalente Bindung
eines kleinen Ubiquitin-dhnlichen 15 kDa Proteins vermittelt. Die genauen Rollen dieser
Modifikationen sind noch nicht abschlieBend geklirt (Lim & Cao, 2006), doch erhalten die

betreffenden STAT-Proteine dadurch moglicherweise ein erweitertes Wirkungsspektrum.

1.3.2.2 IE1-vermittelte IFN-Resistenz von hCMYV durch Interaktion mit STAT2

Durch Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe konnte bislang gezeigt werden, dass IE1
mit STATI1, STAT2 und STAT3 interagieren kann (Krauss, unverdffentlichte Beobach-
tungen; Paulus et al., 2006). Durch die direkte Interaktion des viralen Proteins mit STAT?2 ist
IE1 in der Lage, neben intrinsischen zelluldiren Abwehrmechanismen, die in Zusammenhang
mit ND10 stehen, einen entscheidenden weiteren Zweig der angeborenen Immunantwort zu
blockieren. Die Interaktion verhindert die DNA-Bindung des ISGF3-Komplexes und damit
die Induktion Typ I IFN-aktivierter antiviraler Gene. Somit verleiht IE1 dem Virus eine
weitgehende Resistenz gegeniiber Typ I IFN. Hochstwahrscheinlich wird dies durch
Sequestrierung von STAT?2 in nukledre Kompartimente (wie z.B. ND10) und Auflésung der
ISGF3-Komplexe erreicht (Huh et al., 2008; Krauss et al., 2009; Krauss, unverdffentlichte
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Beobachtungen; Paulus et al., 2006). Es wird postuliert, dass die Interaktion mit STAT2
neben der Auflésung der ND10-Kompartimente eine von mindestens zwei verschiedenen
Mechanismen des IE1-Proteins darstellt, mit denen es die antivirale IFN-Antwort zugunsten
der viralen Replikation unterdriickt. Die Bedeutung der Interaktion von IE1 mit STAT1 und
STAT3 wurde dagegen bisher noch nicht ausfiihrlich untersucht.

1.4 Zielsetzung

Die Behandlung von hCMV-bedingten Erkrankungen bei Kindern im Mutterleib und
immunsupprimierten Patienten stellt immer noch ein groes medizinisches Problem dar. Die
derzeitige systemische Therapie mit verschiedenen Virostatika, welche alle gegen die virale
DNA-Polymerase gerichtet sind, kann die Virusvermehrung zwar in der Regel kontrollieren,
doch ist der FEinsatz aufgrund von starken Nebenwirkungen, einer eher geringen
Bioverfiigbarkeit sowie von Resistenzbildungen limitiert. Die RNAi-Technologie wird in den
letzten Jahren zunehmend als innovative Moglichkeit zur Bekdmpfung verschiedenster
Krankheiten angesehen. Somit bestand ein Ziel dieser Arbeit darin, das Potential der RNAi-
Technologie als neues Therapiekonzept gegen hCMV zu untersuchen. Damit verbunden
sollten antivirale siRNAs mit Hilfe eines geeigneten Screening-Verfahrens identifiziert und
im Hinblick auf eine therapeutische Nutzung optimiert werden. Des Weiteren sollten
Zielstrukturen, welche sich als vielversprechend erwiesen, hinsichtlich einer Wechselwirkung
mit zelluldiren Genprodukten ndher charakterisiert werden. Dementsprechend sollte im
zweiten Teil der Arbeit eine umfassende Analyse zum Einfluss des hCMV-kodierten IE1-
Proteins auf die Regulation des humanen Transkriptoms durchgefiihrt werden.
Weiterfilhrende Untersuchungen sollten vor allem zur Aufkldrung der mechanistischen

Grundlagen der IE1-Funktion beitragen.
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2.1 Antikorper

Die folgenden Antikoérper wurden zum immunologischen Nachweis von Proteinen im
Western Blot (WB, siche 2.7.3) bzw. Immunfluoreszenz (IF, siche 2.7.4)-Verfahren und fiir

Chromatinimmunprazipitationen (ChIP, siehe 2.7.6) verwendet.

Tabelle 2.1 Verwendete Antikorper

Eingesetzte

Bezeichnung Quelle Verdiinnungen/Mengen Nr.
rb-anti-GAPDH Abcam, ab9485 1:2000 (WB) 77
rb-anti-H2A Abcam, ab13923 1:250 (WB) 128
rb-anti-IRF1 (C-20) Santa Cruz, sc-497 1:300 (WB) 148
rb-anti-NFxB Santa Cruz, sc-372 X 1:200 (IF), 1:1000 (WB) 192
m-anti-PML (5E10) Stuurman et al., 1992 1:100 (WB) 158
m-anti-STAT1 (C-136) Santa Cruz, sc-464 1:500 (WB) 130
rb-anti-STAT] (E-23) St (O, sefde e | — ) 1(:(2:?1(1)3)(\”13)’ 0 132
rb-anti-STAT]1 alpha (C-24) Santa Cruz, sc-345 X 10 ug (ChIP) 131
rb-anti-STAT2 (H-190) Santa Cruz, sc-22816 1:200 (IF), 1:1000 (WB) 137
rb-anti-STAT2 (C-20) Santa Cruz, sc-476 X 10 ug (ChIP) 138
rb-anti-STAT2 (N-17) Santa Cruz, sc-839 X 10 ng (ChIP) 139
rb-anti-STAT3 (C-20) Santa Cruz, sc-482 X 1:200 (IF), 1:1000 (WB) 141
m-anti-a-Tubulin Invitrogen, A11126 1:2000 (WB) 167
m-anti-IE1 (1B12) Zhu et al., 1995 1:10 (WB) 29
m-anti-IE2 (3A9) T, Shenk, Princeton 1:10 (WB) 32
m-anti-pp28 (10B4-29) Silva et al., 2003 1:10 (WB) 71
m-anti-pp65 (8F5) T. Shenk, Princeton 1:100 (WB) 72
m-anti-TRS1(9A1) Adamo et al., 2004 1:100 (WB) 73
m-anti-ppUL44 (10D8) GeneTex, GTX 26501 1:2000 (WB) 86
gt-anti-mIgG +HRP Dianova, 115-036-003 1:10000-1:50000 (WB) 202
gt-anti-rblgG +HRP Millipore, AP156P 1:10000-1:50000 (WB) 203
gt-anti-mIgG +Alexa Fluor 488 Invitrogen, A11001 1:1000 (IF) 204
gt-anti-mIgG +Alexa Fluor 594 Invitrogen, A11032 1:1000 (IF) 205
gt-anti-rblgG +Alexa Fluor 488 Invitrogen, A11008 1:1000 (IF) 206
gt-anti-rblgG +Alexa Fluor 594 Invitrogen, A11037 1:1000 (IF) 207

IgG aus rb-Serum Sigma, 15006 10 ng (ChIP) -

Hellgraue Schattierung: Antikorper gegen zelluldre Proteine, mittelgraue Schattierung: Antikdrper gegen virale
Proteine, dunkelgraue Schattierung: Sekundirantikorper, Speziesbezeichnungen: gt = Ziege, m = Maus, rb =
Kaninchen, IgG = Immunglobulin G, - Nummer in der Antikdrper-Datenbank der Arbeitsgruppe

2.2 Olisonukleotide

Die folgenden Oligonukleotide wurden von den Firmen Metabion und Biomers synthetisiert
und durch Hochleistungsfliissigkeitschromatographie gereinigt. Sie kamen bei der Herstellung
rekombinanter Plasmide (siche 2.6.2), des pTNLuc-BACmids (siche 2.6.3) sowie in der
quantitativen Echtzeit-PCR (q-PCR) (siehe 2.6.4) zum Einsatz.
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Tabelle 2.2 Verwendete Oligonukleotide fiir Klonierungen

Bezeichnung  Orientierung Sequenz 5'—3’ Kurze Beschreibung Nr."
fw TTGCAAGATCTATGGAAGACG - 420
Luc CCAAAAAC Amp.hﬁzwrung der
v TTGCAGTCGACTTACACGGCG Luciferase-cDNA 1
ATCTTTCC
GGCACACAGCCAGACGCGTTC
fw GTCAGCAGCGACGCCGACAAG 423
ACCTCAGCATGGAAGACGCCA o
AAAACAT Arpphﬁzwrung der.
Luc-UL21,5 Luciferase-cDNA mit
TAATAAAAAACAAGATAGTCA (19 ,5-homologen Enden
v ACATGGTCTTTAACCCTTGGGA 404
TCTGCTGCGTCGTGGAATGCCT
TCGAA
Kan-FRT fw TTAGGCAAGCTTAAGGTGCA Sequenzierung des Plasmids 425
v TGTCGTCGTCGTCCTTGTA #636 426
fw TTGCAAAGCTTATGGAGTCCTC - 483
IE1 TGCCAAGAGAAAG Amplifizierung der
v TTGCAGAATTCTTACTGGTCAG IE1-cDNA 434

CCTTGCTTCTAG

fw = vorwirts, rv = riickwiérts, unterstrichen sind vorhandene Restriktionsschnittstellen, " Nummer in der
Oligonukleotid-Datenbank der Arbeitsgruppe

Tabelle 2.3 Verwendete Oligonukleotide und Bedingungen fiir die -PCR

Produkt-
. N r Temp. Zeit . PCR- *
Bezeichnung Orientierung Sequenz 5°—3 ©C)’ (s)} g(l;)ll)s)e Effizienz Nr.
CXCL9 fw GAGTGCAAGGAACCCCAGTAGT 66-56 8 7 1.87 531
v GGTGGATAGTCCCTTGGTTGGT 532
CXCL9 P fw TGTGCCAAAGGCTATCAGTG 66-56 10 120 1.9* 618
- v CTGGGGGAAACCCTAGTCTC 619
CXCL10 fw TCCACGTGTTGAGATCATTGC 66-56 8 R0 1,95 533
v TCTTGATGGCCTTCGATTCTG 534
CXCLI11 fw CAAGGCTTCCCCATGTTCA 66-56 8 71 1.88 535
v CCCAGGGCGTATGCAAAGA 536
GAPDH fw TCGACAGTCAGCCGCATCT 66-56 8 69 1.9* 492
v CTAGCCTCCCGGGTTTCTCT 493
GBP4 fw GCTCCAAGCAGTCCTTTCAC 66-56 12 197 1,95 537
v GTGGTGGCTCATGCCTAAAT 538
GBP4 P fw GGTGGAAGAGGGACAAACAA 66-56 10 187 1.9 547
- v CCAGCCGGATTTACAGACAT 548
[FIT2 P fw GGAGGAAAAAGAGTCCTCTA 63 10 172 1.9* 103
- v AGCTGCACTCTTCAGAAA 104
TFN-y fw TCCCATGGGTTGTGTGTTTA 66-56 12 198 1.9 529
v AAGCACCAGGCATGAAATCT 530
IL-6 fw TACCCCCAGGAGAAGATTCC 66-56 10 175 1.9 600
v TTTTCTGCCAGTGCCTCTTT 601
IRF1 fw ATTCCCTGTGCACCGTAG 66-56 8 81 1.9* 117
v CCATATCCACCATGATGC 118
OAS] P fw TTGGCTGGAGGTTAAAATGC 66-56 12 213 1.9 614
- v AGCTTGGACTGCTGTTGGTT 615
PML fw AGCTTGGACTGCTGTTGGTT 66-56 8 80 1.9 111
v ATGGTGGCTTGAATCTCAG 112
RPL30 fw CAAGGCAAAGCGAAATTGGT 66-56 8 73 1.9* 494
v GCCCGTTCAGTCTCTTCGATT 495
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Produkt-

. S Y Temp. Zeit .. PCR- *
Bezeichnung Orientierung Sequenz 5°—3 O (s)' g(ll‘;)ll)i)e Effizienz

STATI fw TTCAGGAAGACCCAATCCAG 66-56 8 112 1.88 596
v TGAATATTCCCCGACTGAGC 597

STAT?2 fw CTGGACAATCTCACACCTTAC 66-56 8 70 1.9 457
v GAACATCTTGGAGCAATGTC 458

STAT?2 2 fw GGGCTATGATGGAGAAGCTG 66-56 8 104 1.9 631
- v AGAGGGTGTCTTCCCTTTGG 632
STAT3 fw AGTGAGTAAGGCTGGGCAGA 66-56 8 100 1.9" 598
v AAGGCACCCACAGAAACAAC 599

TAPI fw GCAGCTCATGGAGAAAAAGG 66-56 8 74 1.9 619
v AAGGCTTTCATTCTGGAGCA 617

TAPL P fw GCAGGCCACTTTTGGAAGTA 66-56 10 119 1.9 612
- v GGAAAGTCCCAGGAACAGG 613
Tubulin fw TATCAGCAGTACCAGGATGC 66-56 8 102 1.92 363
v TGAGAAGCCTGAGGTGATG 364

TRSI1/IRS] fw GGTAGCGGCAACAATAGC 60 ] 65 1.9 477
v TCCACCGGAATCTGAGAC 478

UL44 fw CTTCAACGACGCGAAAGAG 60 3 70 1.9 469
v CTTGGTGTTAGGGACGAACTC 470

ULS4 P fw CACCAAAGACACGTCGTT 53 3 7 1,94 294
- v GTCCTTTGCGACCAGAAT 295

UL78 fw GTGGACCTCACCATCAAG 60 ] 71 1.9 459
v TCTACCACGTTAGCCAGTAC 460

ULS3 fw ACGGTTCAGGGTCAGAATC 60 3 7 1.9 463
v GCGAAGATGCGGTAGATG 464

UL97 fw CCGCTTCTACCACGAATG 60 3 66 1.9% 461
v AGACGCTCCACGTTCTTTC 462

UL99 fw GAGGACAAGGCTCCGAAAC 60 ] 77 1.9 473
v CTTTGCTGATGGTGGTGATG 474

UL122 1 fw CCTAGTGTGGATGACCTA 53 3 112 1.88 292
- v GTGACACCAGAGAATCAG 293
UL122 2 fw CCAGTATGCACCAGGTGTTAG 60 3 74 1.9% 475
- v CTGGATGCCCTTGTTGTTC 476
UL123 fw TCCCTAAGACCACCAATG 60 ] 64 1.9" 471
v GAGCACTGAGGCAAGTTC 472

Hellgraue Schattierung: Primer fiir zelluldre Gene, dunkelgraue Schattierung: Primer fiir virale Gene, fw =
vorwirts, rv = riickwirts, P = Promotor, " Hybridisierungstemperatur, * Polymerisationszeit, * PCR-Effizienz
wurde nicht bestimmt, sondern ein Faktor von 1,9 angenommen, Nummer in der Oligonukleotid-Datenbank der

Arbeitsgruppe

2.3 siRNASs

Die folgenden siRNAs, die gegen hCMV-mRNAs gerichtet sind, wurden von der Firma

BioDec mit dem Programm ,,siReNA* vorhergesagt und von der Firma IBA hergestellt. Die

siRNAs, die gegen zelluldire mRNAs gerichtet sind, wurden von den Firmen Invitrogen oder

Ambion bezogen.
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Tabelle 2.4 Verwendete siRNAs, die gegen hCMV-mRNAs gerichtet sind

Bezeichnung virale Ziel-mRNA Sequenz des antisense-Strangs 5'—3’ Nr.
silRS1#1 IRS] UUCGCGAAACAUGAACUCCdCdA 86
silRS1#2 UUGUUUUAUAUCGUCGGGUdCdG 87

siTRS1/IRS1#1 UAUUCCAGUUCCGUCAGCGdCdC 64
siTRS1/IRS1#2 TRSI und IRS1 UUUGGUACGCAAACCGCGCdTdC 65
siTRS1/IRS1#3 UACUUGCACCAGUUCCCGCdCdG 88
siTRS1/IRS1#4 AAAGUCACAGCAGACCCCAACAG 89
siUL32#1 UL32 UAUCGAAUUCGGUACGGUCdTdA 80
siUL32#2 UUGUUUUAGACGAAGCCGGATdT 81

siUL37x1#1 UL37 Exon 1 UUCAAGGCGUUUUCGCUGGdAdT 82

siUL37x1#2 UUCUCACCGUCAAUGACGCdCdA 83
siUL44#1 UL44 AAAUUGCCGAGCAGCGGCGATdG 18
siUL44#2 UCUUGUGCUGCUCGUAUUUATAT 19
siUL52#1 UL52 UUCGUAAUGACGGUAACGGATdT 84
siUL52#2 UUUUUUAGCGUGCUCUCGCATdG 85
siUL54#1 ULS4 UUAUGCUUGAUCAACCCCGATdC 97
siUL54#2 UUAAUGACGGCAAUGUGCGAGdC 99
siULS55#1 UL55 UAGACUCGUACCUUAAAGGATdG 94
siULS55#2 UAAAUGAUAAUGACGACGGACAT 95
siUL78#1 UL78 UAGCCCGCUUCAACGCCUGdCdA 20
siUL78#2 UCGUCGUUACCACAACGGCdCAG 21
siUL83#1 UGUAGUAGACGUCGGGCUCATAT 74
siUL83#2 ULS3 UCGUUGUCGGAAUCCUCGUdCdG 75
siUL83#3 UAAAGUACGUGUGCUGCACACAT 92
siUL83#4 UUCAUCAAUAGGUUACCUGdAdG 93
siUL89#1 ULS9 UUAAAGAUGUCGAUGGAGGdTdC 78
siUL89#2 UUAGUGUUGCCCUCCACGGACAG 79
siUL97#1 UL97 GUUUUCUUCGAGCACCGCGdTdC 66
siUL97#2 AGGGUGGUAACAUUCGCGCdAdG 67
siUL99#1 UL99 UUCUUGGAGCCGUCGUGGGACAG 22
siUL99#2 ACGUGUUUCAAACAGCACAJATAT 23

siUL104#1 UL104 UAAAAUGUCGCGGAGCGCGdCdC 90
siUL104#2 UAAUUGGAGUAGACGAUGGdCAC 97
siUL115#1 UL115 UAACAUUCACCAACGGGCGdCdA 96
siUL115#2 UAAAAGAGCGUGAUGCCCUdCdG 97
siUL122#1 CUCGCUAUCAGAGAUCACGdAAT 14
siUL122#1 ml CUCGCUAUCAGAGAUCACGdAJT £ 155
siUL122#1 m2 CUCGCUAUCAGAGAUCACGdAdT 156
siUL122#2 GAUAUUGCGCACCUUCUCGATdT 15
siUL122#3 UL122 AUCGAUACCGGCAUGAUUGdAdC 134
siUL122#4 AGGAGUGUUAGUAACCGCGdAdC 135
siUL122#5 UUUUGCGCGGUUUCUUACGdCAG 136
siUL122#6 AUCACCUUGAAAGGACGCGATdG 137
siUL122#7 AUCGAUAAUCUUGUUGCGGdTdA 138
siUL122#8 AGAGGAACUAUCUUCAUCGAGAG 139
siUL122/123#1 AUAGUCUGCAGGAACGUCGATdG 70
siUL122/123#1 ml AUAGUCUGCAGGAACGUCGATAG % 157
siUL122/123#1 m2 UL122 und UL123 AUAGUCUGCAGGAACGUCGATdG 158
siUL122/123#2 AUCUUUCUCGGGGUUCUCGATAT 71
siUL122/123#3 GUUCUCGUUGCAAUCCUCGAGAT 130
siUL123#1 UL123 CAUAGUUAGCCCAAUACACATAT 16
siUL123#2 GUAUACAAUAGUGACGUGGdGdA 17
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*

Bezeichnung virale Ziel-mRNA Sequenz des antisense-Strangs 5’ —3’ Nr.
siUL123#3 AUCAUAUUAAAGGCGCCAGATdG 131
siUL123#4 UACAAUGUAGUUCUCAUACdAAT 132

siUL123#4 ml UL123 UACAAUGUAGUUCUCAUACAAAT i 153
siUL123#4 m2 UACAAUGUAGUUCUCAUACdAAT 154
siUL123#5 AUCAAUGUGCGUGAGCACCATAT 133

rot markierte Nukleotide: 2°O-Me-Modifikation im antisense-Strang, d = desoxy, I Cholesterinmodifikation am
5’-Ende des sense-Strangs, - Nummer in der siRNA-Datenbank der Arbeitsgruppe

Tabelle 2.5 Verwendete siRNAs, die gegen zelluliire mRNAs gerichtet sind und Kontroll-siRNAs

Bezeichnung zelluldre Ziel-mRNA Sequenz des antisense-Strangs 5'—3" Firma Nr.”
silRF1#1 UCUGUUGUAGCUUCAGAGGATdG Ambion 159
silRF1#2 IRF1 UUGGUUGGAAUUAAUCUGCdAdT Ambion 160
silRF1#3 AAGUUGUACAGAUCACUGGATdG Ambion 161
siRelA#1 UCAGGGAUGACGUAAAGGGAJAdT Ambion 162
siRelA#2 NF«B (RelA) UAUAGCCUCAGGGUACUCCAAdT Ambion 163
siRelA#3 UGACGUAAAGGGAUAGGGCATdG Ambion 164
siPML#4 DML UCUUGGAUACAGCUGCAUCATAT Ambion 141
siPML#6 UGCGCAUCCACAAUCUGCCdGdG Ambion 148

siSTAT1#1 STATI UUCGUGUAGGGUUCAACCGAdCdA Ambion 140
siSTAT1#3 UCCGCAACUAUAGUGAACCdAdG Ambion 146
siSTAT2#1 STAT? AAGAUUCUGCAGCAUUUCCCACUCC  Invitrogen 6

siSTAT2#3 UUAGAGACCACAAUGAGCCATdG Ambion 152
siSTAT3#2 STAT3 UCUAGGUCAAUCUUGAGGCACAT Ambion 143
siSTAT3#4 AAUCUUAGCAGGAAGGUGCACAT Ambion 151

siKontrolle#1 EGFP GAACUUCAGGGUCAGCUUGCACAG IBA 1

siKontrolle#2 keine nicht angegeben Invitrogen 10

siKontrolle#3 keine nicht angegeben Ambion 149

Hellgraue Schattierung: siRNAs gegen zellulire mRNAs, dunkelgraue Schattierung: siRNA-Kontrollen, d =
desoxy, t AlexaFluor 594-Modifikation am 3’-Ende des sense-Strangs, - Nummer in der siRNA-Datenbank der
Arbeitsgruppe

2.4 HCMV BACmid und Plasmide

Das BACmid pTNwt (J. Alwine, Philadelphia) kam bei der Herstellung des pTNLuc-
BACmids (siehe 2.6.3) zum Finsatz. Folgende Plasmide wurden zur Herstellung
rekombinanter Retroviren in Phoenix- bzw. HI1299-Zellen transfiziert oder fiir

Subklonierungen verwendet (siehe 2.6.2 und 2.8.7).

Tabelle 2.6 Verwendete Plasmide

Bezeichnung Verwendung Quelle Nr."
pKan-FRT _ _ Wil B, | o)
Klonierung des Plasmids pKan-FRT-Luc Berlin
pGL3-Control Promega 354
pCGN-pp71 , Us BG | 5
Herstellung des Reportervirus TNLuc Princeton
pKan-FRT-Luc Diese Arbeit 636
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Bezeichnung Verwendung Quelle Nr."
Meinel
pEGFP-TNcIE1 (2006) 473
R. Everett
LKO.DCMV.TetO.cICP0 > 687
. e Klonierung des Plasmids pLKO.DCMV.TetO.clIE1 Glasgow
pCMV.TetO.cICPO R. Everett,  cog
Glasgow
pCMV.TetO.cIE1 Diese Arbeit 695
pLKOneo.CMV.EGFPnlsTetR R. Everett, a9
Glasgow
pMD2.G Herstellung von TetR— bzw. TetR.-IEl-Zellen mittels Addgene 691
rekombinanter Lentiviren
psPAX2 Addgene 693
pLKO.DCMV.TetO.cIE1 Diese Arbeit 696
pLHCX-STAT1 Seiler (2010) 791
pLHCX-STAT1* Herstellung von TetR-IE1-Zellen, die STAT1-Varianten ~ Seiler (2010) 792
pLHCX-STATI*Y701F exprimieren mittels rekombinanter Retroviren Seiler (2010) 793
pLHCX- STATI1*S727A Seiler (2010) 794

* siRNA#146-resistent,  Nummer in der Plasmid-Datenbank der Arbeitsgruppe

2.5 Zellen und Viren

2.5.1 Escherichia coli-Stimme

Fiir Klonierungen und die Gewinnung von Plasmid-DNA wurden die Bakterienstimme
GM169 (Quelle: R. Wagner, Regensburg) bzw. DHIOB (Quelle: Bethesda Research
Laboratories, Washington) verwendet. Der Escherichia (E.) coli-Stamm EL250 (Lee et al.,
2001) wurde fiir homologe Rekombinationen zur Herstellung des pTNLuc-BACmids

verwendet.

2.5.2 Humane Zellen

Zur Durchfithrung aller Infektionsstudien wurden die fiir hCMV permissiven primiren
humanen Lungenfibroblasten MRC-5 (European Collection of Cell Cultures) (Jacobs et al.,
1970) und fiir Plasmidtransfektionen die humane Lungenkarzinomzelllinie H1299
(Mitsudomi et al., 1992) verwendet. Zur Erzeugung rekombinanter Retroviren dienten
Phoenix-Zellen (Kinsella & Nolan, 1996). AuBerdem wurden mit, auf MRC-5-Zellen
basierenden, induzierbar IE1-exprimierenden Zellen (TetR-IE1) gearbeitet. Als Kontrollzellen
dienten MRC-5-Zellen, die nur den Tetracyclin-Repressor (TetR) exprimieren. Beide
Zelltypen wurden im Rahmen dieser Arbeit hergestellt. Des Weiteren wurden TetR-IE1-
Zellen verwendet, die verschiedene STAT1-Varianten exprimieren und ebenfalls im Rahmen
dieser Arbeit hergestellt wurden. Als Positivkontrolle fiir den IFN-y mRNA-Nachweis mittels
quantitativer reversen-Transkriptase-PCR (q-RT-PCR), dienten mononukledre Zellen des

peripheren Blutes (PBMC), die von der Arbeitsgruppe Deml isoliert und fiir 6 h mit je
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1 ng/ml Phorbol 12-Myristat 13-Acetat (PMA) und Ionomycin (Sigma Aldrich, P8139 bzw.
10634) stimuliert wurden (Barabas et al., 2008; Lindner et al., 2005).

2.5.3 Viren

Alle hCMV-Stimme wurden auf MRC-5 (TNwt, TNrevIE1, TRwt, TNLuc) bzw. TetR-IE1-
Zellen (TNdIIE1) generiert, serumfrei und zelltrimmerfrei geerntet (Winterling, 2009) und
bei -80°C gelagert. Als Wildtyp-Viren kamen der laboradaptierte, EGFP-exprimierende
Towne (TN)-Stamm TNwt (Marchini et al., 2001), die Revertante TNreviE1 (Hauer,
unverOffentlicht), der klinische, Ganciclovir- und Cidofovir-resistente TR-Stamm TRwt
(Alain et al., 1997) sowie das im Rahmen dieser Arbeit hergestellte Reportervirus TNLuc
(siehe 2.6.3) zum Einsatz. Zusétzlich wurde das IE1-defiziente TN-Virus TNdIIE1 verwendet
(Knoblach, 2006). Die Anzahl infektioser Partikel in den Priaparationen wurde mittels Plaque-
Test auf MRC-5-Zellen (Card & Enquist, 1995) bzw. durch Quantifizierung zellassoziierter
Virusgenome (TNdIIE1) (siehe 2.8.4) ermittelt.

2.6 Nukleinsidure-Methoden

2.6.1 Standardmethoden
Die Protokolle fiir grundlegende Methoden, wie z.B. die Ethanolfillung, Phenol-

Chloroformextraktion von Nukleinsduren oder die Bestimmung der Konzentration von DNA
und RNA-Losungen, wurden allgemein gebriduchlichen Laborhandbiichern entnommen
(Ausubel et al., 1987; Sambrook et al., 1989). Enzymatische Reaktionen, wie Ligation oder
die Restriktionsspaltung von DNA, erfolgten nach den Angaben des Herstellers unter
Verwendung der entsprechenden Enzyme und Puffer. Zur Plasmid- und BACmid-Prédparation
wurde der NucleoBond AXS500 Plasmid DNA Purification Kit (Machery & Nagel,
740.531.50) verwendet (Protokoll: low-copy plasmid purification). Plasmid- bzw. BACmid-
Praparationen wurden sowohl fiir analytische als auch fiir priparative Zwecke in 0,7% bis
1,5%igen (w/v) Agarosegelen elektrophoretisch aufgetrennt. (Seakem LE Agarose, Biozym,
Gelapparatur: HE Mini Submarine Unit oder HE 99X Max Submarine Unit, GE Healthcare
Life Sciences). Die Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen bzw. von PCR-
Produkten erfolgte ebenfalls nach Herstellerangaben unter Verwendung des QIAEX II Gel
Extraktion Kits (Qiagen, 28106) bzw. QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, 28106). Fiir
Klonierungszwecke wurden kompetente Zellen des E. coli-Stammes GM169 oder DH10B
(siehe 2.5.1) mit den Ligationsansétzen transformiert. Nach alkalischer Schnelllyse konnten

die gewiinschten Klone durch Restriktionsverdau des gewonnenen Plasmids identifiziert
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werden (Ausubel et al., 1987; Sambrook et al., 1989). DNA-Sequenzierungen wurden von der

Firma GeneArt (Regensburg) durchgefiihrt.

2.6.2 Herstellung neuer Plasmide

Um das pTNLuc-BACmid zu generieren (sieche 2.6.3) wurde zunichst das Plasmid pKan-
FRT-Luc (#636, siche Tabelle 2.6) hergestellt. Hierfiir wurde die Luciferase-cDNA mit Hilfe
des Primerpaars #420/#421 und des Plasmids #32 (siehe Tabelle 2.2 und 2.6) amplifiziert.
Uber die eingefiihrten BglIl und Sall Restriktionsschnittstellen wurde die Luciferase-cDNA in
das Plasmid #354 (siche Tabelle 2.6) insertiert, welches eine von FRT (Flp recognition
target)-Sequenzen flankierte Kanamycin (Kan)-Resistenzkassette (FRT-Kan-FRT) tragt.

Zur Erzeugung der TetR-IE1-Zellen (siehe 2.8.7) mittels rekombinanter Lentiviren musste
zundchst das Plasmid pLKO.DCMV.TetO.cIE1 (#695, siche Tabelle 2.6) hergestellt werden.
Hierfiir wurde das pLKO.1puro-Derivat pLKO.DCMV.TetO.cICPO (#687, siche Tabelle 2.6)
verwendet. Dies vermittelt die Expression des HSV-1 infected cell Proteins 0 (ICPO) unter der
Kontrolle von Tandem Tet-Operator (TetO)-Sequenzen, welche sich stromabwérts zu einer
verkiirzten Version des hCMV MIEP (DCMYV) befinden (Everett et al., 2009). Zunéchst
wurde die IE1-cDNA des hCMV TN-Stammes in Vektor #473 mit dem Primerpaar
#483/#484 (siche Tabelle 2.2 und 2.6) amplifiziert. Uber die eingefiihrten HindIII und EcoRI
Restriktionsschnittstellen wurde die IE1-cDNA in das Plasmid pCMV.TetO.cICPO (#688,
siche Tabelle 2.6) kloniert, um das Konstrukt pCMV.TetO.cIE1 (#6935, siehe Tabelle 2.6) zu
erzeugen. Das Ndel-EcoRI-Fragment dieses Plasmids wurde schlielich verwendet, um die

ICPO-cDNA in Plasmid pLKO.DCMV.TetO.cICPO (#687, siche Tabelle 2.6) zu ersetzen.

2.6.3 Herstellung des pTNLuc-BACmids

Die Herstellung rekombinanter hCM-Viren erfolgt in der Regel mittels bacterial artificial
chromosome (BAC)-Mutagenese. Das gesamte hCMV-Genom liegt hier als BACmid in
E. coli vor, wodurch mittels homologer Rekombination verschiedenste Arten von Mutationen
eingefiihrt werden konnen. Ein System zur genetischen Manipulation von BACmiden wurde
von Lee et al., 2001 vorgestellt. Der von DH10B abgeleitete E. coli-Stamm EL250 (siehe
2.5.1) enthilt alle relevanten Rekombinationsfunktionen, da diese durch einen integrierten,
defekten Prophagen zur Verfiigung gestellt werden. Die Rekombinationsfunktion kann durch
Temperaturerhohung auf 42°C transient aktiviert werden, da die Gene gam, exo und bet der
Kontrolle des temperatursensitiven A-Repressors unterliegen. Gam inhibiert die E. coli-eigene
RecBCD-Nuklease, welche sonst elektroporierte lineare DNA, die zur homologen

Rekombination bendtigt wird, abbauen wiirde. Exo und Bet stellen die Rekombinations-
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funktion. Zusédtzlich enthidlt der Stamm EL250 das durch Arabinose induzierbare flp-Gen,
welches fiir die Flp-Rekombinase kodiert. Dies ermdglicht den gezielten Verlust eines Gens
(z.B. Resistenzmarker), das von FRT-Sequenzen flankiert ist und z.B. nach der Selektion
nicht mehr bendtigt wird.

Die EL250-Bakterien mussten zundchst mit dem pTNwt-BACmid (siehe 2.4), das unter
anderem die Sequenz des hCMV-Stammes TN, einen Chloramphenicol (Cam)-Resistenz-
marker sowie eine EGFP-Expressionskassette enthilt, transformiert werden. Um eine
moglichst hohe Transformationseffizienz zu erhalten, wurden frisch hergestellte,
elektrokompetente (Sambrook et al., 1989) EL250-Zellen mit 1 pg des frisch préparierten
pTNwt-BACmids elektroporiert und bei 30°C auf LB-Cam-Platten (20 ug/ml) kultiviert. Die
Integritdit des hCMV-Genoms im BACmid wurde durch eine EcoRI-Restriktionsanalyse
verifiziert (Daten nicht gezeigt). Damit sollten groBere spontane Rekombinationsereignisse
ausgeschlossen werden, die zwischen den internen viralen Sequenzwiederholungen sowie
zwischen viralen und bakteriellen Sequenzen auftreten konnen. AnschlieBend wurden
elektrokompetente EL250-pTNwt-Zellen hergestellt, wobei in diesem Fall eine Temperatur-
erhohung auf 42°C erfolgte, welche zur Expression der fiir die Rekombination erforderlichen
Gene fiihrte.

Zur Herstellung des linearen PCR-Produkts fiir die homologe Rekombination wurden das
Plasmid #636 (siehe 2.6.2 und Tabelle 2.6) und das Primerpaar #423/#424 (sieche Tabelle 2.2)
verwendet. Die Primer enthalten homologe Sequenzen stromaufwirts bzw. stromabwirts des
zu ersetzenden nicht-essentiellen hCMV-Gens UL21,5.

PCR-Programm:

Ix 98°C 30"
30x 98°C 10"
68°C 20" touch down-Verfahren 0.5°C/Zyklus
72°C 42"
2x 98°C 10"
54.5°C 20"
72°C 42"
1x 72°C 10°
1x 4°C 0

Die elektrokompetenten EL250-pTNwt-Zellen wurden mit 100 ng des linearen, gereinigten
(QIAquick PCR Purification Kit, Qiagen, 28106) und Kan-Resistenz-vermittelnden PCR-
Produkts transformiert (Ausubel et al., 1987; Sambrook et al., 1989) und fiir 16 h bei 30°C auf
LB-Kan-Platten (25 pg/ml) inkubiert. Durch homologe Rekombination sollte ein hCMV-
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BACmid entstehen, das anstelle des UL21,5-hCMV-Gens die Luciferase-cDNA gefolgt von
einer durch FRT-Sequenzen flankierten Kan-Resistenzkassette trdgt (siche Abb. 3.1). Zur
Uberpriifung des neu erzeugten rekombinanten pTNLucKan-BACmids wurde ein EcoRI-
Restriktionsverdau durchgefiihrt und mit dem ebenfalls EcoRI verdautem pTNwt-BACmid
verglichen (Daten nicht gezeigt). Um nun die nicht mehr bendtigte Kan-Resistenzkassette zu
eliminieren wurde mittels Arabinoseinduktion die Flp-Rekombinase exprimiert. Dazu wurden
0,2 ml einer 10 ml LB-Cam-Ubernachtkultur (20 pg/ml) in 10 ml LB-Cam verdiinnt und bis
zu einer ODggp von 0,5 bei 30°C kultiviert. Nach Zugabe von 0,1% [w/v] L-Arabinose wurden
die Kulturen 1 h bei 30°C weiter geschiittelt (220 rpm). AnschlieBend erfolgte eine 1:10-
Verdiinnung der Bakteriensuspension mit Arabinose-freiem LB-Cam-Medium gefolgt von
einer erneuten Wachstumsphase von 1h bei 30°C. AnschlieBend wurde die
Bakteriensuspension, welche jetzt nur noch eine Cam-Resistenz aufweisen sollte, auf LB-
Cam-Platten ausplattiert. Die Bakterienkolonien wurden auch hinsichtlich ihrer Kan-
Sensitivitdt getestet. Das neu generierte rekombinante pTNLuc-BACmid wurde ebenfalls

mittels EcoRI-Restriktionsanalyse liberpriift (Daten nicht gezeigt).

2.6.4 Quantitative Reverese-Transkriptase-PCR

TetR- und TetR-IE1-Zellen wurden in 12-wells bzw. in 10 cm-Transwells (Corning, 3419)
ausgesdt. Nach entsprechender Behandlung der Zellen (z.B. siRNA-Transfektion,
Doxycyclin-Induktion, IFN/TNF-a/IL-6-Behandlung, hCMV-Infektion) erfolgte die Zelllyse
und Stabilisierung der Gesamt-RNA mit 350 ul (12-well) bzw. 1,5 ml (10 cm-Transwell) des
im RNeasy Mini Kit (Qiagen, 74104) enthaltenen RLT-Puffers. Bei mehr als 2 x 10° Zellen
(10 cm-Transwell) wurde das Zelllysat mit Hilfe des Qiashredder Kits (Qiagen, 79654) nach
Herstellerangaben homogenisiert. Die weitere Aufreinigung, einschlieBlich eines DNase-
Verdaus (Qiagen, 79254) zur Eliminierung von DNA-Kontaminationen, erfolgte mit dem
RNeasy Mini Kit nach Herstellerangaben. Die Generierung von Einzelstrang-cDNA erfolgte
aus ca. 1pug (12-well) bzw. ca. 2 ug (10 cm-Transwell) gereinigter Gesamt-RNA unter
Zuhilfenahme von Oligo(dT),-Primern und der SuperScript III Reversen Transkriptase (RT)
(Invitrogen, 18080-051) in einem iCycler der Firma BioRad nach Herstellerangaben.
Anschliefend wurden 5 pl Einzelstrang-cDNA einer 1:10 Verdiinnung zur Bestimmung der
relativen mRNA-Menge in die q-PCR eingesetzt.

Die g-PCR ist eine hochsensitive Methode, um die Menge an DNA in einer unbekannten
Probe quantitativ zu bestimmen und basiert beispielsweise auf der Anlagerung des Farbstoffes

SYBR GreenI an die kleine Grube doppelstringiger DNA, was mit einer deutlichen

27



2 Material und Methoden

Steigerung der Fluoreszenz (Agmission = 3530nm) im Vergleich zu freiem oder an
einzelstringige DNA gebundenem SYBR Green I einhergeht. So kann mittels Fluoreszenz-
messung wihrend der PCR die Zunahme des Produktes ermittelt werden. Die Identitit des
Produktes wird durch Uberpriifung der Schmelztemperatur kontrolliert. Die PCR-Zyklus-
Anzahl zu Beginn der exponentiellen Amplifikationsphase wird crossing point value oder cp-
Wert genannt. E bezeichnet die PCR-Effizienz und damit den Amplifikationsfaktor fiir jeden
Zyklus. Aufgrund der exponentiellen Amplifikation gilt:

(1) N, =Ny E"
mit N, = Menge an Amplikon im Zyklus n und Ny = Menge an Amplikon im Zyklus 0
Damit gilt fir den Zyklus cp als Spezialfall von (1):

(2) No=N, - E?
D. h. die Menge an Amplikon in der Probe ist proportional zu E*P. Fiir Proben, die auf das
gleiche Amplikon hin untersucht werden, gilt zudem, dass ihre jeweiligen N.,-Werte allesamt
identisch sind, weshalb sie z. B. in (3) und (4) gekiirzt werden konnen.
Fiir die Analyse der ChIP-Ergebnisse (siche 2.7.6) wurde eine Normierung der output-
Amplikon-Mengen auf die input-Amplikon-Mengen (mit input ratio bezeichnet)

vorgenommen, um Schwankungen in der DNA-Menge auszugleichen:

3) input ratio = N s = E(_‘:Ep”” - E(Cpmpm‘Cpouw)

0(input) E(input)
Eventuelle Probenverdiinnungen fiir die PCR sowie die unterschiedlichen Mengen von
output- und input-Proben miissen selbstverstindlich vor Einsetzen der cp-Werte in (3) durch
Anpassen der cp-Werte beriicksichtigt werden. Fiir einen Verdiinnungsfaktor von x folgt aus
(2):

_ _le®
(4) Cpangepasst_ pgemessen lg(E)

Die Primereftizienz E wurde fiir einige Primerpaare durch serielle 1:y-Verdiinnungen (meist
y = 10) einer beliebigen DNA-Probe und die Auftragung der zugehdrigen cp-Werte gegen den
log, der enthaltenen DNA-Mengen bestimmt. Die Steigung a der Ausgleichsgeraden liefert

dann aus (1) und der Geradengleichung:

lg(x) 1

(5) E =10 d bzw.als Spezialfall firy=10: E =] ()
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E gilt mit ausreichender Genauigkeit nur in dem cp-Bereich, in dem die Messpunkte der
Verdiinnungsreihe auf der Ausgleichsgeraden liegen. Fiir die librigen Primerpaare, bei denen
E nicht bestimmt wurde, wurde ein Faktor von 1,9 angenommen.

Die q-PCR wurde mit Hilfe des LightCycler FastStart DNA Master’-"® SYBR Green I-Kits
(Roche 03515885001) in einem LightCycler-Gerédt (Roche LightCycler 1.5 Instrument) nach
Herstellerangaben mit folgendem Programm durchgefiihrt, wobei jede Kapillare (Roche,
04929292001) 9pul H,O, 4l Kit-Mastermix, je 1pl der beiden Primer (10 uM) und 5Spul
DNA-Probe enthielt:

1x 10min 95°C
40x 10s 95°C
10s x°C
ys 72°C
1x Schmelzkurve von 65°C - 95°C

(Die x- und y-Werte konnen fiir die verwendeten Primerpaare der Tabelle 2.3 entnommen werden)

2.6.5 Transkriptomanalyse

Zur Untersuchung des Einflusses von IE1 auf das humane Transkriptom wurden GeneChip-
Expressionsanalysen mit TetR- bzw. TetR-IE1-Zellen (siche 2.8.7 und 3.3.1) durchgefiihrt.
Dafiir wurden die Zellen auf 10 cm-Schalen ausgesit, wachstumsarretiert und flir 24 h bzw.
72 h mit Doxycyclin behandelt (siche 2.8.1). Anschlieend wurde Gesamt-RNA isoliert. Dies
erfolgte mit dem TRIzol-Reagenz (Invitrogen, 15596-018) und 15 ml PhaseLock Gel Heavy
ReaktionsgefdBlen (Eppendorf, 0032005.250) nach Herstellerangaben. Ein zweiter Aufreini-
gungsschritt erfolgte mit Hilfe des RNeasy Mini Kits einschlieflich eines DNase-Verdaus
(siehe 2.6.4) nach Herstellerangaben.

Die Gesamt-RNA wurde an das Kompetenzzentrum fiir fluoreszente Bioanalytik (KFB) in
Regensburg geschickt, wo zundchst die Quantitit und Qualitdt der Gesamt-RNA in einem
Bioanalyzer (2100 Bioanalyzer, Agilent Technologies) liberpriift wurde.

Danach wurden, wie im Affymetrix GeneChip Whole Transcript (WT) Sense Target Labeling
Assay Manual (P/N 701880 Rev.4) beschrieben, aus insgesamt 100 ng Gesamt-RNA mit
Hilfe von random Hexamer Primer biotinylierte cRNA-Proben hergestellt sowie die
darauffolgende Hybridisierung der Proben auf Affymetrix GeneChip® Human Gene 1.0 ST
Arrays vorgenommen. Die gescannten Arrays wurden hinsichtlich Hintergrund, Rauschen,
% detektierte/regulierte Gene, Array-Sensitivititsgrenze sowie 3°’-5° Signal-Intensitits-
unterschiede untersucht und ein ausfiihrlicher Qualititsreport erstellt. Die Daten der
Einzelhybridisierungen wurden mit der Affymetrix GeneChip Operating (GCOS) 1.4 und

Affymetrix Expression Console 1.1 Software generiert.
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Die weitere Auswertung der Rohdaten erfolgte im Rahmen dieser Arbeit mit den
Datenbanken National Center for Biotechnology Information (NCBI), Ensembl Genome
Browser, Human (Homo sapiens) Genome Browser Gateway, Interferome sowie dem

Programm GeneSpring GX.

2.7 Proteinbiochemische Methoden

2.7.1 Herstellung von Gesamtzellextrakten

Zur Gewinnung von Gesamtzellextrakten aus humanen Fibroblasten wurde das Kulturgefa3
auf Eis gestellt, das Medium abgesaugt und der Zellrasen zweimal mit 2 ml (6-well) bzw.
10 ml (10 cm-Schale) eiskaltem Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM mit L-
Glutamin, D-Glucose (4,5 mg/ml) und Natriumpyruvat, Invitrogen, 41966-029) gewaschen,
mit Hilfe eines Zellschabers (Fisher Scientific, 3468136) in 300 pl (6-well) bzw. 2 ml (10 cm-
Schale) eiskaltem DMEM abgekratzt und jedes Gefdll zweimal mit 300 pl (6-well) bzw. 2 ml
(10 cm-Schale) eiskaltem DMEM nachgespiilt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation
(5 min, 500 x g, 4°C) pelletiert. Nach AbgieBen des Uberstandes und erneuter Zentrifugation
(1 min, 500 x g, 4°C) wurde der restliche Uberstand mit einer Pipette abgenommen, das
Zellsediment rasch in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert. Nach dem
Auftauen wurde jedes Pellet in 15 bis 25 ul (6-well) bzw. 100 pl (10 cm-Schale) MIPA-
Puffer (50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 150 mM NacCl, 10% [v/v] Glyzerin, 0,5% [v/v] Triton-X
100) mit je 1% [v/v] Protease Inhibitor Cocktail Set III (Calbiochem, 539134) und
Phosphatase Inhibitor Cocktail 1 und 2 (Sigma, P2850 und P5726) resuspendiert und die
DNA durch fiinfminiitige Beschallung im Bioruptor der Firma Diagenode (Energie-
einstellung: H (hoch), 30s an/30s aus) fragmentiert. Der Proteingehalt im Lysat wurde
anschlieBend nach Bradford (Bradford, 1976) bestimmt, um gleiche Proteinmengen
analysieren zu konnen. Jede Probe wurde mit einem Volumen 2x Protein-Ladepuffer (60 mM
Tris-HCI, pH 6,8, 2% [w/v] SDS, 10% [v/v] Glycerin, 0,001% [w/v] Bromphenolblau,
200mM B-Mercaptoethanol) versetzt, fiir Smin auf 95°C erhitzt und zentrifugiert
(10 min, 16100 x g, 21°C). Die Proteine in den Uberstinden wurden durch SDS-Polyacryl-
amidgelelektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt und im Western Blot-Verfahren analysiert
(siehe 2.7.3).

2.7.2 Zellulare Fraktionierung

Der Einfluss des hCMV IE1-Proteins auf die nukledre Akkumulation verschiedener Proteine
wurde unter anderem durch subzelluldre Fraktionierung untersucht. Hierzu wurden

wachstumsarretierte TetR- bzw. TetR-IE1-Zellen in 10 cm-Schalen mit Doxycyclin, IFN bzw.
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TNF-o behandelt (siche 2.8.1). Zur Zellernte wurde das Kulturmedium der Zellen durch
Absaugen entfernt und der Zellrasen einmal mit 10 ml 37°C-warmen PBS (137 mM NaCl,
2,7mM KCl, 1,47 mM KH,PO4, 10 mM Na,HPO4, pH 7,4) gewaschen. Zum Ablosen der
Zellen wurden diese mit 1,5 ml einer Trypsin/EDTA-L6sung (0,05% [w/v] Trypsin, 0,02%
[w/v] EDTA, PAN, P10023100) fiir 3 min bei 37°C inkubiert. Zum Abstoppen der Reaktion
wurden unmittelbar danach 5 ml eiskaltes serumfreies DMEM zugegeben, welches mit je 1%
[v/v] Protease Inhibitor Cocktail Set III und Phosphatase Inhibitor Cocktail 1 und 2 (siehe
2.7.1) versehen worden war. AnschlieBend wurde die Zellsuspension in ein 15 ml-
Reaktionsgefd3 auf Eis tiberfiihrt und die Zellen sedimentiert (5 min, 500 x g, 4°C). Das
Kulturmedium wurde entfernt und im Anschluss an einen weiteren kurzen
Zentrifugationsschritt wurden die Zellen in dem restlichen Medium durch vorsichtiges Auf-
und Abpipettieren resuspendiert, in ein 1,5 ml-Réhrchen iiberfiihrt, erneut sedimentiert
(5 min, 800 x g, 4°C) und der Uberstand schlieBlich vollstindig abgenommen. Zur Isolierung
der Zytoplasmafraktion wurde das Zellsediment in 100 pl eiskaltem Cytoskeleton (CSK)-
Puffer (10 mM Piperazin-N,N-bis[ethansulfonsdure], 300 mM Sucrose, 100 mM NaCl, 3 mM
MgCl,, | mM EGTA, 0,1% [v/v] Igepal CA-630) durch zehnmaliges Auf- und Abpipettieren
unter Verwendung von Pipettenspitzen mit weiter Offnung resuspendiert. Dem Puffer wurden
vor Gebrauch je 1% [v/v] Protease Inhibitor Cocktail Set III sowie Phosphatase Inhibitor
Cocktail 1 und 2 (siehe 2.7.1) frisch zugesetzt. Nach Zentrifugation (1 min, 1300 x g, 4°C)
wurden 75ul des Uberstands in ein neues Reaktionsgefd auf Eis iiberfiihrt
(Zytoplasmafraktion) und mit 75 pl 2x Protein-Ladepuffer (siehe 2.7.1) versetzt. Das
Kernsediment wurde durch einmaliges Waschen mit 500 ul CSK-Puffer von Riickstdnden der
Zytoplasmafraktion befreit. Nach Sedimentation der Zellkerne (5 min, 1300 x g, 4°C) wurde
der Uberstand vollstindig abgenommen und die Kernfraktion durch Auf- und Abpipettieren in
200 pl 1x Protein-Ladepuffer (siehe 2.7.1) resuspendiert. Zur Solubilisierung der Proteine und
Fragmentierung der genomischen DNA wurde der Kernextrakt anschliefend dreimal 5 min im
Bioruptor (Diagenode) beschallt (Energieeinstellung: H (hoch), 30 s an/30 s aus), zentrifugiert
(5 min, 16000 x g, 22°C) und 150 ul des Uberstandes wurden in ein neues Reaktionsgefif
tiberfiihrt. Sowohl die Zytoplasmafraktion als auch die Kernfraktion wurden letztlich bei 95°C
fir 5 min erhitzt. Der Nachweis der Proteinverteilung in den beiden Fraktionen erfolgte

schlieBlich mittels Western Blot-Analyse (siche 2.7.3).
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2.7.3 SDS-PAGE und Western Blot-Analyse

Zur Auftrennung von Gesamtzellextrakten bzw. Zytoplasma- und Kernfraktionen (siehe 2.7.1
und 2.7.2) wurde eine SDS-PAGE nach Laemmli (1970) mit 10 bis 15%-igem Trenngel (30-
50% [v/v] Acrylamid-Losung (30% [w/v] Acrylamid-/Bisacrylamidlésung, Mix 37,5:1,
AppliChem, A1672.1000), 375 mM Tris-HCl, pH 8.8, 0,1% [w/v] SDS, 0,1% [w/V]
Ammoniumperoxodisulfat, 2,64 mM TEMED) und 5%-igem Sammelgel (17% [v/V]
Acrylamid-Lésung, 125 mM Tris-HCI, pH 6,8, 0,1% [w/v] SDS, 0,1% [w/v] Ammonium-
peroxodisulfat, 6,6 mM TEMED) durchgefiihrt (Gelapparatur: Mini-PROTEAN 3 Cell, Bio-
Rad, 165-3301). Von jeder Probe wurden zwischen 10 pl und 15 pl geladen und 10 pl eines
Protein-GroBenstandards (Prestained Protein Marker, Broad Range von New England
Biolabs, P7708) mitgefiihrt. Die Elektrophorese erfolgte bei 10 bis 25 mA in Tris-Glycin-
Puffer (20 mM Tris, 150 mM Glycin, 1% [w/v] SDS) bis die Lauffront am unteren Gelrand
angelangt war. Das Trenngel wurde ebenso wie die Nitrocellulosemembran (Schleicher &
Schiill, Optitran BA-S83) fiir 5 min in Towbin-Puffer (13 mM Tris, 100 mM Glycin, 20%
[w/v] Methanol) dquilibriert, bevor der Transfer im Submers-Blot-Verfahren (Blot-Apparatur:
Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell, Bio-Rad, 170-3930) fiir 1 h bei 300 mA nach
Herstellerangaben durchgefiihrt wurde. Nach zweiminiitiger Ponceau-Farbung (1% [w/V]
Ponceau S, 5% [v/v] Essigsdure) wurde die Membran fiir 1 bis 2 h bei Raumtemperatur in 5%
[w/v] Milchpulver in PBS blockiert, mit PBS/0,1% Tween (PBS mit 0,1% [v/v] Tween 20)
gewaschen und iiber Nacht bei 4°C mit einer Verdiinnung des Primérantikorpers (siehe 2.1) in
PBS inkubiert. Am Folgetag wurde die Membran dreimal fiir 10 min mit PBS/0,1% Tween
gewaschen, fiir 1 h bei Raumtemperatur mit einer Verdiinnung des Sekunddrantikdrpers
(siche 2.1) in 3% [w/v] Milchpulver in PBS inkubiert, dreimal fiir 10 min mit PBS/0,1%
Tween und einmal kurz mit reinem PBS gewaschen. Der Nachweis des Meerrettichperoxidase
(HRP)-gekoppelten sekunddren Antikorpers erfolgte nach Herstellerangaben mit einem
Chemilumineszenzsubstrat (SuperSignal West Pico, Pierce, 34080 bzw. SuperSignal West
Femto, Pierce, 34096). Die Detektion des Signals erfolgte durch Auflegen und Entwickeln
eines Rontgenfilms (CL-XPosure Film 18 x 24 cm, Thermo Scientific, 34089, Entwickler-
Losung: GBX developer/replenisher, Sigma, P7042, Fixierer-Losung: GBX fixer/replenisher,
Sigma, P7167).

2.7.4 (Immun-)Fluoreszenzmikroskopie

TetR- bzw. TetR-IE1-Zellen wurden auf sterile Deckgldschen (Roth, H 874) in 6-wells

ausgesit. Nach Doxycyclin-Behandlung erfolgte die Fixierung des Zellmaterials zum
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gewlinschten Zeitpunkt nach zwei verschiedenen Protokollen: Paraformaldehyd (PFA)-
Fixierung und Methanol-Fixierung. Fiir beide Methoden wurde zunédchst das Deckgldaschen
mit einer Pinzette aufgenommen, nacheinander in drei Bechergldser mit PBS/0,05% Tween
(PBS mit 0,05% [v/v] Tween 20) getaucht und in einem mit PBS/0,05% Tween gefiillten 6-
well abgelegt. Fiir die PFA-Fixierung wurde die Probe 15 min bei Raumtemperatur mit 2%
[w/v] PFA in PBS inkubiert, dreimal fiir 5 min mit PBS/0,05% Tween gewaschen,
anschlieBend fiir 15 min bei Raumtemperatur mit 0,1% [v/v] Triton-X 100 in PBS inkubiert
und dreimal fiir 5 min mit PBS/0,05% Tween gewaschen. Fiir die Methanol-Fixierung wurde
die Probe fiir 15 min bei -20°C mit vorgekiihltem MeOH inkubiert und anschlieBend zweimal
kurz mit PBS/0,05% Tween gewaschen. Nach einstiindiger Blockierung (PBS/0,05% Tween
mit 2% [w/v] BSA, Albumin Fraktion V, AppliChem, A1391) wurden die Priparate zweimal
kurz mit PBS/0,05% Tween gewaschen und dann fiir 1h mit einer Verdiinnung des
Primérantikdrpergemisches (siehe 2.1) in Blockierungslosung inkubiert. Dazu wurden die
Deckgldschen mit der Zellseite nach oben auf ein Stiick Parafilm gelegt, mit 100 pl
Antikorperlosung benetzt und in eine geschlossene Dose mit feuchtem Whatman-Papier
gestellt. Die weiteren Waschschritte (dreimal 5 min, PBS/0,05% Tween) erfolgten wieder im
6-well. AnschlieBend wurden die Deckglidschen erneut auf ein Stiick Parafilm gelegt und fiir
1 h mit 100 pl einer Verdiinnung des Sekundérantikdrpergemisches (siehe 2.1) und einer
1:10000-Verdiinnung von 4,6-Diamidino-2-phenylindol-Dihydrochlorid (DAPI, Roche,
10236276001) in Blockierungslosung inkubiert, dreimal fiir je 5 min mit PBS/0,05% Tween
sowie einmal kurz mit reinem PBS im 6-well gewaschen und mit der Zellseite nach unten auf
20 ul SlowFade Gold antifade reagent (Invitrogen, S36936) bzw. ProLong Gold antifade
reagent (Invitrogen, P36930), die sich auf einem gereinigten Objekttriger befanden, gelegt.
Durch sanftes Uberstreichen der unter einem Zellstofftuch liegenden Probe wurde
iberschiissiges Reagenz entfernt, bevor der Rand des Deckgliaschens mit Nagellack versiegelt
wurde. Nach dem Trocknen wurden die Prdparate mit Hilfe des institutseigenen
Fluoreszenzmikroskops (DMRX, Leica, Objektiv  HCX PL APO, 63x/1,40, 0,60 OIL,
©/0,17/E) mit digitalem Bildverarbeitungssystem (Image Pro 2.6) ausgewertet.

2.7.5 Colorimetrischer Sandwich enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)

Die Mengenbestimmung der Chemokine CXCL9, CXCL10 und CXCL11 im Kulturiiberstand

von wachstumsarretierten TetR- bzw. TetR-IE1-Zellen erfolgte mit einem colorimetrischen,
nach dem ,,Sandwich-Prinzip*“ funktionierenden ELISA von R&D Systems (DCX900,
DIP100, DCX110) nach Herstellerangaben. Die Zellen wurden fiir 72 h mit Doxycyclin
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behandelt (siehe 2.8.1), dann einmal mit PBS gewaschen und fiir weitere 24 h in einem halben
Kulturvolumen DMEM mit 0,1% [w/v] BSA (siehe 2.7.4), inkubiert. Der an eine
Mikrotiterplatte adsorbierte spezifische Antikorper wurde mit dem zu untersuchenden
Kulturiiberstand inkubiert. AnschlieBend wurden die Vertiefungen mit dem im Kit
bereitgestellten Waschpuffer gewaschen und mit einer Verdiinnung des zweiten, HRP-
gekoppelten spezifischen Antikorpers befiillt. Nach einem weiteren Waschschritt wurde in
einer enzymatischen Reaktion mit Hilfe der Antikérper-gekoppelten HRP das farblose
Substrat Tetramethylbenzidin oxidiert. Die auftretende Farbreaktion wurde durch Zugabe der
im Kit beigefligten Schwefelsdure gestoppt und konnte in einem ELISA-Reader (Modell 680,
BioRad) bei 450 nm quantifiziert werden. Die Absorption ist dabei direkt proportional zur
Menge des Epitops und somit des nachzuweisenden Molekiils. Durch gleichzeitige Messung
der Absorption bekannter Antigenmengen und einer daraus erstellten Standardkurve konnte

die absolute Antigenkonzentration ermittelt werden.

2.7.6 Chromatinimmunpriézipitation (ChIP)

Wachstumsarretierte TetR- und TetR-IE1-Zellen in einer 15 cm-Kulturschale wurden zum
gewliinschten Zeitpunkt nach Doxycyclin/IFN-Behandlung mit 1% Formaldehyd (Sigma,
F8775) fir exakt 15 min im Zellkulturbrutschrank fixiert. Nach Zugabe von Glycin
(Endkonzentration: 125 mM) und fiinfminiitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die
Schale auf Eis platziert, der Uberstand abgesaugt und der Zellrasen zweimal mit je 20 ml
eiskaltem serumfreiem DMEM gewaschen. Danach wurden die Zellen mit einem Zellschaber
(siche 2.7.1) in 3ml eiskaltes DMEM gekratzt, die Zellsuspension in ein 15ml-
Reaktionsgefal3 auf Eis liberfiihrt und jede Schale noch dreimal mit je 3 ml eiskaltem DMEM
nachgespiilt, AnschlieBend wurden die Zellen durch Zentrifugation (10 min, 2000 x g, 4°C)
sedimentiert. Nach dem AbgieBen des Uberstandes und erneuter Zentrifugation
(1 min, 2000 x g, 4°C) wurde der restliche Uberstand mit einer Pipette vollstindig entfernt,
das fixierte Zellmaterial rasch in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.
Nach dem Auftauen (20 min in Eiswasser) wurde das Pellet in 1 ml eiskaltem FastChIP-Puffer
(50 mM Tris-HCI, pH 7,5, 333 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% [v/v] Triton-X 100, 0,5% [v/v]
Igepal CA-630) durch 30-maliges vorsichtiges Auf- und Abpipettieren resuspendiert. Dem
Puffer wurden vor Gebrauch je 1% [v/v] Protease Inhibitor Cocktail Set III, Phosphatase
Inhibitor Cocktail 1 und 2 (siehe 2.7.1) und 0,5 mM DTT frisch zugesetzt. Anschlieend
wurde das Chromatin sedimentiert (1 min, 12000 x g, 4°C), mit 1 ml FastChIP-Puffer

gewaschen und erneut in 1 ml FastChIP-Puffer resuspendiert. Zur Fragmentierung des
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Chromatins wurden die Proben dreimal fiir 5 min im Eiswasserbad des Bioruptors
(Diagenode) beschallt (Energieeinstellung: H (hoch), 30 s an/30 s aus). Nach dem Uberfiihren
der Probe in ein 2 ml-Reaktionsgefdl wurde durch Zentrifugation (10min, 16100 x g, 4°C)
unldsliches Material sedimentiert und 900 ul Uberstand wurden in ein neues ReaktionsgefiB
iiberfiihrt. Um den DNA-Gehalt der Proben zu ermitteln und gegebenenfalls durch
Verdiinnung in FastChIP-Puffer anzugleichen, wurde die Absorption der Proben nach 1:50
Verdiinnung mit Wasser bei einer Wellenldnge von 260 nm spektrophotometrisch bestimmt.
Darauthin wurden 50 pul der Probe zur Bestimmung der Menge an eingesetzter Gesamt-DNA
abgenommen, mit einem dreifachen Volumen Ethanol (Merck, 1.08543.0250) versetzt und
die DNA iiber Nacht bei -20°C geféllt. Am néichsten Tag wurde die prézipitierte DNA
sedimentiert (30 min, 16000 x g, 4°C), mit 1 ml 70% [v/v] EtOH gewaschen, unter sterilen
Bedingungen getrocknet und zusammen mit den immunprézipitierten Proben wie unten
beschrieben gereinigt. In die Immunprizipitation (IP) wurden 800 pl der Probe eingesetzt. Zur
Entfernung von unspezifisch an Protein A-Agarose bindendem Material wurde die Probe mit
75 ul Protein A-Agarose/salmon sperm DNA (Millipore, 16-157) versetzt und fiir 30 min bei
4°C drehend inkubiert. Nach Zentrifugation (1min, 100 x g, 4°C) und dreiminiitiger
Inkubation auf Eis zum vollstindigen Absetzen der Agarose wurde der Uberstand in ein neues
2 ml-Reaktionsgefal3 iiberfiihrt und mit 10 pg des gewiinschten Antikorpers (siehe 2.1) {iber
Nacht bei 4°C rotiert. Ausgefallenes Material wurde am néchsten Tag durch Zentrifugation
(10 min, 16000 x g, 4°C) entfernt und 700 ul des Uberstandes wurden in ein neues 1,5 ml-
Reaktionsgefal iiberfiihrt. Zur Sedimentation der Antikdrper-Protein-DNA-Komplexe wurden
die Ansdtze nach Zugabe von 60 ul Protein A-Agarose/salmon sperm DNA fiir eine weitere
Stunde bei 4°C drehend inkubiert. Nach Zentrifugation (1min, 100 x g, 4°C) und
dreiminiitiger Inkubation der Proben auf Eis, wurde der Uberstand mit einer feinen Kaniile
(BD Biolance, 22G, 300900) entfernt und das Pellet fiinfmal mit 1 ml FastChIP-Puffer (+
0,5mM DTT) gewaschen. AnschlieBend wurden sowohl die Gesamt-DNA-Proben (siche
oben) als auch die IP-Proben mit 100 pl einer 10%igen [w/v] Chelex 100 (Bio-Rad, 142-
1253) Suspension versetzt, kurz gevortext und zur Elution der DNA 15 min bei 100°C im
Wasserbad inkubiert. Nach dem Abkiihlen wurden die Proben mit 20 ug Proteinase K (Roche,
03115887001) und 20 pg DNase-freier RNase (Roche, 11119915001) versetzt und 30 min bei
55°C inkubiert. AnschlieBend wurde die Inkubation bei 100°C fiir 15 min wiederholt und die
Chelex-Matrix sedimentiert (1 min, 12000 x g, 4°C). Der von Protein, RNA und Ionen
gereinigte DNA-haltige Uberstand wurde in ein neues Rohrchen iiberfiihrt. Die Chelex-

Fraktion wurde zur Optimierung der Ausbeute mit weiteren 100 pl sterilem Wasser gemischt,
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zentrifugiert und der Uberstand mit dem ersten vereinigt. Der Anteil coimmunprizipitierter

DNA an eingesetzter Gesamt-DNA wurde mittels g-PCR ermittelt (siehe 2.6.4).

2.8 Zellkulturverfahren

2.8.1 Kultivierung humaner Zellen

Alle Sdugerzellen wurden in DMEM (siehe 2.7.1) mit 10% f6talem Kélberserum, Penicillin
(100 U/ml) und Streptomycin (100 pg/ml) (PAN Biotech, P06-07100) kultiviert
(Vollmedium). Fotales Kélberserum wurde von den Firmen PAN Biotech, Lonza Bio
Whittaker und Invitrogen bezogen. Die Inkubation erfolgte in einem befeuchteten HERAcell
240 Inkubator (Heraeus) bei 37°C und 5% CO;,-Gehalt. Standard-Kulturvolumina waren
25ml in 15 cm-Schalen (Falcon, 35 3025), 10ml in 10 cm-Schalen (Falcon, 35 3003), 2ml in
6-wells (Falcon 35 3046), 1ml in 12-wells (Falcon, 35 3043), 300 ul in 48-wells (Falcon,
35 3230) und 100 pul in 96-wells (Falcon, 35 3072). Die relativ langsam wachsenden humanen
Fibroblasten MRC-5 wurden ein bis zwei Mal pro Woche im Verhéltnis 1:3 subkultiviert
(Ausubel et al., 1987). Die transformierten, schnell wachsenden Zelllinien H1299 und
Phoenix wurden dagegen nach jeweils drei bis vier Tagen im Verhéltnis 1:10 auf neue
Kulturschalen verteilt. Um die Zellen im Zellzyklus zu arretieren erhielten die MRC-5-Zellen
drei Tage nach Aussaat noch einmal frisches Kulturmedium, in dem sie dann aber fiir weitere
sieben Tage verblieben und so durch Kontaktinhibition und Verbrauch der Wachstums-
faktoren im Medium in die Gy-Phase des Zellzyklus eintraten. Die im Rahmen dieser Arbeit
hergestellten TetR-exprimierenden Zellen wurden bis zum Beginn eines Experiments unter
Zugabe von G418 (100 pg/ml, Calbiochem, 345810) zum Kulturmedium selektioniert. TetR-
IE1-Zellen, die zusitzlich die cDNA fiir IE1 unter Kontrolle des TetO enthalten, wurden in
Gegenwart von G418 (100 pg/ml) und Puromycin (0,5 pg/ml, Sigma, P8833) kultiviert (siche
2.8.7 und 3.3.1). Die Induktion der IE1-Expression durch Doxycyclin erfolgte in der Regel
72 h vor Beginn eines Experiments. Hierfiir wurde das Kulturmedium der Zellen alle 24 h mit
je 0,33 pg/ml Doxycyclin versetzt. Bei einer Induktionsdauer von 48 h wurde zweimal im
24 h-Abstand 0,5 pg/ml Doxycyclin zugegeben und bei einer Induktionsdauer von nur 24 h
und weniger erfolgte eine einmalige Gabe von 1 pg/ml Doxycyclin.

Zur Aktivierung der Jak-STAT-Signalkaskade, wurden die Zellen mit rekombinanten
humanem IFN-a (1000 U/ml), IFN-y, TNF-a oder IL-6 (jeweils 10 ng/ml) behandelt (R&D
Systems, 285-1F-100, 210-TA-050, 11200-2, 206-1L-010).
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2.8.2 Annealing und Transfektion von siRNAs

Zur Inhibition der hCMV-Replikation und zur Untersuchung der Rolle einzelner
Transkriptionsfaktoren bei der IE1-abhdngigen Induktion humaner Gene wurde die RNAi-
Technologie angewandt, die im Rahmen dieser Arbeit erfolgreich etabliert werden konnte.
Die transiente Herunterregulierung zelluldrer aber auch viraler Proteine erfolgte mittels
Transfektion (Lipofektion) von siRNAs. Die meisten der von der Firma IBA erhaltenen
siRNAs wurden als Einzelstrang-RNAs geliefert. Um einen funktionellen siRNA-Duplex zu
erhalten, mussten die zueinander komplementiren Einzelstrang-RNAs zunéchst hybridisiert
werden. Dazu wurde folgendes Gemisch hergestellt: 15 pl 5x Annealing-Puffer (Dharmacon,
B-002000-UB-100), 30 ul sense-Strang (100 pmol/ul), 30 ul antisense-Strang (100 pmol/pl).
Der Annealing-Ansatz wurde im iCycler (BioRad) fiir eine Minute bei 90°C und fiir
60 Minuten bei 30°C inkubiert, anschlieBend auf 4°C abgekiihlt, aliquotiert und bis zum
weiteren Gebrauch bei -80°C gelagert. Die Endkonzentration der siRNA betrug 40 pmol/pl.
Am Vortag der siRNA-Transfektion wurden ca. 2 x 10° MRC-5-Zellen pro ml in Vollmedium
ausgesiat. Am Folgetag wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und das entsprechende
Volumen Opti-MEM I Reduced Serum Medium (Invitrogen, 31985-047) zugegeben (siche
Tabelle 2.7). AnschlieBend wurde der Transfektionsansatz hergestellt, der sich wie folgt
zusammensetzte: Filir eine Transfektion im 12-well Format (siche Tabelle 2.7 fiir weitere
KulturgefdBgroBen) wurden 36 pmol siRNA in 100 pl Opti-MEM-Medium verdiinnt
(Teilansatz A) und 2 pl des siRNA-Transfektionsreagenz Lipofectamin RNAIMAX
(Invitrogen, 13778-150) zu 98 ul Opti-MEM-Medium gegeben (Teilansatz B) und fiir 5 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Der Teilansatz A wurde daraufhin zu Teilansatz B gegeben,
der nunmehr vollstdndige Transfektionsansatz sanft gemischt, fiir 15 min bei Raumtemperatur
inkubiert und anschlieBend tropfenweise auf die zu transfizierenden Zellen gegeben. Nach 4

bis 6 h wurde das Opti-MEM-Medium durch Vollmedium ersetzt.

Tabelle 2.7 Mengenangaben fiir siRNA-Transfektionen in unterschiedlichen Kulturgefiafien

Volumen der Volumen des siRNA- .
Kulturgefil3 " . siRNA/RNAIMAX Menge/Konzentration RNAiMAX-Volumen
Zellsuspension . .
Verdiinnungsmediums
pmol nM
96-well 100 pl 2x 10 pl 3,6 30 0,2 pl
48-well 200 pl 2x25ul 7,5 30 0,4 ul
12-well 1 ml 2x 100 ul 36 30 2 ul
6-well 2,5 ml 2 x 250 pl 90 30 5ul

37



2 Material und Methoden

2.8.3 TNLuc-Virusrekonstitution und hCMV-Infektion

Um das TNLuc-Reportervirus zu erzeugen wurden MRC-5-Zellen durch Elektroporation mit
dem in dieser Arbeit generiertem pTNLuc-BACmid (siehe 2.6.3) transfiziert. Hierfiir wurden
5 x 10° MRC-5-Zellen in 250 pl Vollmedium mit 3 pg pTNLuc-BACmid-DNA und 1 pg
pCGN-pp71 (kodiert fiir das hCMV-Tegumentprotein pp71 und verstirkt die Infektiositdt
viraler DNA, siche Tabelle 2.6) in einer Elektroporationskiivette (BioRad, 1652088)
gemischt. Die Zellsuspension wurde sofort bei 250 V, 1050 pF mit dem EasyjecT Optima
Elektroporator (Peqlab) elektroporiert. Im Anschluss wurden die MRC-5-Zellen auf eine
10 cm-Schale mit vorgewarmtem Kulturmedium gegeben, welches 24 h nach Transfektion
(p.t.) erneuert wurde. Nach 3 bis 4 Tagen konnten erfolgreich transfizierte und infizierte
Zellen anhand ihrer EGFP-Expression identifiziert werden. Die infizierten MRC-5-Zellen in
der 10 cm-Schale wurden 1:3 subkultiviert und nach vollstindiger Infektion aller Zellen,
wurden die Viren serumfrei und zelltriimmerfrei geerntet (Winterling, 2009) und bei -80°C
gelagert.

Fiir eine Infektion von MRC-5-Zellen mit hCMV wurde zunichst die bendtigte Menge an
Virusstock bei 37°C im Wasserbad aufgetaut und zur Vereinzelung der Virionen im
Becherresonator des Branson-Sonifier 450 beschallt (output control: 8, duty cycle: 80%, 10
Pulse). Nach zweistiindiger Infektion wurde das Inokulum abgesaugt und durch frisches
Vollmedium ersetzt. Typische Infektionsvolumina waren 5ml fiir 10 cm-Schalen, 1 ml fiir 6-
wells, 500 ul fiir 12-wells und 120 pl fiir 48-wells. Um den Einfluss einzelner siRNAs auf die
hCMV-Replikation zu untersuchen wurden siRNA-transfizierte Zellen 4 h p.t. mit dem
Reportervirus TNLuc (siehe 2.6.3) unter niedrigen MOI-Bedingungen infiziert.

2.8.4 Bestimmung des Titers von hCMV-haltigen Kulturiiberstinden

Fiir die Titerbestimmung von Virusstocks durch den Plaque-Test wurden zwei Aliquots bei
37°C im Wasserbad aufgetaut und danach zur Vereinzelung der Virionen im Becherresonator
des Branson Sonifier 450 beschallt (output control: 8, duty cycle: 80%, 10 Pulse). Die
Aliquots wurden logarithmisch in acht Stufen von 10" bis 10® mit Medium verdiinnt.
AnschlieBend wurden je 500 ul der Verdiinnungsstufen 107 bis 10® zur Infektion von
wachstumsarretierten MRC-5-Zellen in 6-well Platten eingesetzt und fiir 2 h inkubiert. Nach
dem Absaugen des Inokulums wurde der Zellrasen mit 3 ml Methocel-Losung (1% [w/v]
Methocel (Sigma, MO0262) in DMEM mit 1% [v/v] fotalem Kélberserum und
Penicillin/Streptomycin) iiberschichtet, um so die Ausbreitung der Viren iiber das Medium zu

unterbinden. Nach zehntdgiger Inkubation im Zellkulturbrutschrank wurde die Methocel-
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Losung abgesaugt und jedes well dreimal mit je 5ml PBS gewaschen und danach fiir 10 min
mit 2ml Farbelosung (70% [v/v] MeOH, 0,5% [w/v] Methylenblau) inkubiert. Nach dem
AbgieBlen der Farbelosung wurde die Platte vorsichtig mit entionisiertem Wasser gespiilt und
getrocknet. Durch Auszéhlen der Plaques lésst sich der Titer der Virus-haltigen Proben mit
Hilfe folgender Formel bestimmen: Anzahl der ausgezédhlten Plaques x Virsverdiinnung x 2 =
plaque forming units (PFU)/ml

Zur Ermittlung der 50% tissue culture infectious dose (TCIDsp) einer hCMV-positiven Probe
wurden zwei 96-well-Platten mit 100 ul Zellsuspension (2 x 10" Zellen) pro well beschickt
und fiir 24 h inkubiert. Die zu bestimmende Virus-haltige Probe wurde in Duplikaten
logarithmisch von 10" bis 10® verdiinnt. Mit jeder dieser Verdiinnungen wurden durch
Zugabe von 100 pl die Zellen einer Reihe (zwolf Vertiefungen) der 96-well-Platte infiziert.
Nach sieben Tagen wurde die Anzahl der wells mit virusinfizierten Zellen anhand der EGFP-
Expression der verwendeten hCMV-Stdmme fluoreszenzmikroskopisch ermittelt und daraus
die TCIDsy nach der Formel von Kaerber berechnet (Kaerber, 1931; Mahy & Kangro, 1996).
Um vergleichbare Infektionsbedingungen von TNAIIE1 und TNwt bzw. TNrevIEl (siche
2.5.3) zu erreichen, wurden gleiche Mengen an infektiosen Partikeln eingesetzt. Die
Bestimmung des Gehalts an infektidsen Partikeln in den einzelnen Prédparationen, erfolgte
durch Ermittlung intrazelluldrer Virusgenome nach Infektion von MRC-5-Zellen (siehe
2.8.3). Hierfiir wurden die Zellen mit unterschiedlichen Verdiinnungen der Virusstocks
infiziert und die Adsorption der Partikel nach 2 h durch eine einminiitige Inkubation mit
Natrium-Citrat-Puffer (40 mM Na-Citrat pH 3,0, 10 mM KCIl, 135 mM NaCl) gefolgt von
zwei Waschschritten mit Kulturmedium gestoppt. Nach weiteren 8 h erfolgte die
Aufreinigung von Gesamt-DNA mit dem DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, 69506) nach
Herstellerangaben. Anschlieend wurde unter Einsatz von 5 ul DNA einer 1:10 Verdiinnung
die relative Menge an viraler DNA mittels q-PCR und UL54-spezifischen Primern bestimmt
(sieche Tabelle 2.3 und 2.6.4). Durch Kenntnis des Wildtypvirus-Titers kann somit der Titer
der TNdIIE1-Mutante berechnet werden.

2.8.5 Bestimmung der Luciferaseaktivitit TNLuc-infizierter Zellen

Um den Einfluss einzelner siRNAs auf die hCMV-Replikation zu untersuchen, wurden
siRNA-transfizierte MRC-5-Zellen in 12-wells mit dem TNLuc-Reportervirus infiziert. Als
MaB fiir die Akkumulation viraler early Genprodukte, wurde die Aktivitdt der viruskodierten
Luciferase in den infizierten Zellen bestimmt. Der durchgefiihrte Test beruht auf der

Oxidation von beetle-Luciferin unter Verbrauch von ATP, Mg*" und O, durch das Enzym
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Luciferase, wobei Licht der Wellenldnge 560 nm emittiert wird. Die Menge des emittierten
Lichts ist proportional zur Menge der Luciferase. Sollte die Luciferaseaktivitit bereits zwei
Tage nach Infektion bestimmt werden, wurden die in Triplikaten infizierten Zellen einmal mit
1 ml PBS gewaschen und mit 300 ul passivem Lysepuffer (Promega, E1941A) versetzt. Zur
Bestimmung der Virusreplikation ab drei Tage post infection (p.i.) wurde das Medium der in
Duplikaten infizierten Zellen geerntet. Mit 120 pl des Kulturiiberstands erfolgte erneut eine
Infektion in Duplikaten von frischen konfluenten MRC-5-Zellen in 48-wells. Nach 24 h
wurden die neu infizierten Zellen einmal mit 200 pl PBS gewaschen und mit 120 pl passiven
Lysepuffer (Promega, E1941A) versetzt. Zur effizienten Zelllyse wurden die Platten
mindestens 1 h bei -80°C gelagert. Nach dem Auftauen bei Raumtemperatur wurden die
lysierten Zellen in ein 1,5 ml-Reaktionsgefd3 iiberfiihrt und unldsliche Bestandteile durch
Zentrifugation pelletiert (1 min, 16100 x g, 21°C). Zwanzig pl des Uberstandes wurden in ein
5 ml-Reaktionsrohrchen (Falcon, 35 2052) gegeben und mit 100 pul des Luciferase-Assay-
Reagenz (Promega, E1483) versetzt. SchlieBlich wurde in einem Luminometer (Lumat LB
9507, Berthold Technologies) das emittierte Licht 2 s nach Reagenzzugabe fiir eine Dauer

von 10 s gemessen.

2.8.6 Cytotoxizititstest

Zur Untersuchung des toxischen Einflusses von siRNAs auf MRC-5-Zellen kam der CellTiter
96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega, G3580) zum Einsatz. Die
Methode beruht auf dem colorimetrischen Nachweis eines Formazan-Produktes, das durch
Reduktion aus der Tetrazolium-Komponente des Substrats entsteht. Als Reduktionsmittel
dienen vermutlich NADH und NADPH, deren Konzentration in stoffwechselaktiven Zellen
deutlich hoher ist als in Geschéddigten.

Fiir den Test wurden subkonfluente MRC-5-Zellen in 96-wells mit den entsprechenden
siRNAs transfiziert (siehe 2.8.2) und nach zwei bzw. fiinf Tagen auf deren toxischen Einfluss
untersucht. Fiir die Messung wurden die einzelnen Vertiefungen mit je 20 ul des Kit-Reagenz
versehen und fiir etwa 30 min im Zellkulturbrutschrank inkubiert. Wéhrend dieser Zeit wurde
mehrfach die Absorption bei 490 nm im ELISA-Reader (Modell 680, BioRad) gemessen. Der
Datensatz mit den hochsten OD-Werten, die noch unterhalb von eins lagen, wurde zur
Auswertung herangezogen. Die Untersuchung wurde fiir jede siRNA in Quadruplikaten

durchgefiihrt.
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2.8.7 Herstellung transgener MRC-5-Zellen mit Hilfe rekombinanter Retroviren

Zur Erzeugung transgener MRC-5-Zellen wurden einfache Retroviren (abgeleitet vom
Moloney Murine Leukemia Virus (MoMLV)) oder komplexe Retroviren (Lentiviren)
verwendet (Adam & Miller, 1988; Coffin, 1992). Die Herstellung der TetR- bzw. TetR-1E1-
Zellen erfolgte mittels rekombinanter Lentiviren (siehe 3.3.1). Es werden drei Komponenten
zur Produktion von lentiviralen Partikeln bendtigt: ein lentiviraler Vektor, welcher die
Sequenz des Transgens beinhaltet, ein Verpackungsvektor, der unter anderem fiir die
lentiviralen Proteine Gag-Pol kodiert (Gag steht fiir gruppenspezifisches Antigen und
beinhaltet unter anderem die Matrix-, Kapsid- und Nukleokapsidproteine; Pol steht fiir
Polymerase und ist ein Multienzymvorldufer aus Protease, reverser Transkriptase und
Integrase) und ein Hiillvektor, der beispielsweise die Expression des Hiillproteins G des
Vesikuldren Stomatitis-Virus vermittelt. Die Herstellung von TetR-IE1-Zellen, die
rekombinantes STATI1 stabil exprimieren, erfolgte mit Hilfe MoMLV-abgeleiteter
rekombinanter Retroviren (siehe 3.3.9). Zur Produktion der Viruspartikel wird die
Verpackungszelllinie Phoenix bendtigt (siehe 2.5.2), welche die Gene gag-pol und env (env =
Gen fiir retrovirales Hiillprotein) stabil integriert hat (Miller & Morrison, 1999). Das
Transgen wird durch einen retroviralen Vektor zur Verfiigung gestellt.

Zur Erzeugung rekombinanter Retroviren wurden 1,5x 10° H1299-Zellen bzw. 5x 10°
Phoenix-Zellen auf 10 cm-Kulturschalen ausgesét und unter Standardbedingungen kultiviert.
Fiir eine bessere Haftung der Phoenix-Zellen am Plattenboden, wurden Kulturschalen
verwendet, die mit rat tail collagen I beschichtet waren (BD Biosciences, 354236) (Knoblach,
2006). Am Folgetag wurden die H1299-Zellen mit 10 pg des lentiviralen Plasmids #689 bzw.
des in dieser Arbeit hergestellten Plasmids #696 (siehe 2.6.2) zusammen mit 2,5 ug des
Hiillvektors #691 und 7,5 pg des Verpackungsplasmids #693 mittels Ca,PO4-Prézipitation
(Graham & van der Eb, 1973) transfiziert (siche Tabelle 2.6). Zur Erhohung der
Transfektionseffizienz wurden 25 uM Chloroquin (Sigma, C6628), das lysosomale DNasen
durch Neutralisierung des Vesikel-pH inhibiert, tropfenweise zugegeben. Das Plasmid #689
(pLKOneo.CMV.EGFPnlsTetR) enthdlt die komplette MIEP/Enhancer-Region, welche
stromaufwirts zu einer EGFP-kodierenden Sequenz liegt, die an ein nukledres Lokalisations-
signal (nls) und die TetR-Sequenz gekniipft ist (Everett et al., 2009).

In die Phoenix-Zellen wurde lediglich 17 pg des retroviralen Vektors #791, #792, #793 bzw.
#794 (siche Tabelle 2.6) eingebracht. Nach 24 h wurde das Medium abgesaugt und durch
Frisches ersetzt. Vierzig und 60 h p.t. wurden die Zellkulturiiberstinde geerntet, welche

nunmehr die rekombinanten Retroviren enthielten. Diese vermittelten entweder die
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Expression des TetRnlsEGFP-Fusionsproteins, die Expression von IE1 unter der Kontrolle
des Tetracyclin/Doxycyclin-induzierbaren Promotors oder die Expression von rekombinantem
STATI1. Nach Zentrifugation (5 min, 500 x g, 4°C) und Filtration (0,45-um Filter, Roth,
P667.1) konnten die retrovirushaltigen Zellkulturiiberstinde in die Transduktion eingesetzt
werden.

In einer 10 cm- bzw. 15 cm-Zellkulturschale wurden dazu drei Tage vor Transduktion MRC-
5-Zellen ausgesdt und unter Standardbedingungen inkubiert. Fiir die Transduktion wurde das
Kulturmedium der Zellen durch 5ml bzw. 15 ml retrovirushaltigen Zellkulturiiberstand
ersetzt. Zur Erhohung der Transduktionseffizienz wurde Polybren (8 pg/ml [w/v], Sigma,
H9268) zugegeben, wobei die Losung jedes Mal frisch hergestellt wurde. Es wird
angenommen, dass das Polykation Polybren eine Neutralisierung der elektrostatischen
Ladungen von Viruspartikel und Zellmembran hervorruft, dadurch die Anheftung der
Viruspartikel an die Zelle verstirkt und ihre Aufnahme in die Zelle erleichtert. Nach
zweistlindiger Inkubation bei 37°C wurde das Inokulum durch Vollmedium ersetzt. Die

Transduktion wurde nach 24 h wiederholt.

2.8.8 Fluoreszenz-basiertes Sortieren von Zellen

Zur maximalen Unterdriickung der IE1-Expression in nicht induzierten TetR-IE1-Zellen
erfolgte eine Anreicherung von Zellen, die besonders grole Mengen des TetRnlsEGFP-
Fusionsproteins exprimieren. Hierfiir wurden 4 x 10’ TetR-IE1-Zellen in 4 ml PBS mit 2%
[v/v] fotalem Kilberserum resuspendiert und zur Vereinzelung der Zellen in ein 5 ml FACS-
Rohrchen auf Eis gefiltert (Zell-Filter, Miltenyi Biotec, MACS 120-002-220). In
Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Dr. Petra Hoffmann wurden die Zellen mit
starker TetRnlsEGFP-Expression auf der Basis ihrer hohen Fluoreszenzintensitit im
FACSCanto II (Becton, Dickinson) selektiert. Die sortierten Zellen wurden anschlieBend in

Vollmedium weiterkultiviert.
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3.1 Identifizierung antiviraler siRNAs

Wie in der Einleitung dargelegt, sind die prdventiven und therapeutischen Mittel gegen
hCMV-Erkrankungen auf wenige niedermolekulare Wirkstoffe beschrinkt, die zudem
signifikante toxische Nebenwirkungen aufweisen und teilweise nur limitiert bioverfliigbar
sind. Ein weiteres zentrales Problem sind Kreuz-Resistenzbildungen aufgrund von
Mutationen der viralen DNA-Polymerase. Deshalb besteht ein dringender Bedarf an neuen
antiviralen Strategien gegen hCMV. In jiingster Vergangenheit wurde die RNAi-Technologie
vermehrt als ein vielversprechender innovativer Ansatz zur Behandlung von Virusinfektionen
angesehen. Mit Hilfe der hochselektiven, duflerst wirksamen und vergleichsweise einfach
herzustellenden siRNAs kann ein sehr breites Spektrum an Genprodukten fiir potentielle
Therapieoptionen erfasst werden. Ein Ziel dieser Arbeit war die Etablierung eines effizienten
Screening-Verfahrens zur Identifizierung und Evaluierung hCMV-gerichteter antiviraler

siRNAs.

3.1.1 Herstellung und Charakterisierung eines Luciferase/EGFP-Reportervirus

Fiir einen Screening-Ansatz ist es enorm wichtig ein effizientes Reportersystem zur
Verfligung zu haben, welches zuverldssig, robust, schnell und kostengiinstig ist. Die
Moglichkeiten zur Virustiterbestimmung wie beispielsweise der Plaque-Test, TCIDs, (siche
2.8.4) oder der Fluoreszenz-Fokus-Assay (FFA) (Yang et al., 1998) sind zwar sehr
zuverldssig und robust, aber auch aufwendig und langwierig (Plaque-Test > 10 Tage, TCIDs
> 7 Tage) oder teuer (FFA) und eignen sich somit kaum zum Screening antiviraler Effekte.
Deshalb sollte im Rahmen dieser Arbeit ein Reportervirus hergestellt werden, welches das
firefly-Luciferase-Reportergen triagt. Durch einfache Messung der Luciferasemenge konnten
somit Riickschliisse auf die Virusreplikation gezogen werden.

Die Konstruktion des Reportervirus erfolgte mit Hilfe gerichteter Mutagenese-Strategien. Das
gesamte hCMV-Genom liegt dabei als BACmid in E. coli vor und kann mittels homologer
Rekombination verdndert werden. Eine Besonderheit des verwendeten pTNwt-BACmids ist
die bereits im BACmid enthaltene EGFP-Kassette, mit deren Hilfe nach Virusrekonstitution
die virale Replikation im Fluoreszenzmikroskop anhand griin-fluoreszierender infizierter
Zellen beobachtet werden kann. Mittels homologer Rekombination wurde das Luciferase-
Reportergen anstelle des fiir die hCMV-Replikation in Zellkultur nicht bendtigten UL21.5-
Gens (Yu et al.,, 2003) in das pTNwt-BACmid eingebracht (siche 2.6.3). Das UL21.5-
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Genprodukt fillt in die Kategorie der E-Gene und wird daher bereits vor dem Einsetzen der
viralen Replikation (ca. 24 h p.i.) exprimiert (Boriskin & Butcher, 2001). Somit sollte das
integrierte Luciferasegen mit einer dhnlichen Kinetik exprimiert werden und schon friih nach
Infektion nachweisbar sein. Um das hCMV-BACmid nur minimal invasiv zu veridndern,
wurde der nach Selektion nicht mehr bendtigte, von FRT-Sequenzen flankierte, Kan-
Resistenzmarker durch Expression der Flp-Rekombinase eliminiert; eine Methode, die auch

als ,,back flipping* bezeichnet wird (siehe 2.6.3 und Abb. 3.1).

Elektroporation EGFP
von pTNwt it
pTNwt
uUL21.5
EL250 EL250 mit pTNwt
J pKan-FRT-Luc PCR > ——— Elektroporation
N e | — =5l des PCR-Produkts
Luc
FRT/
FJI_?T Kan ;
EGFP
rd
pTNwt
X uL21.5 X
EL250 mit pTNwt und PCR-Produkt
homologe
Rekombination
EGFP EGFP
1

back flipping
4—

()
T toc ERN |

EL250 mit pTNLuc EL250 mit pTNKanLuc

Abb. 3.1 Schematische Darstellung zur Herstellung des pTNLuc-BACmids. Zur Amplifizierung des
Luciferase-Reportergens (Luc, gelber Kasten) und des von FRT-Sequenzen (violette Kéisten) flankierten Kan-
Selektionsmarkergens (Kan, griiner Kasten) wurden Primer verwendet, deren 3'-Enden ca. 50 Bp Homologien
zur viralen Zielsequenz aufweisen. Das amplifizierte lineare DNA-Fragment mit den homologen Enden wurde
in den E. coli Stamm EL250, welcher das pTNwt-BACmid (kodiert unter anderem auch fiir eine EGFP-
Expressionskassette, hellgriin) sowie alle nétigen Rekombinationsenzyme enthilt, elektroporiert. Durch
homologe Rekombination wurde das Luciferasegen zusammen mit dem Selektionsmarker Kan in das hCMV-
BACmid eingefiihrt. Durch Expression der Flp-Rekombinase wurde der Selektionsmarker schlielich iiber die
FRT-Sequenzen eliminiert (back flipping).
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Durch Transfektion von MRC-5-Zellen mit dem hergestellten pTNLuc-BACmid konnten
rekombinante Viruspartikel des dualen Reportervirus TNLuc rekonstituiert werden (siehe
2.8.3).

Um das Replikationsverhalten des rekombinanten Reportervirus genau zu quantifizieren,
erfolgte die Uberpriifung der Replikationseigenschaften dreier verschiedener Klone mittels
einer Multischritt-Wachstumskinetik. Dazu wurden primédre Fibroblasten mit einer MOI von
0,1 PFU/Zelle infiziert und der Virustiter von drei unabhédngig generierten TNLuc-
Virusklonen bzw. von TNwt alle zwei Tage p.i. aus dem Zellkulturiiberstand mit Hilfe der
TCIDso-Methode bestimmt (siche 2.8.4). Wie in Abbildung 3.2 A zu sehen ist, zeigten die
drei Reportervirusklone TNLuc eine dem Wildtypvirus vergleichbare typische Replikations-
kinetik mit einer exponentiellen Wachstumsphase (2-6 Tage p.i.), die in eine Plateauphase
miindet (ab 6 Tage p.i.). Daraus ldsst sich schlielen, dass keine Beeintrdchtigung der viralen
Replikation aufgrund des erfolgten Mutageneseprozesses oder des integrierten Luciferasegens
bzw. der UL21.5-Deletion besteht. Weiterhin sollte die Funktionalitit des neu generierten
TNLuc-Reportervirus iiberpriift und gleichzeitig der Zusammenhang zwischen Luciferase-
menge und infektidsen Viruspartikeln ermittelt werden. Dafiir wurden MRC-5-Zellen in 1:5
Verdiinnungsschritten mit TNLuc in Triplikaten infiziert. 24 h p.i. erfolgte die Bestimmung
der Luciferasemenge durch Messung der relativen Lichteinheiten (RLU) mittels eines

kommerziellen Tests (siche 2.8.5).
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Abb. 3.2 Charakterisierung des TNLuc-Reportervirus. (A) Zur Untersuchung der Replikation des TNLuc-
Reportervirus im Vergleich zum Wildtypvirus wurden MRC-5-Zellen mit TNwt bzw. mit drei verschiedenen
Klonen TNLuc infiziert (MOI = 0,1 PFU/Zelle) und die Menge an Nachkommenviren mittels TCIDs, zu den
angegebenen Zeitpunkten nach Infektion aus den Zellkulturiiberstinden bestimmt. (B) Zur Ermittlung der
Korrelation zwischen PFU und RLU wurden MRC-5-Zellen mit TNLuc Klon#1 in einer 1:5 Verdiinnungsreihe
in Triplikaten infiziert und 24 h p.i. die relative Luciferasemenge bestimmt.
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In Abbildung 3.2 B ist deutlich zu erkennen, dass ein linearer Zusammenhang zwischen
infektiosen Viruspartikeln (PFU) und RLU nach Infektion mit dem TNLuc-Reportervirus im
Bereich von ca. 5 x 10* bis ca. 5 x 10" RLU besteht. Des Weiteren konnen kleinste Mengen an
infektiosen Einheiten (< 100 PFU) zuverldssig nachgewiesen werden. Da das
Luciferasegenprodukt mit E-Kinetik exprimiert wird, ist ein Nachweis bereits 24 h nach
Infektion moglich, was eine enorme Zeitersparnis im Vergleich zu Standard-Virustiter-
bestimmungen ermdglicht. Somit kann das in dieser Arbeit hergestellte TNLuc-Reportervirus
fiir das Screening-Verfahren zur Ermittlung antiviraler Effekte verwendet werden. Fiir weitere
Analysen wurde darauf geachtet, dass die Messwerte im linearen Bereich zwischen 5 x 10

und ca. 5 x 10’ RLU lagen.

3.1.2 Bestimmung geeigneter Zielgene und siRNA-Sequenzen

Um mdglichst wirksame und spezifische antivirale siRNAs zu identifizieren, ist die Wahl
geeigneter Zielgene sehr wichtig. Zur Erreichung einer hohen Sperzifitit ist es sinnvoll
siRNAs einzusetzen, die gegen virale und nicht gleichzeitig gegen zelluldre Genprodukte
gerichtet sind, da der Knockdown keinen Einfluss auf die Funktionalitit der Zelle haben
sollte. Als weiteres Kriterium sollten die viralen Zielgenprodukte fiir eine produktive
Virusreplikation in Zellkultur essentiell oder zumindest bedingt notwendig sein. Diese
Zielgene sind damit zum einen vermutlich auch fiir die lytische Replikation im Organismus
wichtig und zum anderen ist deren assoziierter Phénotyp in Zellkultur einfach zu bestimmen.
AuBerdem wurden Vertreter aller drei kinetischer Klassen gewéhlt, um eine Inhibition
wiahrend verschiedener Replikationszyklus-Phasen zu erméglichen. Anhand dieser Kriterien
wurden insgesamt 16 virale Zielgene und ein nicht-essentielles Kontrollgen ausgewéhlt (siche
Tabelle 3.1). Die Vorhersage der siRNA-Sequenzen wurde von der Firma BioDec und die
siRNA-Synthese von der Firma IBA tibernommen.

Das von der Firma BioDec im Rahmen des Projektes entwickelte siRNA-Sequenz-
Vorhersageprogramm ,,siReNa*“ beruht auf einem sich weiterentwickelnden artifiziellen
neuronalen Netzwerk. Mit Hilfe umfangreicher experimentell bestétigter Datensets
hochwirksamer siRNA-Sequenzen wurde der zugrunde liegende Algorithmus erlernt und
optimiert. Um off-target-Effekte zu minimieren, wurden die mdglichen siRNA-Sequenzen
einem Spezifititsfilter unterzogen, welcher die siRNA-Sequenz (sense und antisense-Strang)
mit jeder bekannten cDNA-Sequenz des humanen Genoms (ENSEMBL Datenbank) und des
hCMV-Genoms vergleicht. Zusétzlich wurde ein miRNA-Filter eingebaut, der die siRNA-

Sequenz (sense und antisense-Strang) mit jeder annotierten 3'UTR-Sequenz des humanen
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Genoms vergleicht. So wurde mit Hilfe von ,,siReNa‘“ fiir jedes virale Zielgen eine Anzahl an
potentiell funktionellen und spezifischen siRNA-Sequenzen bestimmt. Davon wurden
mindestens zwei siRNA-Sequenzen aufgrund einer vorhergesagten besonders hohen
Knockdown-Effizienz ausgewéhlt, von der Firma IBA synthetisiert und in weiteren Analysen

verwendet.

Tabelle 3.1 Ubersicht der viralen Zielgene

hCMV-ORF Klasse Protein-Produkt Bedeutung f'ur d.ie hCMV- siRNAs"
Replikation

UL32 L pp150 Tegument-Protein Essentiell 2
UL37 (Exon 1) IE Mitochondrialer Apoptose-Inhibitor Bedingt essentiell 2
UL44 E-L DNA-Polymerase, akzessorische Einheit Essentiell 2
UL52 L DNA-Spaltungs-Verpackungs-Protein Essentiell 2
UL54 E DNA-Polymerase, katalytische Einheit Essentiell 2
ULS5S E Glykoprotein B (gB) der Virushiille Essentiell 2
UL78 E G-Protein-gekoppelter Rezeptor Nicht essentiell (Kontrolle) 2
ULS3 E pp65 Tegument-Protein Bedingt essentiell 4
ULS89 (Exon 1) E-L Terminase-Untereinheit Essentiell 2
ULS89 (Exon 2) E-L Terminase-Untereinheit Essentiell 2
UL97 E-L Serin/Threonin-Kinase Bedingt essentiell 2
UL99 L pp28 Tegument-Protein Essentiell 2
UL104 E portal-Verpackungs-Protein Essentiell 2
UL115 L Glykoprotein L (gL) der Virushiille Essentiell 2
UL122 (Exon 5) IE IE2 Transaktivator Essentiell 2
UL123 (Exon 4) IE IE1 Transaktivator Bedingt essentiell 2
UL122/123 (Exon 3) IE IE1/IE2 Transaktivatoren Essentiell 2
TRS1/IRS1 IE Tegument-Proteine Essentiell 4
IRS1 IE Tegument-Protein Bedingt essentiell 2

“Anzahl der getesteten siRNAs

3.1.3 Untersuchung siRNA-abhiingiger Effekte auf die Zellstoffwechselaktivitit
Zunichst wurden alle eingesetzten siRNAs beziiglich toxischer Effekte auf MRC-5-Zellen

getestet, um einen unspezifischen Einfluss auf die Virusreplikation aufgrund verminderter
Zellstoffwechselaktivitidten auszuschlieflen.

Dies erfolgte zwei bzw. fiinf Tage p.t. durch Bestimmung der Stoffwechselaktivitit (Messung
des Redoxpotentials) von siRNA-transfizierten MRC-5-Zellen mittels eines kommerziellen
Tests (siche 2.8.6). Auch nicht transfizierte bzw. nur mit dem Lipid-Reagenz behandelte
Zellen wurden als Kontrollen in die Messung mit einbezogen (siche Abb. 3.3). Die Auswahl
der zwei Zeitpunkte entsprach den Bedingungen zur Bestimmung der siRNA-vermittelten
Knockdown- und antiviralen Effekte, die zwei und fiinf Tage nach Transfektion/Infektion
untersucht werden sollten (siehe 3.1.4 und 3.1.5). Da ein Replikationszyklus von hCMV etwa
zwei bis drei Tage dauert, wurden diese beiden Zeitpunkte gewdhlt, um mdgliche
Unterschiede in den antiviralen Aktivititen der siRNAs vor und nach der Freisetzung und

Verbreitung von Nachkommenviren ermitteln zu kdnnen.
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Abb. 3.3 Bestimmung der Zellstoffwechselaktivitit nach siRNA-Transfektion. MRC-5-Zellen wurden mit
der jeweiligen siRNA transfiziert, unbehandelt gelassen bzw. nur mit dem Transfektionsreagenz versetzt. Zwei
(A) bzw. fiinf Tage (B) nach Transfektion wurde die Zellstoffwechselaktivitdt mittels eines kommerziellen Tests
ermittelt. Die Balken reprisentieren den Mittelwert mit Standardabweichungen aus vier Ansdtzen. Die
gemessenen OD-Werte wurden fiir jede siRNA auf den Messwert der nicht transfizierten Kontrollprobe c4
normiert. Kontrollen: ¢l = Transfektionsreagenz, c2 = siKontrolle#1, c3 = siKontrolle#2, c4 = unbehandelte
Zellen

Zwei Tage nach siRNA-Transfektion konnte bei keiner der 42 untersuchten siRNAs
(40 spezifische siRNAs, 2 Kontroll-siRNAs) eine signifikante Verminderung der Zellstoff-
wechselaktivitdt im Vergleich zu nicht transfizierten Zellen ermittelt werden. Ebenso {ibten

die Transfektionen der meisten getesteten siRNAs fiinf Tage p.t. keinen negativen Einfluss
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auf die Zellstoffwechselaktivitit aus. Ausnahmen fiir diesen Zeitpunkt waren die siRNAs
UL89#2 und UL97#2, die signifikante toxische Nebeneffekte von ca. 30% bzw. 50% im
Vergleich zu nicht transfizierten Zellen aufwiesen. Die UL97#2 siRNA, die den stdrksten
toxischen Effekt zeigte, wurde deshalb in den nachfolgenden Analysen nicht verwendet.

Aufgrund dieser Daten sowie der mikroskopischen Analyse der Zellmorphologie (Daten nicht
gezeigt) kann ein unspezifischer negativer Einfluss der meisten getesteten siRNAs auf die
Zellstoffwechselaktivitit innerhalb des gewédhlten Analyse-Zeitraums weitgehend
ausgeschlossen werden. Demzufolge konnten die siRNAs in weitere Versuche eingesetzt

werden.

3.1.4 Untersuchung der siRNA-vermittelten Knockdown-Effizienzen

Fiir einen Teil der siRNAs wurden die Knockdown-Effizienzen auf mRNA-Ebene bestimmt
sowie auch auf der biologisch relevanten Proteinebene iiberpriift, sofern Antikdrper gegen die
korrespondierenden viralen Zielproteine vorhanden waren. Dies sollte zum einen zur
Validierung des siRNA-Vorhersageprogramms ,,siReNa‘“ der Firma BioDec beitragen. Zum
anderen bieten die Knockdown-Daten die Moglichkeit, eine Korrelation der siRNA-
vermittelten antiviralen Effekte (siehe 3.1.5) mit dem spezifischen Knockdown der mRNA
bzw. des Proteins herzustellen.

Hierfir wurden siRNA-transfizierte MRC-5-Zellen unter niedrigen MOI-Bedingungen mit
TNwt infiziert. Zwei bzw. finf Tage p.i. wurde entweder die mRNA-Menge der Zielgene in
An- und Abwesenheit spezifischer siRNAs mittels g-RT-PCR bestimmt (siche 2.6.4) oder die
Zielproteinmenge mit spezifischen Antikorpern gegen IE1, IE2, ppUL44, pp28, pTRS1 oder
pp65 im Western Blot-Verfahren detektiert (siehe 2.7.3). GAPDH diente dabei als
Ladekontrolle. Zwei Tage nach siRNA-Transfektion bewegten sich die Knockdown-
Effizienzen auf mRNA-Ebene von 0% (UL78#2, TRS1/IRS1#1, #2) bis ca. 80% (UL122#1,
UL123#1, UL123#2, UL122/123#1) (siche Abb. 3.4 A). Ahnliche Knockdown-Effizienzen
der siRNAs konnten fiinf Tage nach Infektion beobachtet werden, mit Ausnahme der
TRS1/IRS1-spezifischen siRNAs, die fiinf Tage p.i. hohere Knockdown-Effizienzen von ca.
40% aufwiesen. Die Western Blot-Analysen bestitigten, dass fiinf der sechs getesteten
UL122- und/oder UL123-spezifischen siRNAs sowohl zwei als auch fiinf Tage p.i. einen
stark negativen Einfluss auf die Akkumulation der korrespondierenden viralen Proteine
ausiibten (mehr als 90% Riickgang der Proteinmenge). Kleinere aber doch signifikante
Effekte wurden fiir wenigstens eine von zwei siRNAs gegen UL44, ULS3, UL99 und
TRS1/IRS1 ermittelt (siche Abb. 3.5 A und B).
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3 Ergebnisse

Die Bestimmung der Knockdown-Effizienzen der getesteten siRNAs zeigt, dass die meisten
der eingesetzten siRNAs eine Herunterregulierung der Zieltranskript- bzw. Zielproteinmenge
vermitteln konnen, die allerdings unterschiedlich stark ausfillt. Dieses Ergebnis gibt einen
ersten Hinweis auf die Qualitit des Programms ,siReNa“, welches offenbar relativ

zuverléssig funktionelle siRNA-Sequenzen vorhersagt.
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Abb. 3.4 Effekte ausgewihlter siRNAs auf die Ziel-mRNA-Menge. MRC-5-Zellen wurden mit der
jeweiligen siRNA transfiziert bzw. unbehandelt gelassen und 4 h p.t. mit TNwt infiziert (MOI = 0,03
PFU/Zelle). Zwei (A) bzw. fiinf Tage (B) p.i. wurde Gesamt-RNA isoliert. Mittels q-RT-PCR mit den jeweils
spezifischen Primern, die in Duplikaten (technische Replikate) durchgefiihrt wurde, wurde die relative mRNA-
Menge aus zwei unabhingigen Ansitzen (biologische Replikate) bestimmt. Die Ergebnisse zeigen die
Mittelwerte mit Standardabweichungen normiert auf Tubulin und im Vergleich zu unbehandelten Zellen. #1, #2
= gpezifische siRNA, c1 = unbehandelte Zellen, c2 = siKontrolle#2
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Abb. 3.5 Effekte ausgewihlter siRNAs auf die Zielproteinmenge. MRC-5-Zellen wurden mit der jeweiligen
siRNA transfiziert, 4 h p.t. mit TNwt infiziert (MOI = 0,03 PFU/Zelle, Ausnahme: UL122 Tag zwei, MOI = 0,1
PFU/Zelle), nach zwei (A) bzw. fiinf Tagen (B) p.i. zu Gesamtzellextrakten verarbeitet und im Western Blot-
Verfahren mit den jeweils angegebenen Antikorpern analysiert. pTRS1 und pp65 konnten unter den gewahlten
Bedingungen erst nach fiinf Tagen nachgewiesen werden. #1, #2 = spezifische siRNAs, ¢ = siKontrolle#2

3.1.5 Bestimmung von siRNA-vermittelten antiviralen Effekten

Um siRNA-vermittelte antivirale Effekte auf die hCMV-Replikation zu untersuchen, wurde
das in dieser Arbeit hergestellte duale Reportervirus TNLuc verwendet. Hierfiir wurden
siRNA-transfizierte MRC-5-Zellen unter niedrigen MOI-Bedingungen mit TNLuc infiziert
und die Luciferasemenge durch Messung der RLU mittels eines kommerziellen Tests zwei
und fiinf Tage p.i. bestimmt. Nach zwei Tagen wurde die Luciferasemenge direkt in den
infizierten Zellen gemessen. Fiinf Tage p.i. hingegen wurde der virushaltige Zellkultur-
iiberstand abgenommen, um mit diesem konfluente MRC-5-Zellen erneut zu infizieren. Nach
weiteren 24 h erfolgte schlieBlich die Messung der Luciferasemenge in den frisch infizierten
Zellen (siehe 2.8.3 und 2.8.5).

Viele der getesteten siRNAs zeigten sowohl zwei als auch fiinf Tage p.i. im Vergleich zu
Kontrolltransfektionen nur moderate inhibitorische Effekte auf die hCMV-Replikation (siche
Abb. 3.6 A und B). Dennoch konnte ein kleiner Teil der siRNAs die Virusreplikation sehr

effizient unterdriicken.
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Abb. 3.6 Antivirale Effekte der siRNAs. MRC-5-Zellen wurden mit den jeweiligen siRNAs transfiziert,
unbehandelt gelassen bzw. nur mit dem Transfektionsreagenz versetzt und 4 h p.t. mit dem TNLuc-
Reportervirus infiziert (MOI = 0,03 PFU/Zelle). Nach zwei (A) bzw. fiinf Tagen (B) p.i. wurde die relative
Luciferasemenge bestimmt. Die dargestellten Ergebnisse zeigen Mittelwerte mit Standardabweichungen aus
drei biologischen (A) bzw. zwei biologischen und zwei technischen Replikaten (B). Die Mittelwerte in (A) sind
jeweils auf den Mittelwert unbehandelter Zellen normiert. Kontrollen: ¢l = Transfektionsreagenz, c2 =
siKontrolle#1, ¢3 = siKontrolle#2, c4 = unbehandelte Zellen

Die siRNAs mit den stirksten antiviralen Effekten waren gegen die MIE-Proteine IEI
und/oder IE2 gerichtet (UL122/UL123) und konnten das Viruswachstum nach zwei Tagen um
mehr als 80% und nach fiinf Tagen um mehr als 99,9% (fast 1000-fach) vermindern (siche
Tabelle 3.2 und Abb. 3.6 A und B). Die Ergebnisse korrelieren mit den betreffenden
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Knockdown-Effizienzen (siche Abb. 3.4 und 3.5). Eine siRNA, die gegen die virale DNA-
Polymerase (UL54) gerichtet ist und zwei weitere siRNAs, die gegen das Hiillprotein gB
(UL5S5) gerichtet sind, zeigten sowohl zwei als auch fiinf Tage p.i. beachtliche antivirale
Aktivititen (ca. 70% - 99%) in Relation zu den Kontrollen. Des Weiteren korrelieren die eher
moderaten Knockdown-Effizienzen der UL44-, UL99-, TRS1/IRS1- und UL83-Genprodukte
(siche Abb. 3.4 und 3.5) mit den dazugehorigen antiviralen Effekten die zwischen weniger als
zweifach bis zu ungefdhr 20-fach (95%) lagen (siche Tabelle 3.2). Die siRNA-vermittelten
antiviralen Effekte wurden zusétzlich anhand der EGFP-Expression des dualen Reportervirus
TNLuc mittels Fluoreszenzmikroskopie dokumentiert (Daten nicht gezeigt) und bestitigten
die Luciferasemessdaten.

Mit Hilfe des dualen TNLuc-Reportervirus konnte also ein Screening-Verfahren zur schnellen
und zuverldssigen Bestimmung antiviraler Effekte etabliert werden, was zur Identifizierung
von acht vielversprechenden siRNAs (ULI122#1, UL122#2, ULI123#1, UL123#2,
UL122/123#1, UL54#2, UL55#1 und UL55#2) mit groBem antiviralen Potential fiihrte. Der
Vergleich der Knockdown-Effizienzen mit den antiviralen Effekten der siRNAs sowie die
Cytotoxizititsdaten (siche Abb. 3.3) lassen eine hohe Spezifitit der siRNA-vermittelten

antiviralen Aktivititen vermuten.

Tabelle 3.2 Ubersicht der viralen Zielgene und antiviralen Effekte der korrespondierenden siRNAs

hCMYV ORF Klasse Protein-Produkt siRNAs  __ Antivirale Aktivitiit"
UL32 L pp150 Tegument-Protein 2 67.9%
UL37 (Exon 1) IE Mitochondrialer Apoptose-Inhibitor 2 66.1%
UL44 E-L DNA—Polymer.ase, .akzessorische ) 75.6%

Einheit

UL52 L DNA -Spaltungs-Verpackungs-Protein 2 42.4%
UL54 E DNA-Polymerase, katalytische Einheit 2 98.9%
ULS5 E Glykoprotein B (gB) der Virushiille 2 99.4%
UL78 E G-Protein-gekoppelter Rezeptor 2 71.8%
ULS3 E pp65 Tegument-Protein 4 95.1%
ULS89 E-L Terminase-Untereinheit 2 34,4%
UL97 E-L Terminase-Untereinheit 2 73.0%
UL99 L Serin/Threonin-Kinase 2 95.9%
UL104 E pp28 Tegument-Protein 2 19.4%
ULL115 L portal-Verpackungs-Protein 2 66.7%
UL122 (Exon 5) IE Glykoprotein L (gL) der Virushiille 2 99.9%
UL123 (Exon 4) IE IE2 Transaktivator 2 99.8%
UL122/123 (Exon 3) IE IE1 Transaktivator 2 99.5%
TRS1/IRS1 IE IE1/IE2 Transaktivatoren 4 92.2%
IRS1 IE Tegument-Proteine 2 64.7%

" Anzahl der getesteten siRNAs, * maximale antivirale Aktivitit, die mit einer der untersuchten siRNAs erreicht
wurde.
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3.2 Optimierung IE1- und IE2-spezifischer siRNAs im Hinblick auf eine

therapeutische Nutzung

Unter den insgesamt 40 getesteten siRNAs zeigten diejenigen, welche gegen IE1 (UL123)
und/oder IE2 (UL122) gerichtet sind, die stirksten antiviralen Effekte (siehe Tabelle 3.2).
AuBerdem bieten diese viralen Genprodukte neue alternative Angriffsstellen fiir die hCMV-
Therapie. Im Folgenden wurden deshalb IE1- und IE2-spezifische siRNAs im Hinblick auf

eine mogliche therapeutische Nutzung optimiert.

3.2.1 IE1- und IE2-spezifische siRNAs mit konservierten Zielsequenzen

Um die IE1/IE2-spezifischen siRNAs in Richtung einer Verwendung im Patienten zu
optimieren, ist es entscheidend evolutiondr konservierte Zielsequenzen auszuwéhlen. Diese
sollten innerhalb aller oder zumindest der meisten hCMV-Stimme, die in der humanen
Population vorkommen, vertreten sein. Aufgrund der hohen Sequenzspezifitit des RNAi-
Mechanismus kann nur so eine breite Anwendung gewéhrleistet werden. Deshalb wurde ein
Mehrfach-Sequenz-Alignment des MIE-Transkripts aller zwolf annotierten hCMV-Stimme
mit Hilfe des Programms ClustalW vorgenommen (siche Abb. 3.7 A). Basierend auf diesem
Sequenz-Alignment wurden zunédchst die bereits getesteten siRNAs auf konservierte
Zielsequenzen untersucht. Die Zielsequenz der siRNA UL122#1 ist in allen zwolf Stimmen
konserviert, wihrend die Zielsequenzen der siRNAs UL123#1 und U122/123#1 in immerhin
elf von zwolf hCMV-Stdmmen identisch sind. Diese antiviral sehr effektiven siRNAs wurden
deshalb auch in die nachfolgenden Analysen mit einbezogen.

Zusitzlich wurden mit dem Programm ,,siReNa* weitere IE1- und [E2-spezifische siRNA-
Sequenzen bestimmt, deren Zielsequenzen in allen zwdlf annotierten hCMV-Stimmen
konserviert sind. Aus den vorhergesagten Sequenzen wurden zehn siRNAs aufgrund einer
durch ,,siReNa* berechneten hohen Knockdown-Effizienz ausgewihlt, synthetisiert und auf
antivirale Eigenschaften getestet.

Dafiir wurden siRNA-transfizierte MRC-5-Zellen unter niedrigen MOI-Bedingungen mit
TNLuc infiziert. Da in der vorhergehenden Analyse (siche Abb. 3.6) zwischen den zwei
gewdhlten Zeitpunkten keine nennenswerten Unterschiede aufgetreten waren, erfolgte die
Bestimmung antiviraler Aktivitdten in den weiteren Analysen nur zu einem Zeitpunkt. Nach
sechs Tagen p.i. wurde die Quantifizierung der Virusreplikation durch Bestimmung der
Luciferasemenge (siehe 2.8.5) ermittelt. Die meisten der neuen siRNAs zeigten im Vergleich
zu Kontrolltransfektionen nur moderate Effekte auf die Virusreplikation, dennoch konnten

zwei weitere siRNAs (UL122#8 und ULI123#4) mit konservierten Zielsequenzen und
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bemerkenswerten antiviralen Aktivititen zwischen 100- und iiber 1000-fach (> 99,9%)

identifiziert werden (siehe Abb. 3.7 B).
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Abb. 3.7 Antivirale Effekte von siRNAs mit Kkonservierten Zielsequenzen, die gegen die MIE-
Genprodukte 1IE1, IE2 bzw. IE1/IE2 gerichtet sind. (A) Beispiel einer vorhergesagten IE2-Zielsequenz
(unterstrichen), die in zwolf hCMV-Stimmen konserviert ist. Sterne représentieren identische Nukleotide. (B)
MRC-5-Zellen wurden mit den jeweiligen siRNAs transfiziert bzw. unbehandelt belassen, 4 h p.t. mit dem
TNLuc-Reportervirus infiziert (MOI = 0,03 PFU/Zelle). Sechs Tage p.i. erfolgte die Bestimmung der
Luciferasemenge. Die dargestellten Ergebnisse sind Mittelwerte mit Standardabweichungen aus zwei
biologischen und zwei technischen Replikaten. (C) MRC-5-Zellen wurden mit den angegebenen siRNAs
transfiziert bzw. unbehandelt belassen und 4 h p.t. mit dem klinisch relevanten und Ganciclovir-und Cidofovir-
resistenten hCMV-Isolat TRwt infiziert (MOI = 0,1 PFU/Zelle). Die Zellen wurden sieben Tage p.i. im inversen
Fluoreszenzmikroskop photographiert, wobei die Bilder einen jeweils reprisentativen 25-fach vergroferten
Ausschnitt des Zellrasens zeigen. #1 — #8 = spezifische siRNAs, c1 = siKontrolle#2, c2 = unbehandelte Zellen

Bisher wurden die siRNA-vermittelten antiviralen Effekte mit Hilfe des dualen TNLuc-
Reportervirus  bestimmt, welches aus dem laboradaptierten =~ hCMV-TN-Stamm
hervorgegangen ist. Im Hinblick auf eine therapeutische Nutzung der siRNAs ist es wichtig,
den antiviralen Effekt auch an klinisch relevanten primidren hCMV-Isolaten zu bestitigen.
Zudem wire es erstrebenswert, wenn die siRNAs auch gegen bisher nicht therapierbare
hCMV-Stimme, die bereits Resistenzen gegen Wirkstoffe wie z.B. Ganciclovir tragen, zum
Einsatz kommen konnten. Aus diesen Griinden erfolgte die Bestimmung antiviraler Effekte
fiir einen Teil der IE1- und IE2-spezifischen siRNAs (mit konservierten Zielsequenzen) mit

dem klinisch relevanten und multiresistenten Stamm TRwt, der aufgrund von Mutationen der
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viralen DNA-Polymerase (UL54) und der viralen Serin/Threonin-Kinase (UL97) Resistenzen
gegeniiber Ganciclovir und Cidofovir aufweist (Alain et al., 1997). Des Weiteren trigt das aus
einem BACmid rekonstituierte TR-Virus eine EGFP-Expressionskassette, was die Analyse
der viralen Replikation mittels Fluoreszenzmikroskopie ermdglicht.

Nach Transfektion von MRC-5-Zellen mit IE1/IE2-spezfischen- bzw. Kontroll-siRNAs
wurden die Zellen unter niedrigen MOI-Bedingungen mit dem hCMV-TR-Isolat infiziert und
das Replikationsverhalten in Form von Fluoreszenzaufnahmen sieben Tage p.i. dokumentiert
(siche Abb. 3.7 C). Wie man anhand der Aufnahmen sehen kann, ist das Viruswachstum in
Zellen mit IE1- und IE2-spezifischen siRNAs wie erwartet im Vergleich zu Kontrollzellen
sehr stark attenuiert. Die hohe Effizienz, mit der die Replikation auch klinischer und
arzneimittelresistenter hCMV-Isolate unterdriickt werden kann, unterstreicht das

therapeutische Potential IE1/IE2-spezifischer siRNAs.

3.2.2 Wirkungsdauer der 1E2-spezifischen siRNA UL122#1

Zur weiteren Entwicklung IE1/IE2-spezifischer siRNAs in Richtung therapeutischer Nutzung
wurde in einer Langzeitanalyse die Wirkungsdauer der hocheffizienten IE2-spezifischen
siRNA UL122#1 mit konservierter Zielsequenz bestimmt. Hierfiir sollte die Quantifizierung
der Virusreplikation durch Bestimmung infektioser Nachkommenviren mittels klassischer
Titrationsmethodik ermittelt werden. Dies ermdoglichte auch den Vergleich mit bereits
vorhandenen Luciferasedaten des TNLuc-Reportervirus.

Die Replikation des hCMV-Towne-Stamms wurde in MRC-5-Zellen analysiert, die entweder
mit einer Kontroll-siRNA oder mit der IE2-spezifischen siRNA UL122#1 transfiziert wurden.
Die Produktion infektioser Nachkommenviren wurde fiir insgesamt 18 Tage mittels TCIDsg
bestimmt (siche 2.8.4).

Wie erwartet war das Viruswachstum in Zellen, die mit der IE2-spezifischen siRNA
transfiziert wurden im Vergleich zu den Kontrollzellen stark reduziert und verzogert. Es ist
beachtlich, dass sechs Tage p.i. der IE2-spezifische Knockdown die Produktion von
Nachkommenviren extrem effizient um fast fiinf log-Stufen verringerte. Die Nachkommen-
virenproduktion setzte dennoch sieben Tage p.i. ein und auch die maximalen Virustiter waren
in Zellen mit oder ohne IE2-spezifischer siRNA vergleichbar. Dieses Ergebnis zeigt die sehr
effiziente aber auch transiente Natur der siRNA-vermittelten RNAi. Des Weiteren sind die
UL122#1-vermittelten antiviralen Effekte, die mit Hilfe des TNLuc-Reportervirus durch
Messung der Luciferasemenge bestimmt wurden (sieche Abb. 3.6 und 3.7), in ihrer Stirke

vergleichbar mit denen nach klassischer Virustiterbestimmung (siche Abb. 3.8). Diese
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Beobachtung bestitigt die Zuverldssigkeit des in dieser Arbeit etablierten Screening-

Verfahrens fir anti-hCMV Effekte.
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3.2.3 Chemisch-modifizierte IE1- und IE2-spezifische siRNAs

Die bisher getesteten siRNAs waren chemisch unmodifiziert. Wihrend unmodifizierte
siRNAs die natiirlichen Effektor-Molekiille der RNAi sind, ist die experimentelle oder
therapeutische Nutzung unmodifizierter siRNAs im Organismus mit einigen Problemen
behaftet (sieche 1.2). Mit Hilfe chemischer Modifikationen, die positiven Einfluss auf
Stabilitit, Spezifitdt, Wirksamkeit oder zellulire Aufnahme der siRNAs nehmen, kdnnen
diese Probleme angegangen werden. Fiir 2°O-Methyl-Gruppen wurde gezeigt, dass diese die
Stabilitdt der siRNA erhohen. Bei einem Einbau in die Seed-Region des antisense-Strangs
konnen 2°O-Methyl-Gruppen zudem mogliche off-target-Effekte verringern (Kurreck, 2009;
Watts et al., 2008). Der positive Einfluss einer Cholesterin-Modifikation auf die zelluldre
Aufnahme der siRNA wurde schon vielfach experimentell bestétigt (Schroeder et al., 2010;
Tiemann & Rossi, 2009). Dabei besteht die Moglichkeit eine Cholesterin-Modifikation an
einem der beiden Enden des sense-Strangs einzufiihren.

Um den Einfluss chemischer Modifikationen auf die antiviralen Effizienzen hCMV-
gerichteter siRNAs exemplarisch zu testen, wurden zwei 2°O-Methyl-Gruppen in die Seed-
Region des antisense-Strangs und gesondert davon eine 5’Cholesterin-Einheit in den sense-
Strang der IE1/IE2-spezifischen siRNAs mit den grofBten antiviralen Aktivititen und
hochkonservierten Zielsequenzen (UL123#4, UL122#1 und UL122/123#1) eingebracht (siche
Abb. 3.9 A). Die siRNA-Synthese erfolgte wieder durch die Firma IBA. Die modifizierten
siRNAs sollten mit den zugehdrigen unmodifizierten siRNAs beziiglich inhibitorischer

Effekte auf die hCMV-Replikation verglichen werden. Dafiir wurden siRNA-transfizierte
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MRC-5-Zellen unter niedrigen MOI-Bedingungen mit dem TNLuc-Reportervirus infiziert.
Acht Tage p.i. erfolgte die Bestimmung der Luciferasemenge (siche Abb. 3.9 B und Tabelle
3.3) bzw. die Dokumentation des viralen Replikationsverhaltens in Form von Fluoreszenz-

aufnahmen (sieche Abb. 3.9 C).
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Abb. 3.9 Antivirale Effekte chemisch-modifizierter siRNAs, welche gegen die MIE-Genprodukte IE1, IE2
bzw. IE1/IE2 gerichtet sind. (A) Uberblick der chemischen Modifikationen, welche in die IE1/IE2-spezifischen
siRNAs eingefiihrt wurden. (B, C) MRC-5-Zellen wurden mit den angegebenen siRNAs in Duplikaten
transfiziert und 4 h p.t. mit TNLuc infiziert (MOI = 0,01 PFU/Zelle). Acht Tage p.i. erfolgte die Bestimmung der
Luciferasemenge (A) bzw. die Fluoreszenzanalyse (B), wobei die Bilder einen jeweils repriasentativen, 25-fach
vergroBerten Ausschnitt des Zellrasens zeigen. m1 = Cholesterin-Modifikation, m2 = 2"O-Methyl-Modifikation,
cl = unbehandelte Zellen, c2 = siKontrolle#2

Die Ergebnisse zeigen, dass die 2°O-Methyl-Gruppen die antiviralen Aktivititen aller drei
getesteten siRNAs im Vergleich zur nicht modifizierten Form merklich verringerten, wéhrend
eine Cholesterin-Modifikation keinen nennenswerten Einfluss zeigte (siche Abb. 3.9 B und
C). Chemische Modifikationen in virostatische siRNAs einzubringen ist also generell
moglich, um das Profil fiir Anwendungen im Organismus zu verbessern. Es scheint jedoch
notig, jede Modifikation oder auch verschiedene Kombinationen von Modifikationen

zundchst in Zellkultur zu testen, um sicherzugehen, dass die Knockdown-Effizienzen der

korrespondierenden siRNAs nicht negativ beeinflusst werden.
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Tabelle 3.3 Zusammenfassende Ubersicht zu den Aktivititen aller in dieser Arbeit untersuchten hCMV-

spezifischen siRNAs

2 Tage nach Transfektion / Infektion

5 Tage nach Transfektion / Infektion

Klasse siRNA Zell- Knockdown % Antivirale Zell- Knockdown % Antivirale Nr
Vitalitat % mRNA Protein Aktivitit % Vitalitdt % mRNA Protein Aktivitdt %

siUL37x1#1 96 +/- 6 n/b n/b 12+/-9 94 +/-2 n/b n/b 60.4 +/- 8.8 82
siUL37x#2 96 +/-5 n/b n/b 17 +/-9 96 +/- 4 n/b n/b 66.1 +/-4.8 83
siUL122#1 89 +/-3 77 +/-2 70 84 +/-3 90 +/- 1 83 +/-2 59%* 99.8 +/- 0.1 14
siUL122#2 94 +/-9 48 +/- 1 92 53+/-3 89+/-6 43 +/-5 23* 98.7 +/- 0.1 15
siUL122#3 n/b n/b n/b n/b n/b n/b n/b 84.4 +/- 3.8t 134
siUL122#4 n/b n/b n/b n/b n/b n/b n/b 84.9 +/- 10.27 135
siUL122#5 n/b n/b n/b n/b n/b n/b n/b +/- 0F 136
siUL122#6 n/b n/b n/b n/b n/b n/b n/b 89.2 +/-2.67 137
siUL122#7 n/b n/b n/b n/b n/b n/b n/b 38.4 +/- 18.5F 138
siUL122#8 n/b n/b n/b n/b n/b n/b n/b 98.1 +/- 0.9t 155
siUL122#1_ml n/b n/b n/b n/b n/b n/b n/b 99.3 +/-0.4% 156
siUL122#1_m2 n/b n/b n/b n/b n/b n/b n/b 71.2+/-14.9% 139
siUL123#1 96 +/- 6 79 +/-2 97 61 +/-4 102 +/- 4 66 +/- 1 86 99.5+/-0.3 16
siUL123#2 96 +/- 6 75+/-5 99 43 +/-5 94 +/-2 66 +/-4 63 98.8 +/- 0.1 17
IE siUL123#3 n/b n/b n/b n/b n/b n/b n/b 24.8 +/-12.87% 131
siUL123#4 n/b n/b n/b n/b n/b n/b n/b 99.8 +/- 0.2} 132
siUL123#5 n/b n/b n/b n/b n/b n/b n/b 10.6 +/- 17.1% 153
siUL123#4 ml n/b n/b n/b n/b n/b n/b n/b 99.8 +/- 0.2 154
siUL123#4 m2 n/b n/b n/b n/b n/b n/b n/b 98.8 +/- 0.2% 133
siUL122/123#1 94 +/- 12 78 +/-2 63 83+/-2 92 +/-1 84 +/-0 97 99.9 +/- 0.1 70
siUL122/123#2 90 +/- 6 34+/-2 23 27 +/-4 96 +/-3 33 +/-8 22 88.4+/-19 71
siUL122/123#3 n/b n/b n/b n/b n/b n/b n/b 83.2 +/- 10.47 157
siUL122/123#1 ml n/b n/b n/b n/b n/b n/b n/b 99.9 +/-0.1% 158
siUL122/123#1_m2 n/b n/b n/b n/b n/b n/b n/b 99.9 +/-0.1% 130
silRS1#1 98 +/-2 n/b n/b +-0 104 +/- 4 n/b n/b 14.7 +/-7.4 86
silRS1#2 98 +/- 8 n/b n/b 24 +/-4 103 +/-5 n/b n/b 64.7+/-7.7 87
siTRS1/IRS1#1 96 +/- 4 +/-0 u/N 13+/-8 81+/-8 32 +/-12 60 50.5 +/-15.7 64
siTRS1/IRS1#2 94 +/-4 +-0 wN 21+/-3 84 +/-3 44 +/-5 50 92.2+/-0.8 65
siTRS1/IRS1#3 90 +/- 6 n/b n/b 25+/-4 93 +/-2 n/b n/b 72.8 +/-10.1 88
siTRS1/IRS1#4 85+/-5 n/b n/b +-0 100 +/-3 n/b n/b +-0 89
siUL44#1 98 +/-5 21 +/-10 56 39+/-3 82 +/-1 49 +/- 4 31 75.6 +/-5.6 18
siUL44#2 104 +/- 4 33+4/-5 51 26+/-17 85+/-5 58 +/-2 44 68.5+/- 6.4 19
siUL54#1 90 +/-5 n/b n/b 5+/-3 94 +/-3 n/b n/b 50.4+/-7.5 97
siUL54#2 87 +/-4 n/b n/b 76 +/-3 116 +/-5 n/b n/b 98.9 +/- 0.6 99
siUL55#1 87 +/-2 n/b n/b 71+/-5 87 +/-4 n/b n/b 97.3 +/-0.7 94
siUL55#2 90 +/-5 n/b n/b 77 +/-2 92 +/-2 n/b n/b 99.4 +/-0.4 95
siUL78#1 102 +/- 6 56 +/-8 n/b 9 +/-7 99 +/-3 534/-2 n/b 71.8 +/-10.1 20
siUL78#2 109 +/- 6 +/-0 n/b 7 +-12 103 +/-4 +/-0 n/b 23.7+/-13.3 21

EL siUL83#1 94 +/-6 54+4/-2 u/N 14 +/-11 98 +/- 6 63 +/-4 42 95.1+/-0.8 74
siUL83#2 92 +/-4 24 +/-6 wN 13+/-9 93 +/-4 54 +/-4 8 775+/-13 75
siUL83#3 84 +/-6 n/b n/b 25+/-3 88 +/-5 n/b n/b 42.7+/-17.5 92
siUL83#4 89 +/-3 n/b n/b 4+/-9 78 +/-2 n/b n/b 53.4+/-26.9 93
siUL89#1 92 +/-2 n/b n/b +-0 93 +/-3 n/b n/b +-0 78
siUL89#2 85+/-5 n/b n/b 20+/-6 67 +/- 1 n/b n/b 34.4 +/- 18.6 79
siUL97#1 91 +/-3 50 +/-3 n/b 28 +/-9 88 +/-2 55+4/-3 n/b 73.0 +/- 8.2 66
siUL97#2 99 +/-4 n/b n/b 28 +/-4 44 +/-5 n/b n/b n/b 67
siUL104#1 89 +/- 12 n/b n/b +-0 88 +/-7 n/b n/b +-0 90
siUL104#2 93 +/-13 n/b n/b +-0 100 +/- 2 n/b n/b 19.4 +/- 14.6 97
siUL32#1 96 +/- 5 n/b n/b 4+/-11 98 +/-3 n/b n/b +/-0 80
siUL32#2 98 +/-5 n/b n/b 30 +/-1 105 +/- 4 n/b n/b 67.9 +/-1.3 81
siUL52#1 98 +/- 1 n/b n/b +-0 100 +/-3 n/b n/b 42.4+/-3.0 84

L siUL52#2 92 +/-5 n/b n/b +-0 100 +/-1 n/b n/b 344 +/-23.6 85
siUL99#1 111 +/-7 46 +/-5 70 30 +/-2 94 +/- 4 50 +/-7 55 959+/-1.9 22
siUL99#2 120 +/- 5 64 +/-4 23 23 +/-2 112 +/-9 50+/-3 8 775+/-1.3 23
siUL115#1 91 +/-2 n/b n/b 44 +/-1 101 +/-3 n/b n/b 66.7 +/-11.7 96
siUL115#2 95 +/-5 n/b n/b 5+/-16 95 +/-3 n/b n/b 20.9 +/-17.9 97

siKontrolle#1 91 +/-4 +-0 0 +-0 96 +/-5 +/-0 0 23.0+/-9.3 1

- siKontrolle#2 113 +/-6 +-0 0 +-0 90 +/- 6 +/-0 0 +-0 10

unbehandelt 100 +/- 8 +-0 0 +-0 100 +/-7 +/-0 0 +/-0 -

+/- Standardabweichung, 1 antivirale Aktivitdt wurde sechs Tage p.i. gemessen, { antivirale Aktivitdt wurde
neun Tage p.i. gemessen, n/b = nicht bestimmt, u/N = unter der Nachweisgrenze, = Nummer in der siRNA-
Datenbank der Arbeitsgruppe
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3.3 Mechanismen der IE1-abhingigen Aktivierung zellulirer Gene

Um eine Arzneimittelentwicklung zu rechtfertigen ist es nicht ausreichend nur geeignete
Angriffsstellen zu identifizieren, sondern es ist im gleichen Maf3e wichtig, die Funktionen der
Zielmolekiile zu evaluieren. Vor allem sollten die Wechselwirkungen mit anderen Genen und
Proteinen verstdrkt untersucht werden. Wie schon in der Einleitung erwéhnt, sind die
Funktionen von IE2 als wichtigstem Aktivator der lytischen Infektion sehr gut analysiert und
klar definiert. Die Rolle des IE1-Proteins hingegen, besonders dessen Einfluss auf zelluldre
Gene, ist weniger gut untersucht. Deshalb war ein weiteres Ziel dieser Arbeit, die Regulation

des humanen Transkriptoms durch das virale Protein néher zu charakterisieren.

3.3.1 Herstellung und Charakterisierung einer Zelllinie mit induzierbarer I1E1-

Expression

Um Uberlagerungen IE1-vermittelter Effekte mit sekundiiren Effekten einer Virusinfektion zu
vermeiden, sollte der Einfluss von IE1 auf die Zelle auBerhalb des komplexen Virussystems
untersucht werden. Zur Vermeidung von Schwierigkeiten, die mit transienten Transfektionen
assoziiert sind (z.B. variable Transfektionseffizienzen oder nicht physiologisch hohe
Proteinmengen), wiren Zellen, die stabil physiologische Mengen an funktionellem IEI
exprimieren sehr niitzlich. Aulerdem sollte das Expressionssystem induzierbar sein, um eine
Adaptation der Zellen an eine Langzeitexpression von IE1 zu vermeiden. Einige Arbeiten
deuteten sogar darauf hin, dass die kontinuierliche Expression von IEl mit genomischer
Integritdt und normaler Zellproliferation unvereinbar ist (Castillo et al., 2005; Cobbs et al.,
2008; Shen et al., 1997).

Aus diesen Griinden sollte die induzierbare Expression von IEl in einem Tetracyclin-
abhingigen System (Tet-On) etabliert werden. Die Grundlage fiir das Expressionssystem
waren hCMV-permissive primdre Fibroblasten (MRC-5-Zellen), in denen IE1-defiziente
Virusmutanten unter niedrigen MOI-Bedingungen starke Wachstumsdeffekte im Vergleich
zum effizient replizierenden Wildtypvirus aufweisen (Krauss et al., 2009; Paulus et al., 2006).
Zur Erzeugung von MRC-5-Zellen, die induzierbar IE1 exprimieren, wurden diese zunéchst
mit rekombinanten Lentiviren transduziert, welche die Expression eines TetRnlsEGFP-
Fusionsproteins vermitteln. Die resultierenden TetR-Zellen sind G418-resistent und konnten
somit selektioniert werden. AnschlieBend wurden die TetR-Zellen mit rekombinanten
Lentiviren transduziert, welche die Expression von IE1 unter der Kontrolle eines
Tetracyclin/Doxycyclin-induzierbaren Promotors vermitteln. Diese TetR-IE1-Zellen wurden

schlieBlich mittels G418 und Puromycin selektioniert (siche 2.8.1 und 2.8.7). Die IEI-
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Expression in den Zellen wird durch das TetRnlsEGFP-Protein reguliert. Zum Zellkultur-
medium zugesetztes Doxycyclin bindet an den TetR und bewirkt durch eine Konformations-
dnderung die Ablosung des Repressors vom Promotor des IE1-Gens. Somit kann die
Expression von IEl1 kontrolliert und synchron induziert werden. Zur maximalen
Unterdriickung der IE1-Expression in nicht induzierten TetR-IE1-Zellen erfolgte mittels
Fluoreszenz-basierter Zellsortierung, eine Anreicherung von Zellen die moglichst grofBe

Mengen des TetRnlsEGFP-Fusionsproteins aufweisen (siehe 2.8.8 und Abb. 3.10).

o H1299
Lentiviren- o
Produktion ©: @ Transduktion
’ e MRG=» (_)O Transfektion
3, "ndy : : i
o W <)
- rekombinante Lentiviren mit ¥
transfizierte TetRnIsEGFP- transfizierte
H1299 Expressionskonstrukt e
» Selektion
— Q Lentiviren-
(-), 5 | Transfektion Produktion
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TetR — oo
H1299 .
rekombinante Lentiviren mit

IE1-Expressionskonstrukt
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w
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* Hintergrund an IE1-positiven
Zellen ohne Induktion

Abb. 3.10 Schematische Darstellung zur Herstellung von TetR- bzw. TetR-IE1-Zellen. Zur Produktion von
rekombinanten Lentiviren wurden H1299-Zellen mit den entsprechenden Plasmiden (siehe 2.8.7) transfiziert.
AnschlieBend wurden MRC-5-Zellen zundchst mit rekombinanten Lentiviren transduziert, welche die
Expression des TetRnlsEGFP-Fusionsproteins vermitteln um TetR-Zellen zu generieren. Nach Selektion
wurden diese Zellen mit rekombinanten Lentiviren transduziert, welche die Expression von IE1 unter der
Kontrolle eines Tetracyclin/Doxycyclin-induzierbaren Promotors vermitteln. In den daraus resultierenden TetR-
IE1-Zellen wurde schlieBlich durch EGFP-basierte Zellsortierung der im nicht induzierten Zustand aufgrund
niedriger TetRnlsEGFP-Konzentrationen vorhandene IE1-Hintergrund reduziert.

Diese Zellen wurden im Folgenden hinsichtlich Expression und Funktionalitit des IE1-
Proteins charakterisiert. Fiir Abb. 3.11 A wurden TetR-IE1-Zellen insgesamt 24 h oder 72 h
mit Doxycyclin induziert bzw. unbehandelt belassen und die IE1-Expression auf Einzelzell-
ebene mittels indirekter Immunfluoreszenz-Analyse iiberpriift (siche 2.7.4 und 2.8.1). Ohne
Induktion war der GroBteil der Zellen (67%) IE1-negativ. Nur ein kleiner Teil der Zellen
zeigte eine schwache, gepunktete IE1-spezifische Farbung des Zellkerns. Dies deutet auf eine

stabile Assoziation mit PML-Korpern hin, die aufgrund der niedrigen IE1-Menge nicht
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aufgelost werden konnen. Zum 24 h- und 72 h-Zeitpunkt nach Doxycyclin-Behandlung war in
nur etwa 3% der Zellen keine IE1-Expression detektierbar. In mindestens 96% der Zellen
waren dagegen hohe IE1-Expressionslevel nachweisbar, was sich durch die starke IEI-
typische diffuse Farbung des Zellkerns dufBlerte. Die beobachteten temporidren und rdumlichen
Muster der subnukledren Lokalisation von IE1 in TetR-IE1-Zellen dhneln denen, die wiahrend
einer produktiven hCMV-Infektion in Fibroblasten detektiert werden. Nach einer initialen
Kolokalisierung zwischen IE1 und PML-Ké&rpern, folgt eine Auflosung der PML-Korper-
Struktur und die charakteristische diffuse nukledre Verteilung des viralen Proteins (Ahn &
Hayward, 1997; Korioth et al., 1996; Nevels et al., 2004).

Dartiber hinaus sollten die Gleichgewichtsmengen von IE1 zu verschiedenen Zeitpunkten
nach Induktion im Vergleich zum Infektionsverlautf hCMV-infizierter (MOI = 1 PFU/Zelle)
TetR-Zellen untersucht werden. Diese Analysen erfolgten mittels Western Blot-Technik aus
Gesamtzelllysaten (sieche 2.7.1 und 2.7.3). Der Nachweis von GAPDH diente dabei als
Ladekontrolle. Im Vergleich zu hCMV-infizierten TetR-Zellen exprimierten die induzierten
TetR-IE1-Zellen das IE1-Protein mit einer dhnlichen Kinetik. Die IE1-Mengen in den TetR-
IE1-Zellen, die von 24 h bis 72 h nach Induktion detektiert wurden, waren vergleichbar mit
den Proteinmengen die 24 h p.i. in infizierten TetR-Zellen akkumulierten (siche Abb. 3.11 B).
Zur Untersuchung der Funktionalitit des IE1-Proteins in den TetR-IE1-Zellen, wurde die
Virusreplikation in einer Multischrittanalyse nach Infektion mit einer IE1-Deletionsmutante
(TNdIIET) oder der dazugehorigen ,,Revertante* (TNrvIE1) in Doxycyclin-behandelten TetR-
bzw. TetR-IE1-Zellen beobachtet. Hierfiir wurden die Zellen unter niedrigen MOI-
Bedingungen infiziert (MOI = 0,01 PFU/Zelle). Die Quantifizierung der Virusreplikation
erfolgte alle drei Tage p.i. durch Ermittlung der viralen DNA-Menge aus dem
Zellkulturiiberstand (siehe 2.8.4). Wie in Abb. 3.11 C deutlich zu erkennen ist, ist die
Replikation von TNdIIE1 im Vergleich zu TNrvIEl, wie erwartet in TetR-Zellen stark
attenuiert. Im Gegensatz dazu konnen induzierte TetR-IE1-Zellen, durch das Bereitstellen des
IE1-Proteins in trans, die vollstindige Komplementation der IEIl-Deletionsmutante
bewerkstelligen.

Die Expression von vollkommen funktionellem IE1-Protein kann also in den hergestellten
TetR-IE1-Zellen synchron induziert werden und zwar zu Mengen, die mit denen wéhrend der
frithen Phase einer hCMV-Infektion vergleichbar sind. Demzufolge stellen die TetR-IE1-
Zellen ein ideales Modellsystem dar, um aktives IE1 unter physiologisch relevanten
Bedingungen, jedoch auBerhalb der komplexen Situation einer hCMV-Infektion zu

untersuchen.
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Abb. 3.11 Charakterisierung der TetR- und TetR-IE1-Zellen. (A) Wachstumsarretierte TetR- bzw. TetR-
IE1-Zellen wurden fiir 24 h bzw. 72 h mit Doxycyclin behandelt oder unbehandelt belassen. Nach PFA-
Fixierung und Anfirben von IE1 (rot) bzw. der DNA (blau), wurden die Zellen mittels indirekter
Immunfluoreszenz-Mikroskopie auf IE1-Expression hin untersucht. Das TetRnlsEGFP-Fusionsprotein wurde
direkt durch die EGFP-vermittelte Autofluoreszenz (griin) dargestellt. Insgesamt wurden ungefahr 500 zufallig
ausgewiahlte Kerne nach folgendem System ausgezdhlt: -, keine erkennbare IE1-Farbung; +, schwache,
gepunktete IE1-Farbung; ++, starke, diffuse IE1-Farbung. (B) Mit Doxycyclin behandelte, wachstumsarretierte
TetR-IE1-Zellen bzw. infizierte TetR-Zellen (MOI = 1 PFU/Zelle) wurden im Western Blot-Verfahren mit IE1-
bzw. GAPDH-spezifischen Antikdrpern analysiert. (C) Analyse zur Virusreplikation der IE1-Deletionsmutante
(TNdIIE1) und der dazugehorigen ,,Revertante* (TNrvIE1) auf Doxycyclin-behandelten TetR- bzw. TetR-IE1-
Zellen (MOI = 0,01 PFU/Zelle). Im Abstand von drei Tagen wurde aus den Zellkulturiiberstinden infizierter
Zellen DNA isoliert und die relative virale DNA-Menge mittels q-PCR mit hCMV-spezifischen Primern
nachgewiesen. Im Diagramm sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen aus vier unabhingigen Infektions-
Experimenten dargestellt.

3.3.2 Transkriptomanalyse IE1-induzierbarer Zellen

Dass IE1 die Transkription sowohl viraler als auch zelluldrer Promotoren aktivieren kann, gilt
bereits als anerkanntes Wissen (Everett, 1984; Paulus et al., 2010). In den meisten Arbeiten
wurde die IE1-vermittelte Regulation von Wirtsgenen nur mittels transienter Transfektion und
Promotor-Reporter-Versuchen analysiert. Die Untersuchung der Regulation endogener
zelluldrer Transkripte erfolgte bisher allerdings nur sporadisch fiir einzelne Gene. Zur
umfassenden Untersuchung des Einflusses von IE1 auf das humane Transkriptom, wurde eine
systematische Genexpressionsanalyse mit Hilfe des TetR-/TetR-IEI-Modellsytems und
GeneChip Human Gene 1.0 ST Mikroarrays (Affymetrix) durchgefiihrt. Die Mikroarrays
erfassen insgesamt 28869 humane Gene, entsprechend mehr als 99% der Sequenzen, die
gegenwirtig in der RefSeq-Datenbank (NCBI) hinterlegt sind. Wachstumsarretierte TetR-
bzw. TetR-IE1-Zellen wurden fiir 24 h oder 72 h mit Doxycyclin behandelt bzw. unbehandelt
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belassen (siehe 2.8.1). AnschlieBend erfolgte die Isolierung von Gesamt-RNA. Die weitere
cDNA-Synthese, cRNA-Biotinylierung sowie die Mikroarray-Hybridisierungen wurde am
KFB (Universitidt Regensburg) durchgefiihrt (siehe 2.6.5). Zur statistischen Absicherung der
Daten wurde jede der beschriebenen Proben in biologischen Triplikaten untersucht, so dass
insgesamt 18 Mikroarrays hybridisiert wurden.

Die Expressionsprofile von induzierten im Vergleich zu nicht induzierten TetR-IE1-Zellen
(IEI+/IE1-) und induzierten TetR-IEI- im Vergleich zu induzierten TetR-Zellen
(IE1+/TetR+) wurden jeweils 24 h und 72 h nach Induktion unter stringenten Analyse-
Kriterien miteinander verglichen. Nur Transkripte, die mit einem Konfidenzintervall von
grofler 99,9% mindestens zweifach reguliert vorlagen wurden als signifikant bewertet. Des
Weiteren wurden nur Gene beriicksichtigt, die sowohl im Vergleich IE1+/IE1- als auch im
Vergleich IE1+/TetR+ differentiell reguliert waren, um unspezifische Doxycyclin- oder
Zelllinien-abhingige Effekte auszuschliefen.

Unter diesen stringenten Analysekriterien war die groBe Mehrheit der auf den Mikroarrays
repriasentierten Gene (99,9%) in ihrer Expressionsstirke nicht signifikant durch IEI
beeinflusst. Nur eine kleine Anzahl von insgesamt 38 humanen Genen lag 24 h bzw. 72 h
nach Induktion differentiell reguliert vor. Im Vergleich von uninduzierten TetR-IE1- mit
uninduzierten TetR-Zellen (IE1-/TetR-) konnte keine signifikante IEI1-abhidngige

Transkriptionsregulation beobachtet werden.

Tabelle 3.4 Gene mit reduzierter mRNA-Menge nach IE1-Induktion

Maximale Verinderung der mRNA-Menge

Gen-Symbol 24 h nach Induktion 72 h nach Induktion
IE1+/TetR+ TIE1+/1IE1- IE1+/TetR+ IE1+/1E1-
SOCS3 2.8 2.1 3.0 2.5
CHL1 2.8 15 5.5 2.9
RASLI11A 2.1 1.6 2.4 2.2
TMODI1 1.9 15 33 2.6
SLC4A4 1.7 1.2 3.0 2.1
TNXB 1.6 1.2 2.7 2.0
CHI3L1 1.1 1.2 2.5 2.4
C4A 14 1.2 2.4 2.2
PDEIA 1.3 1.3 2.3 2.3
SCN3A 1.2 1.6 2.2 2.8
CXCL12 1.2 1.2 2.2 2.2
PTGFR 1.7 1.6 2.1 2.1
HRSP12 1.3 1.3 2.0 2.0

Hellblaue Schattierung: differentielle Regulation bereits 24 h nach Induktion, dunkelblaue Schattierung:
differentielle Regulation erst 72 h nach Induktion, Zahlenwerte: x-fache Herunterregulierung der mRNA-Menge
im Vergleich zu induzierten TetR-IE1-Zellen mit induzierten TetR-Zellen (IE1+/TetR+) bzw. im Vergleich zu
induzierten mit nicht induzierten TetR-IE1-Zellen (IE1+/1E1-)
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Unter den 38 regulierten humanen Genen waren 13 Gene 2,0- bis 5,5-fach herunterreguliert
(siche Tabelle 3.4) und 25 Gene 2,0- bis 41,9-fach hochreguliert (siche Tabelle 3.5). Diese
Arbeit konzentriert sich im Folgenden auf die durch IE1 hochregulierten Gene. Nur flinf
dieser Gene lagen 24 h nach IE1-Induktion differentiell reguliert vor. Fiir die restlichen 20
konnte eine IEl-abhingige Verdnderung der Expressionsstirke erst 72 h nach Induktion

ermittelt werden.

Tabelle 3.5 Gene mit erhohter mRNA-Menge nach IE1-Induktion

Maximale Verﬁnderung der mRNA-Menge

Gen-Symbol 24 h nach Induktion 72 h nach Induktion
IE1+/TetR+ IE1+/IE1- IE1+/TetR+ IE1+/IE1-

TNFSF18 9.0 2.6 12.6 4.8
TNFSF4 6.2 2.1 6.5 2.5
CXCL10 3.5 2.4 41.9 24.6
ANKRDI1 33 2.3 10.1 8.3
EDNI1 2.4 1.9 33 3.6
IDO1 1.6 1.1 28.7 20.2
GBP4 1.7 1.2 17.3 13.5
CXCL11 14 1.1 13.3 10.5
GBP5 11 1.0 7.5 7.0
IFI144L 1.3 1.1 4.6 4.4
CXCL9 1.3 1.0 4.5 42
CD274 1.2 1.5 3.9 4.5
HLA-DRA 1.2 1.1 34 35
GBP1 15 1.2 3.1 2.7
IFIT2 14 1.0 2.9 2.0
CCL11 1.7 1.2 2.8 2.2
HES1 1.7 1.3 2.6 2.2
SERTAD4 14 1.1 2.6 2.0
GBP2 -1.1 -1.1 2.5 39
CTSS 1.0 1.0 2.5 2.2
HBG1 1.2 1.0 2.4 2.1
IRF1 1.2 1.3 2.3 2.5
TAP1 1.2 1.1 2.3 2.1
CCDC3 1.1 1.1 2.3 2.1
IFIT3 -1.1 1.9 2.1 2.1

Hellblaue Schattierung: differentielle Regulation bereits 24 h nach Induktion, dunkelblaue Schattierung:
differentielle Regulation erst 72 h nach Induktion, Zahlenwerte: x-fache Hochregulierung der mRNA-Menge im
Vergleich zu induzierten TetR-IE1-Zellen mit induzierten TetR-Zellen (IE1+/TetR+) bzw. im Vergleich zu
induzierten mit nicht induzierten TetR-IE1-Zellen (IE1+/IE1-)

Interessanterweise sind die Genprodukte der 25 IE1-abhingig aktivierten Transkripte nahezu
alle an angeborenen oder erworbenen Immunprozessen einschlielich Entziindungsreaktionen
beteiligt. Insgesamt kodieren sieben der 25 Gene fiir bekannte Chemokine oder andere
Zytokine, wie beispielsweise C-X-C Motiv-Liganden (CXCL9, CXCL10 und CXCLI11),
Endothelin 1 (EDNI1) und die Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) Superfamilienmitglieder 4
(TNFSF4) und 18 (TNFSF18). Uberraschenderweise sind die meisten IE1-induzierten Gene
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eher mit stimulatorischen als mit inhibitorischen Einfliissen auf Immunfunktionen und/oder
Entziindungsprozesse assoziiert (siche 4.2).

Zur Bestdtigung der Mikroarraydaten wurde fiir elf ausgewéhlte IE1-abhéngig aktivierte Gene
die Expressionsstirke vor und nach IE1-Induktion mittels g-RT-PCR bestimmt (siche 2.6.4).
Die Induktionsstirke dieser Gene ist reprisentativ fiir die gesamte Bandbreite der in der
Mikroarrayanalyse gemessenen Werte. Hierfiir wurden wachstumsarretierte TetR- bzw. TetR-
IE1-Zellen fiir Oh bis 72h mit Doxycyclin induziert. Der kinetische Verlauf der
Expressionsstirke, der exemplarisch anhand der mRNA-Mengen von CXCL9, CXCL10, dem
Guanylat-Bindeprotein 4 (GBP4) und dem Transporter 1 (TAP1) nach IE1-Induktion
bestimmt wurde, spiegelt die Ergebnisse der Mikroarrayanalyse wider (siche Tabelle 3.5 und
Abb. 3.12 A). Die IEl-abhédngige Aktivierung aller vier Gene war 72 h nach Induktion
deutlich nachweisbar und konnte, weniger ausgepréigt aber dennoch signifikant, bereits 48 h
nach Induktion detektiert werden. Zwischen 6 h und 24 h wurden nur geringe bzw. keine
Effekte auf die mRNA-Mengen der Indikatorgene ermittelt. Die &hnliche Induktionskinetik
lasst somit auf einen gemeinsamen Regulationsmechanismus schlieBen. Eine weitere
Auswertung der Mikroarraydaten unter weniger stringenten Bedingungen (Daten nicht
gezeigt), geben Hinweise auf eine IEl-abhingige Hochregulierung von IL-6. Wie in der
Einleitung schon erwéhnt, fiihrt dieses Zytokin zur Aktivierung einer STAT3-abhdngigen
Signalkaskade und ist an proinflammatorischen Prozessen der Zelle beteiligt. Dieses Zytokin
konnte somit an der Vermittlung der IE1-Antwort beteiligt sein und wurde deshalb ebenfalls
in die g-RT-PCR-Analyse miteinbezogen. Die Kinetik von IL-6 nach IE1-Induktion ist in
etwa vergleichbar mit den Expressionsmustern der anderen Indikatorgene (z.B. CXCL9 und
CXCL10). Allerdings konnte eine verstirkte Aktivierung in den TetR-IEI-Zellen (im
Vergleich zu TetR-Zellen) bereits ohne Induktion beobachtet werden. Die Tubulin-
Expression, die nicht durch IE1 beeinflusst ist, diente hier als Negativkontrolle (siche Abb.
3.12 A).

Die IEl-abhédngige Aktivierung der Gene TNFSF18, TNFSF4, C-C Motiv-Ligand 11
(CCLI11), hairy and enhancer of split 1 (HES1), SERTA domain containing 4 (SERTAD4)
und coiled-coil domain containing 3 (CCDC3) wurde 72 h nach Induktion mittels g-RT-PCR
bestétigt (siche Abb. 3.12 B). Insgesamt zeigten die PCR-Daten typischerweise gleiche bzw.
groBBere Effekte im Vergleich zu den Mikroarraydaten (Abb. 3.12 A und B). Die maximale
Induktionsstirke der CXCL10-mRNA-Menge liegt beispielsweise in der Mikroarrayanalyse
bei 24,6-fach und nach Messung durch die g-RT-PCR bei 68,0-fach.
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Abb. 3.12 Bestitigung der IE1-induzierten Gen-Expression. (A-B) Wachstumsarretierte TetR- und TetR-IE1-
Zellen wurden, wie angegeben, 0 h bis 72 h (A) bzw. 72 h (B) mit Doxycyclin behandelt. Die relative mRNA-
Menge IEl-induzierter Gene wurde durch q-RT-PCR mit spezifischen Primern bestimmt. Die dargestellten
Ergebnisse sind Mittelwerte mit Standardabweichungen aus zwei biologischen und zwei technischen Replikaten
im Vergleich zu unbehandelten TetR-IE1-Zellen (A) bzw. TetR-Zellen (B). (C) Im Zellkulturiiberstand von
wachstumsarretierten und Doxycyclin-induzierten TetR- bzw. TetR-IE1-Zellen wurde mittels Sandwich-ELISA
die Proteinmenge von CXCL9, CXCL10 und CXCLI11 quantifiziert. Dargestellt sind die Mittelwerte mit
Standardabweichungen aus jeweils vier biologischen und zwei technischen Replikaten.

Die IE1-abhéngige Induktion der Transkriptmenge sollte eine gesteigerte Proteinproduktion
zur Folge haben. Um dies zu bestdtigen, wurde exemplarisch mittels Sandwich-ELISA die
Akkumulation der Chemokine CXCL9, CXCL10 und CXCL11 im Uberstand induzierter
TetR- bzw. TetR-IE1-Zellen tliberpriift (siche 2.7.5). Die Chemokine CXCL9 und CXCL11
konnten ausschlieBlich im Uberstand induzierter TetR-IE1-Zellen vorgefunden werden. Die
CXCL10-Proteinmengen waren im Uberstand induzierter TetR-IE1-Zellen im Vergleich zu

TetR-Zellen drastisch erhoht (siehe Abb. 3.11 C). Dies zeigt, dass sich zumindest im Fall der
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drei IEl-abhédngig regulierten Gene CXCL9, CXC10 und CXCLI1 die transkriptionelle
Aktivierung auch auf eine verstédrkte Proteinsynthese bzw. Zytokinsekretion auswirkt.

Insgesamt konnte die IE1-abhingige Aktivierung aller getesteten Gene durch zwei bzw. drei
verschiedene experimentelle Ansétze bestdtigt werden. Dies deutet sehr stark darauf hin, dass
im Wesentlichen alle Gene, die innerhalb des experimentellen Rahmens und der gewéhlten
Analysekriterien per Transkriptomanalyse identifiziert wurden, durch das virale IE1-Protein

differentiell reguliert werden.

3.3.3 IE1 vermittelt eine IFN-y-dhnliche Antwort

Literaturrecherchen erbrachten erste Hinweise darauf, dass eine groBBe Anzahl der IE1-
aktivierten humanen Gene, die durch die Mikroarrayanalyse identifiziert worden waren,
typische ISGs sind. Zur systematischen Kategorisierung der Gene hinsichtlich ihrer IFN-

Induzierbarkeit wurde die Interferome-
Tabelle 3.6 q-RT-PCR-Analyse zur IFN-Induzier- )
barkeit von IE1-abhiingig aktivierten Genen Datenbank (www.interferome.org) verwen-

Mittelwert des Cp-Werts
+ Standardabweichung”

Gen-Symbol Behandlung det. Diese Datenbank basiert auf den

- 18.50£0.03 Transkriptomdaten von 23 Verdffentlich-
TUBB IFN-a 18.53 £ 0.04 . .
IFN-y 18.74 + 0.05 ungen zur IFN-abhdngigen Regulation
- 25.94+0.24 humaner Gene. Davon wurden alle 23
TNFSF18 IFN-a 25.15+£0.11 . . .. .
IFN-y 25.48 4 0.19 Studien mit Typ I IFN durchgefiihrt und in
= 2336+ 0.15 siecben Studien wurde zusitzlich der
TNFSF4 IFN-a 22.96 £ 0.06 .
IFN-y 23.99+0.10 Einfluss von Typ II IFN auf das
. 28.74+0.04 Transkriptom humaner Zellen untersucht.
SERTAD4 IFN-a 28.81 £ 0.09 . .
IFN-y 28.43 + 0.08 Insgesamt sind in der Interferome-
- 29.88+0.15 Datenbank ca. 2000 durch IFN-regulier-
HESI IFN-a 29.51 £ 0.05 . N . .
IFN-y 28.97 4 0.13 bare Gene hinterlegt. Fiir einen Teil der
- 26.94£0.32 IE1-abhéngig regulierten Gene wurde die
CCDC3 IFN-a 26.80 £ 0.17 ) . .
IFN-y 27834017 IFN-Induzierbarkeit auch experimentell
- >36.00 durch g-RT-PCR-Analysen 24 h nach
HBG1 IFN-a >36.00 .
IFN-y >36.00 Behandlung von TetR-Zellen mit IFN-a
i SHEDERRORE bzw. IFN-y bestimmt (siche Tabelle 3.6).
CCL11 IFN-a 31.00 £ 0.18
IFN-y 30.06 +0.11 So konnten insgesamt 20 (80%) der 25

hellgraue Schattierung: nicht reguliert durch IFN, bt . . .
dunkelgraue Schattierung: reguliert durch IFN, “Es IE1-aktivierten Transkripte als ISGs identi

wurden zwei biologische und zwei technische  fiziert werden. Zusitzlich wurden die Gene
Replikate analysiert

auch hinsichtlich ihrer Chromosomen-
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Lokalisation untersucht. Interessanterweise hdufen sich die [E1-abhéngig regulierten ISGs in
bestimmten chromosomalen Regionen (siche Tabelle 3.7), was (neben der dhnlichen

Induktionskinetik) ein weiteres Indiz, fiir eine Koregulation ist.

Tabelle 3.7 IFN-Induzierbarkeit von IE1-abhéingig aktivierten Genen

Gen IFN-induzierbar
Symbol Chromosomen-Lokus Ja/Nein Typ Referenz
IF144L 1p31.1 Ja I II Interferome
GBP1 1p22.2 Ja I II Interferome
GBP2 1p22.2 Ja L 1II Interferome
GBP4 1p22.2 Ja II Interferome, Abb. 3.13
GBP5 1p22.2 Ja LI Interferome
CTSS 1q21 Ja LI Interferome
TNFSF18 1q23 Nein - Tabelle 3.6
TNFSF4 1925 Nein - Tabelle 3.6
SERTAD4 1q32.1-g41 Nein - Tabelle 3.6
HES1 3q28-29 Ja II Tabelle 3.6
CXCL9 4q21 Ja IL1I Interferome, Abb. 3.13
CXCL10 4q21 Ja IL1I Interferome, Abb. 3.13
CXCL11 4q21.2 Ja I II Interferome
IRF1 5g31.1 Ja II Interferome, Abb. 3.13
EDNI1 6p24.1 Ja II Interferome
HLA-DRA 6p21.3 Ja L 1II Interferome
TAP1 6p21.3 Ja IL1I Interferome, Abb. 3.13
IDO1 8pl2-11 Ja LI Interferome
CD274 9p24 Ja II Interferome
CCDC3 10p13 Nein - Tabelle 3.6
IFIT2 10923-925 Ja I II Interferome
IFIT3 10924 Ja L 1II Interferome
ANKRDI 10g23.31 Ja LI Interferome
HBG1 11p15.5 Nein - Tabelle 3.6
CCL11 17q21.1-21.2 Ja II Tabelle 3.6

Blaue Schattierung: induzierbar durch IFN, graue Schattierung: nicht durch IFN induzierbar

Die meisten der [E1-aktivierten ISGs konnen grundsétzlich sowohl von Typ I IFN als auch
von Typ II IFN reguliert werden. Um zu untersuchen, mit welchem IFN sich die Gene starker
aktivieren lassen, damit eine weitere Unterteilung in Typ I oder Typ II ISGs vorgenommen
werden kann, wurden TetR- und TetR-IE1-Zellen mit exogenem IFN-a (Typ I IFN) oder
IFN-y (Typ II IFN) behandelt. Zusédtzlich sollte der Einfluss des proinflammatorischen
Zytokins IL-6, welches IE1-abhéngig hochreguliert wird (siehe oben), auf seine Féhigkeit zur
Aktivierung der IEl-regulierten Transkripte untersucht werden. Da einige der Gene laut
Literatur auch durch TNF-a stimuliert werden konnen (Ferreiro et al., 2010; Goldmann et al.,
2007; Jang et al., 2004; Kotelnikova et al., 2010; Yarilina & Ivashkiv, 2010), wurde dieses

Zytokin ebenfalls in die Analyse einbezogen.
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Hierflir wurden Doxycyclin-behandelte TetR- bzw. TetR-IE1-Zellen 24 h mit IFN-a, I[FN-y,
IL-6 oder TNF-o behandelt bzw. unbehandelt belassen (sieche 2.8.1) und die mRNA-

Akkumulation von IE1 und ausgewdhlter IE1-abhingig regulierter ISGs bestimmt.
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Abb. 3.13 IE1 induziert eine IFN-y-artige Antwort. Wachstumsarretierte TetR- bzw. TetR-IE1-Zellen
wurden fiir 72 h mit Doxycyclin induziert und wéhrend der letzten 24 h mit IFN-a, IFN-y, IL-6 oder TNF-a
behandelt bzw. unbehandelt belassen. Die relative mRNA-Menge IE1-induzierter Gene wurde durch g-RT-PCR
mit spezifischen Primern bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen aus jeweils
zwei biologischen und zwei technischen Replikaten normiert auf Tubulin und im Vergleich zu unbehandelten
TetR-Zellen (CXCL9, CXCL10, GBP4, IRF1, TAP1) bzw. TetR-IE1-Zellen (IE1).

Die IE1-Expressionsmenge war, wie erwartet, in allen Analysen induzierter TetR-IE1-Zellen
vergleichbar. Die Transkriptmengen der untersuchten Indikatorgene stiegen nach IFN-y-
Behandlung der TetR- bzw. TetR-IE1-Zellen in unterschiedlichem Ausmal jeweils stark an.
Im Gegensatz dazu war die Induktion derselben Gene nach IFN-o-Behandlung deutlich
schwicher (CXCL9, CXCL10, GBP4 und TAPI1) oder nicht nachzuweisen (Interferon
regulierter Faktor 1 (IRF1)). Obwohl auch in diesem Experiment die mRNA-Mengen aller
untersuchten Gene IEl-abhingig deutlich anstiegen, konnten unter den gegebenen
Bedingungen keine signifikanten synergistischen oder additiven Effekte zwischen IEI1-

Expression und IFN-Behandlung beobachtet werden. IL-6 hatte weder in den TetR- noch in
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den TetR-IE1-Zellen einen erkennbaren Einfluss auf die mRNA-Mengen der ausgewédhlten
Gene und spielt deshalb vermutlich bei der IE1-abhidngigen Antwort zumindest in MRC-5-
Zellen keine Rolle. Dies kann auch auf ein mogliches Fehlen des spezifischen IL-6-Rezeptors,
welcher nur auf bestimmten Zelltypen (wie z. B. Hepatozyten, Monozyten und inaktiven T-
und B-Zellen) exprimiert wird, zurlickzufiihren sein (Kishimoto et al., 1992; Miillberg et al.,
1993; Taga & Kishimoto, 1995). Der Anstieg der Transkriptmenge von CXCL10 ist nach
TNF-a-Behandlung der TetR-Zellen vergleichbar mit dem Expressionsanstieg nach IFN-y-
Behandlung. Allerdings sind die mRNA-Mengen von GBP4 und TAP1 weniger stark durch
die TNF-a-Induktion betroffen (siche Abb. 3.13).

Zusammenfassend scheint die Expression von IE1 selektiv eine kleine Anzahl an ISGs zu

aktivieren, die normalerweise vor allem durch IFN-y reguliert werden.

3.3.4 Zweiphasiger Mechanismus der IE1-abhingigen Genregulation mit Beteilicung

loslicher Faktoren

In den folgenden Abschnitten sollte der zugrundeliegende Mechanismus der IFN-y-artigen
IE1-Antwort geklart werden. Auffillig an der IEl-vermittelten ISG-Aktivierung ist die
verzogerte Kinetik mit der die Expression der Gene induziert wird. Das IE1-Protein, welches
bereits 24 h nach Doxycyclin-Behandlung in groen Mengen in den TetR-IE1-Zellen
vorzufinden ist (siche Abb. 3.11), vermittelt erst 72 h nach Induktion eine deutlich
nachweisbare Hochregulierung der Transkripte (siche Tabelle 3.5 und Abb. 3.12 A). Diese
Beobachtung konnte durch eine mehrphasige Antwort erklért werden. Es wiére vorstellbar,
dass IE1 initial einen oder mehrere Faktoren beeinflusst, die dann in den folgenden Schritten
die Induktion der ISGs bewirken. Naheliegende Vertreter, die diese Antwort vermitteln
konnten, wéren IFN oder aber auch andere (proinflammatorische) Zytokine. Diese sollten,
sofern sie tatsdchlich involviert sind, ins Zellkulturmedium induzierter TetR-IE1-Zellen
sekretiert werden. Um einen moglichen Einfluss von loslichen Faktoren bei der IE1-Antwort
zu untersuchen, wurden TetR- bzw. TetR-IE1-Zellen fiir 72 h mit Doxycyclin behandelt.
Wihrend des 72-stiindigen Induktionszeitraums wurde im Abstand von jeweils 12 h das
Zellkulturmedium ausgetauscht, um eine Akkumulation 16slicher Faktoren zu vermeiden.
Mittels q-RT-PCR wurde dann die Expression ausgewdhlter IE1-aktivierbarer Gene mit bzw.
ohne Doxycyclin-Behandlung und mit bzw. ohne Wechseln des Zellkulturmediums bestimmit.
Wie in Abb. 3.14 zu sechen ist, bewirkte der Austausch des Zellkulturmediums eine drastische
Reduktion der Expression aller untersuchten IE1-abhingig regulierten Gene im Vergleich zu

normal induzierten TetR-IE1-Zellen. Die relativen mRNA-Mengen waren in diesem Fall in
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etwa mit denen von TetR-IE1-Zellen ohne Induktion vergleichbar. Die Stirke der IE1-
Expression nach Doxycyclin-Behandlung war durch den Medienwechsel dagegen nicht
negativ betroffen. Diese Daten weisen sehr stark auf einen mindestens zweiphasigen
Mechanismus der IE1-vermittelten Antwort mit einer Beteiligung von einem oder mehreren

16slichen Faktoren hin.

CXCL10 GBP4 TAP1 IE1
o 1007 mm TetR o 257 m—TetR o 47 mm—TetR 0 2007 s TetR
2 === TetR-IE1 » === TetR-IE1 = === TetR-IE1 =2 === TetR-|E1
o 80 o 20 5] 5]
= s s 3 = 150
< 60 < 15 < <
g g g 2 Z 100
E 40 E 10 E E
o o o o
= = = 1 =
§ 2 g 5 s 5 %
11} 1] [}
o o '3 [
Doxycyclin -+ |+ Doxycyclin = |+ |+ Doxyeyclin Doxycyelin -+ |+
Medium | | | Medium | _ | , Medium Medium -
ausgetauscht ausgetauscht ausgetauscht ausgetauscht

Abb. 3.14 IE1-vermittelte ISG-Induktion ist abhfingig von einem oder mehreren loslichen Faktoren.
Wachstumsarretierte TetR- bzw. TetR-IE1-Zellen wurden fiir insgesamt 72 h mit Doxycyclin induziert bzw.
unbehandelt belassen. Zuséatzlich wurde wéhrend der Doxycyclin-Induktion im Abstand von jeweils 12 h bei
einem Teil der Zellen das Zellkulturmedium durch frisches Medium ersetzt. Die relative mRNA-Menge der
angegebenen Gene wurde durch g-RT-PCR mit spezifischen Primern bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte
mit Standardabweichungen aus zwei biologischen und zwei technischen Replikaten normiert auf Tubulin und
im Vergleich zu unbehandelten TetR-IE1-Zellen.

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob allein das Sekretom induzierter TetR-IE1-Zellen
fiir die ISG-Aktivierung ausreicht. In einem Pilotexperiment wurden die Zellkulturiiberstinde
von TetR- bzw. TetR-IE1-Zellen 24 h und 72 h nach Doxycyclin-Behandlung auf normale
MRC-5-Zellen transferiert, unterschiedlich lange (3 h, 12 h, 24 h, 72 h) dort belassen und die
Expression eines IE1-abhédngig regulierten Gens (CXCL10) mittels g-RT-PCR analysiert. Als
Positivkontrolle wurde die CXCL10-Menge in induzierten TetR-IE1-Zellen gemessen (siche
Abb. 3.15B). Es konnte kein Einfluss des Zellkulturmediums induzierter TetR- oder
induzierter TetR-IE1-Zellen auf die Expression von CXCL10 in MRC-5-Zellen detektiert
werden (siehe Abb. 3.15 A). Um diese Beobachtung mit Hilfe eines weiteren experimentellen
Ansatzes zu verifizieren, wurden Transwell-Gefale verwendet, in denen die obere
Kultivierungskammer von der unteren durch eine Membran mit 0,4 um Porengrofle getrennt
ist. Durch diese Membran konnen 16sliche Molekiile, jedoch keine Zellen diffundieren, was
eine Kokultivierung verschiedener Zelltypen ohne physischen Kontakt ermdglicht. TetR-
Zellen wurden in die obere Kammer und TetR-IE1-Zellen in die untere Kammer ausgesét und
nach Wachstumsarretierung fiir insgesamt 72 h mit Doxycyclin behandelt. Als Positiv-
kontrolle wurde zusétzlich in die untere Kammer IFN-y gegeben (siche Abb. 3.15 C und D).
Nach Behandlung der Zellen wurde die relative mRNA-Menge von IE1 sowie ausgewihlter

IE1-abhéngig regulierter Gene mittels q-RT-PCR bestimmt.
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Abb. 3.15 ISG-Induktion ist auf IEl-exprimierende Zellen beschrinkt. (A) Uberstinde von
wachstumsarretierten TetR- bzw. TetR-IE1-Zellen wurden 24 h und 72 h nach Doxycyclin-Behandlung fiir 3,
12, 24 und 72 h auf wachstumsarretierte MRC-5-Zellen transferiert. (B) Wachstumsarretierte TetR- und TetR-
IE1-Zellen wurden fiir 72 h mit Doxycyclin induziert. (A-B) Die relative CXCL10-mRNA-Menge wurde durch
g-RT-PCR mit spezifischen Primern zu den angegebenen Zeitpunkten ermittelt, auf Tubulin normiert und im
Vergleich zu unbehandelten TetR-Zellen dargestellt. (C-D) Wachstumsarretierte TetR- bzw. TetR-IE1-Zellen in
der oberen bzw. unteren Kammer von Transwell-Zellkulturschalen wurden fiir 72 h mit Doxycyclin induziert
bzw. unbehandelt belassen. (C) Als Positivkontrolle wurden die fiir 72 h mit Doxycyclin behandelten TetR-IE1-
Zellen (unten) zusitzlich fiir 24 h mit IFN-y induziert bzw. unbehandelt belassen. (C-D) Die relative mRNA-
Menge der angegebenen Gene wurde durch q-RT-PCR mit spezifischen Primern bestimmt. Dargestellt sind die
Mittelwerte mit Standardabweichungen aus zwei biologischen und zwei technischen Replikaten normiert auf
Tubulin und im Vergleich zu unbehandelten TetR-IE1-Zellen.

Durch Zugabe von IFN-y in die untere Kammer des Transwells wurde die Expression von
CXCL9, CXCL11 und GBP4 sowohl in TetR-IE1-Zellen als auch in TetR-Zellen im gleichen
Malle aktiviert. Diese Beobachtung korreliert zum einen mit vorherigen Experimenten (siche
Abb. 3.13), zum anderen bestitigt sie aber auch die Membrangéngigkeit von IFN-y. Die
IFN-y-Behandlung hatte wie erwartet keinen Einfluss auf die relativen IE1 mRNA-Mengen
(sieche Abb. 3.15C). Nach Doxycyclin-Behandlung konnte, wie schon in vorherigen
Experimenten, ein deutlicher Expressionsanstieg von CXCL9, CXCL11 und GBP4 in den
TetR-IE1-Zellen im Vergleich zu nicht induzierten Zellen ermittelt werden. Allerdings fiihrte
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die Kokultivierung von TetR-Zellen mit induzierten TetR-IEI1-Zellen zu keinem
Expressionsanstieg der IE1-abhédngig regulierten ISGs in den TetR-Zellen. Das Sekretom
induzierter TetR-IE1-Zellen hat also offenbar unter den gewihlten Bedingungen keinen
Einfluss auf die Induktion von ISGs in IE1-negativen Zellen.

Zusammenfassend kann man sagen, dass 16sliche Faktoren (einer oder mehrere) wohl fiir die
IE1-vermittelte Induktion der ISGs notwendig aber nicht ausreichend sind. Das virale Protein
scheint somit fiir beide Phasen des vermutlich zweiphasigen Mechanismus der Typ II ISG-

Induktion essentiell zu sein.

3.3.5 IFN-unabhiingige Regulation der IE1-vermittelten ISG-Induktion
Da ein GroBteil der IEl-induzierten Gene typische ISGs sind (sieche Tabelle 3.7), ist es

naheliegend, dass deren Induktion durch IFN-Signalweiterleitung vermittelt wird. Um dies zu
iberpriifen wurden zunéchst alle humanen IFN-Gene, die auf den Mikroarrays représentiert

waren, hinsichtlich einer IE1-abhéngigen differentiellen Regulierung untersucht.

Tabelle 3.8 Ergebnis der Mikroarrayanalyse fiir IFN-Gene

Verinderung der mRNA-Menge

S)cf;nellll)-ol Ohne Induktion 24 h nach Induktion 72 h nach Induktion
1E1-/TetR- IE1+/TetR+ IE1+/1E1- IE1+/TetR+ IE1+/1E1-
IFNA1 1.07 -1.02 1.21 -1.29 -1.16
IFNA2 1.10 -1.09 -1.13 1.06 -1.04
IFNA4 -1.06 -1.03 -1.08 1.01 -1.01
IFNAS 1.04 1.09 1.17 -1.01 1.08
IFNAG6 1.00 1.13 1.31 1.12 -1.03
IFNAS 1.03 -1.04 -1.01 -1.03 1.00
IFNA10 -1.04 1.04 1.06 -1.05 -1.02
IFNA13 1.03 1.07 1.04 -1.08 -1.05
IFNA14 -1.07 -1.05 1.06 -1.03 -1.17
IFNA16 1.15 -1.22 -1.16 -1.09 1.03
IFNA17 -1.03 -1.05 -1.02 1.01 1.04
IFNA21 1.03 -1.05 -1.15 -1.10 -1.07
IFNB1 1.06 -1.05 1.00 1.14 1.03
IFNE -1.15 -1.11 -1.32 1.01 1.13
IFNK 1.00 1.00 -1.13 -1.07 -1.10
IFNW1 1.08 -1.07 1.14 -1.25 -1.13
IFNG -1.04 -1.04 -1.12 1.01 1.03
IL28A 1.09 -1.01 1.13 -1.01 -1.09
1L28B -1.11 1.12 1.12 1.11 1.28
1L29 1.01 -1.15 -1.06 -1.06 -1.09

Das IFNA7-Gen ist nicht auf den in dieser Studie verwendeten Mikroarrays vertreten. Hellgraue Schattierung:
Typ I IFN, mittelgraue Schattierung: Typ II IFN, dunkelgraue Schattierung: Typ III IFN, Zahlenwerte: x-fache
Regulierung der mRNA-Menge im Vergleich von nicht induzierten TetR-IE1- und nicht induzierten TetR-Zellen
(IE1-/TetR-) bzw. induzierten TetR-IE1-Zellen und induzierten TetR-Zellen (IE1+/TetR+) bzw. induzierten und
nicht induzierten TetR-IE1-Zellen (IE1+/IE1-)
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Diese zeigten allerdings keine signifikante Hoch- bzw. Herunterregulierung in Gegenwart von
IE1 (siehe Tabelle 3.8).

Im Folgenden sollte eine mdgliche IE1-abhingige Hochregulierung von IFN-y iiber einen
detaillierteren Zeitverlauf nach Induktion untersucht werden. Hierfiir wurden wachstums-
arretierte TetR- bzw. TetR-IE1-Zellen von 0 h bis 96 h mit Doxycyclin behandelt und die
relative IFN-y-mRNA-Menge mittels q-RT-PCR untersucht. Als Positivkontrolle dienten
PBMCs. Fiir eine verstirkte IFN-y-Produktion wurden die isolierten PBMCs fiir 6 h mit PMA
und Ionomycin induziert bzw. unbehandelt belassen (siehe 2.5.2). Den cp-Werten aus Tabelle
3.9 ist zu entnehmen, dass die relative IFN-y-mRNA-Menge stimulierter und nicht

stimulierter PBMCs mit dem verwendeten
Tabelle 3.9 q-RT-PCR-Analyse zur IE1-ab-

hiingigen Aktivierung von IFN-y Primerpaar gut nachweisbar war. Die ermittelten
Behandlung Cp-Wert Werte lagen im Bereich von 15 (stimulierte
TetR _ TetR-IE1L PBMCs _ _
0* 32.8 33.9 _ PBMCs) und 26 (nicht stimulierte PBMCs). Im
3% 333 33,0 - Gegensatz dazu war die PCR-Zyklus-Anzahl zur
6* 33,4 32,7 - S .
g% 3.6 354 ) Amplifizierung der IFN-y-mRNA in TetR- bzw.
12* 32,9 332 - TetR-IE1-Zellen grofer 32, was auf sehr
v e ] iedrige IFN-y-Grund lickzufiih
S 332 33.1 ) niedrige -y-Grundmengen zuriickzufithren
36* LA 32,7 - ist. Diese Beobachtung korreliert auch mit
48* 33,0 32,6 - . . .
- - Arbeiten aus anderen Arbeitsgruppen, die
72% 34,5 33,2 -
96* 334 33,5 - zeigten, dass nur wenige Zelltypen, darunter
PMA/lonomyein : : ;2; hauptsichlich Immunzellen, IFN-y produzieren

* Doxycyclin-Behandlung (h), PMA = Phorbol ~ (Schroder et al., 2004). Des Weiteren konnten
12-Myristat 13-Acetat auch keine signifikanten Unterschiede in der
Anzahl der PCR-Zyklen zur Amplifizierung der IFN-y-mRNA in TetR- und TetR-IE1-Zellen
innerhalb der gewéhlten Analyse-Bedingungen beobachtet werden, was ebenfalls darauf hin
deutet, dass die IE1-vermittelte Genregulation unabhéngig von IFN-y ist.

Um ein mogliches Mitwirken von IFN an der IE1-Antwort weiter auszuschliefen, wurden
durch Zugabe neutralisierender Antikorper gegen IFN-3 und IFN-y in den Zellkulturiiberstand
induzierter TetR- bzw. TetR-IE1-Zellen mdglicherweise vorhandene sezernierte IFN
inaktiviert. Zusétzlich wurde der Einfluss des IE1-abhidngig hochregulierten Zytokins IL-6 mit
Hilfe eines neutralisierenden Antikdrpers untersucht. Die Auswirkung der neutralisierenden
Antikorper wurde anhand der mRNA-Akkumulation des Indikatorgens CXCL10 {iiberpriift,

welches jedoch jeweils nicht in seiner Expressionsstirke beeinflusst war (Daten nicht gezeigt,

siche Grandel, 2010).
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Zusammenfassend gibt es also keinen Hinweis fiir eine Beteiligung von IFN-Proteinen an der
IE1-Antwort. Somit wird die Induktion der IE1-abhidngig regulierten Gene vermutlich nicht

tiber die kanonische IFN-Signalweiterleitung vermittelt.

3.3.6 Bedeutung verschiedener Transkriptionsfaktoren fiir die IE1-abhingige

Genregulation

Um der Aufklarung des Wirkungsmechanismus von IE1 ndher zu kommen, wurde im
nichsten Abschnitt untersucht, inwieweit zentrale Transkriptionsfaktoren der IFN- und
anderer (proinflammatorischer) Zytokin-Signalkaskaden eine Rolle bei der IE1-induzierten
[FN-y-artigen Genregulation spielen. Fiir die Analyse wurden die IE1-Interaktionspartner und
IFN-Signaltransduktionsproteine STAT1, STAT2 und STAT3 sowie PML, das ebenfalls mit
IE1 interagiert und in IFN-vermittelte Prozesse involviert ist, ausgewihlt. Da einige der IE1-
abhingig regulierten ISGs durch TNF-a induzierbar sind (sieche Abb. 3.13), sollte auch der
Einfluss des nukledren Faktors k B (NFxB) als Mediator dieses Signalwegs untersucht
werden. Die Auswertung der Mikroarraydaten zeigten IRF1 IEl-abhingig grofer 2-fach
hochreguliert (siehe Tabelle 3.5). Als Transkriptionsfaktor, der ebenfalls am IFN-Signalweg
beteiligt ist (Kroger et al., 2002; Saha et al., 2010), sollte deshalb auch der Einfluss dieses
Proteins analysiert werden.

Um gezielt zu untersuchen, ob IE1 zur Induktion bestimmter ISGs die Anwesenheit der
genannten Faktoren benotigt, wurden siRNA-basierte Knockdown-Experimente durchgefiihrt.
Zundchst wurde nach Transfektion von MRC-5-Zellen mit jeweils zwei verschiedenen
siRNAs gegen STATI1, STAT2, STAT3 bzw. PML oder drei verschiedenen siRNAs gegen
die p65-Untereinheit von NF«B (virale reticuloendotheliosis oncogene-Homolog A, RelA)
bzw. IRF1 der korrespondierende Protein-Knockdown mittels Western Blot-Analyse
bestimmt. Sowohl zwei als auch fiinf Tage nach siRNA-Transfektion von MRC-5-Zellen
konnte mit jeder spezifischen siRNA eine deutliche Reduktion der STAT-, PML- bzw. RelA-
Proteinmengen im Vergleich zu Kontrolltransfektionen bzw. unbehandelten Zellen (mock)
erreicht werden (sieche Abb. 3.16 A, und 3.17 A). Eine von drei getesteten siRNAs gegen
IRF1 (IRF1#160) konnte keinen effizienten Knockdown vermitteln und wurde deshalb von
weiteren Analysen ausgeschlossen. Der Nachweis von GAPDH diente als Ladekontrolle.

Der Einfluss der Protein-Depletionen auf die IE1-vermittelte Genregulation wurde zwei Tage
nach siRNA-Transfektion von TetR- bzw. TetR-IE1-Zellen und einer anschlieBenden 72-
stiindigen Doxycyclin-Behandlung mittels q-RT-PCR bestimmt. In den meisten induzierten

TetR-IE1-Proben war die IE1-Transkriptmenge, wie erwartet, in etwa vergleichbar. Eine
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Ausnahme bildete hier die PML-spezifische siRNA #141, die offenbar eine zweifache
Erhoéhung der IEI-mRNA-Menge bewirkte. Da sich allerdings beide PML-spezifischen
siRNAs in den nachfolgenden Analysen wieder &hnlich verhielten, ist diesem Ergebnis nur
eine untergeordnete Rolle beizumessen. Der spezifische Knockdown der untersuchten Gene
konnte fiinf Tage nach siRNA-Transfektion von TetR- bzw. TetR-IE1-Zellen ebenfalls auf
mRNA-Ebene bestitigt werden, sofern die korrespondierenden spezifischen Primer
vorhanden waren (STATI1, STAT2, STAT3, PML und IRF1) (siche Abb. 3.16 B, C, D und
Abb. 3.17 B, D). Des Weiteren stiegen auch in diesem Experiment die mRNA-Mengen der
untersuchten Gene CXCL10 und GBP4 IE1-abhéngig deutlich an (siche Abb. 3.16 B, C, D
und Abb. 3.17 B, C, D).

Ein STAT]1-spezifischer Knockdown fiihrte jedoch dazu, dass die CXCL10- und GBP4-Gene
gegeniiber einer IEl-vermittelten Aktivierung fast komplett resistent waren (siche Abb.
3.16 B). Im Gegensatz dazu hatte der siRNA-vermittelte Abbau von STAT2 keinen negativen
Effekt auf die IE1-abhingige Genregulation (siche Abb. 3.16 C). In beiden Fillen bewirkte
der spezifische Knockdown in den TetR-Zellen keine signifikanten Verdnderungen der
CXCL10- und GBP4-Transkriptmengen. Dahingegen wirkte sich die Herunterregulierung von
STAT3 interessanterweise stark positiv auf die Expression dieser Gene sowohl in induzierten
TetR- als auch in TetR-IE1-Zellen aus (siche Abb. 3.16 D).

Die siRNA-vermittelte Depletion von PML zeigte ebenfalls einen deutlich negativen Einfluss
auf die IEl-abhdngige Induktion der GBP4- und CXCL10-Transkripte. Im Gegensatz zu
STAT1 hatte der PML-Knockdown allerdings auch einen negativen Effekt auf die
Grundmengen von GBP4 in den TetR-Zellen wohingegen CXCL10 nicht beeinflusst war.
Somit wire eine Beteiligung von PML an der IE1-abhéngigen ISG-Induktion als Kofaktor in
Betracht zu ziehen.

Ein spezifischer Knockdown sowohl von RelA als auch von IRFI reduzierte in
unterschiedlichem Ausmal} ebenfalls schon die Grundmengen der IE1-abhingig regulierten
ISGs CXCL10 und GBP4 in den TetR-Zellen. Ein IE1-abhéngiger Anstieg der relativen
mRNA-Mengen war dennoch zu beobachten. Die Maximalwerte blieben jedoch unter denen
der CXCL10- bzw. GBP4-Transkriptmengen, die in mit Kontroll-siRNA transfizierten TetR-
IE1-Zellen erreicht wurden. Dies ist vermutlich auf die niedrigere Ausgangsmenge der
untersuchten Transkripte nach RelA- bzw. IRF1-Knockdown zuriickzufiihren (siche Abb.
3.17 C und D).
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Abb. 3.16 Einfluss von STAT1, STAT2 und STAT3 auf die IE1-vermittelte Genregulation (A) MRC-5-
Zellen wurden mit den angegebenen siRNAs transfiziert, nach zwei und fiinf Tagen p.t. zu Gesamtzellextrakten
verarbeitet und im Western Blot-Verfahren mit den entsprechenden Antikdrpern analysiert. (B-D) TetR- und
TetR-IE1-Zellen wurden mit den angegebenen siRNAs gegen STATI1 (B), STAT2 (C), STAT3 (D) bzw. einer
Kontroll-siRNA transfiziert und zwei Tage p.t. mit Doxycyclin fiir insgesamt 72 h behandelt. Die relative
mRNA-Menge der angegebenen Gene wurde durch q-RT-PCR mit spezifischen Primern bestimmt. Dargestellt
sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen aus zwei biologischen und zwei technischen Replikaten
normiert auf Tubulin und im Vergleich zu TetR-Zellen (CXCL10, GBP4, STAT1, STAT2, STAT3) bzw. TetR-
IE1-Zellen (IE1), die mit der Kontroll-siRNA #149 transfiziert wurden.
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Abb. 3.17 Einfluss von PML, RelA und IRF1 auf die IE1-vermittelte Genregulation (A) MRC-5-Zellen
wurden mit den angegebenen siRNAs transfiziert, nach zwei und fiinf Tagen p.t. zu Gesamtzellextrakten
verarbeitet und im Western Blot-Verfahren mit den entsprechenden Antikérpern analysiert. (B-D) TetR- und
TetR-IE1-Zellen wurden mit den angegebenen siRNAs gegen PML (B), RelA (C), IRF1 (D) bzw. einer
Kontroll-siRNA transfiziert und zwei Tage p.t. mit Doxycyclin fiir insgesamt 72 h behandelt. Die relative
mRNA-Menge der angegebenen Gene wurde durch q-RT-PCR mit spezifischen Primern bestimmt. Dargestellt
sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen aus zwei biologischen und zwei technischen Replikaten
normiert auf Tubulin und im Vergleich zu TetR-Zellen (CXCL10, GBP4, IRF1, PML) bzw. TetR-IE1-Zellen
(IE1), die mit der Kontroll-siRNA #149 transfiziert wurden.
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Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass STAT1 essentielle Funktionen bei der IE1-abhédngigen
Aktivierung der ISGs iibernimmt. Im Gegensatz dazu spielen STAT2 und STAT3 - wenn
tiberhaupt - eine untergeordnete Rolle. Eine Beteiligung vor allem von PML aber auch von
NF«B und IRF1 als zusitzliche Kofaktoren der [E1-abhéngigen Genregulation ist moglich. Es
erscheint sehr wahrscheinlich, dass zumindest einige der IE1-vermittelten Effekte auf das

humane Transkriptom mit aktivierter Jak/STAT1-Signalweiterleitung gekoppelt sind.

3.3.7 Bestimmung der subzelluliiren Lokalisation verschiedener Transkriptionsfaktoren
in Abhangigkeit von 1E1
Die Transkriptionsfaktoren STAT1, STAT2, STAT3 sowie NFkB befinden sich im inaktiven

Zustand hauptsdchlich im Zytoplasma der Zelle und akkumulieren erst nach Aktivierung
durch einen Stimulus im Zellkern, um dort die Expression von Zielgenen zu induzieren. Die
Bestimmung der subzelluldren Lokalisation dieser Faktoren in Abhéngigkeit von IE1 konnte
demzufolge weitere Hinweise auf eine Beteiligung der genannten Transkriptionsfaktoren und
den zugrundeliegenden Mechanismus der IE1-vermittelten IFN-y-artigen-Antwort geben. Im
Gegensatz zu den STAT-Proteinen und NF«B liegen IRF1 und PML schon im Grundzustand
konstitutiv im Zellkern vor (Kroger et al., 2002; Tavalai & Stamminger, 2008; Zhong et al.,
2000b) und wurden deshalb in diese Analyse nicht mit einbezogen. Um Informationen iiber
die subzelluldre Lokalisation der Proteine in Abhdngigkeit von IE1 zu gewinnen, kamen
indirekte Immunfluoreszenz-Analysen (siche 2.7.4) sowie zelluldre Fraktionierungen mit
anschlieBendem Western Blot-Verfahren (siehe 2.7.2 und 2.7.3) zum Einsatz.

Fir die Immunfluoreszenz-Analysen wurden TetR-IE1-Zellen vor (0h) bzw. zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Doxycyclin-Behandlung fixiert. Als Kontrolle wurden TetR-
Zellen fiir eine Stunde mit IFN-a, IFN-y oder TNF-a induziert bzw. unbehandelt belassen und
anschlieBend fixiert.

In nicht induzierten TetR-IE1-Zellen (0 h) zeigten die untersuchten Proteine eine diffuse
zytoplasmatische Verteilung (STATI, STAT2, NFxB) bzw. eine gleichmédfige und
vornehmlich diffuse Lokalisation in Zytoplasma und Zellkern (STAT3), die vergleichbar mit
dem Muster in unbehandelten TetR-Zellen waren. Die zytoplasmatische Féarbung von STAT]I,
STAT2 bzw. NFkB verdnderte sich nach Behandlung der TetR-Zellen mit IFN-y (STAT1),
IFN-a (STAT2) bzw. TNF-a (NFkB) erwartungsgemall zugunsten einer diffusen Farbung des
Zellkerns (siche Abb. 3.18 und 3.19). Eine IE1-spezifische Farbung war ohne Doxycyclin-
Behandlung nicht nachweisbar bzw. zeigte wie in vorherigen Versuchen (siche Abb. 3.11)

hauptsédchlich ein fein gepunktetes nukledres Verteilungsmuster. Ab 6 h nach Induktion
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konnte bereits eine diffuse Farbung des Zellkerns aufgrund ansteigender IE1-Mengen
detektiert werden. Wie in Abb. 3.18 A zu sehen ist, konzentrierte sich STATI
interessanterweise ab ca. 24 h nach Induktion im Zellkern und konnte dort auch in steigenden
Mengen bis 72 h nach Induktion nachgewiesen werden. Die Proteine STAT2 und NFxB
dagegen dnderten ihre subzelluldre Lokalisation in Abhdngigkeit von IE1 nicht und zeigten
demnach eine ausschlieBlich zytoplasmatische Verteilung im Verlauf der Induktion (siehe
Abb. 3.18 B und 3.19). Uberraschenderweise war STAT3 bereits ab 6 h nach Doxycyclin-
Behandlung im Zellkern der TetR-IE1-Zellen nachweisbar und konnte im 72-stiindigen
Induktionsverlauf weiterhin dort detektiert werden (siche Abb. 3.18 C).

A TetR-1E1 B TetR-IE1 C TetR-IE1
STAT1 IE1 DAPI Merge STAT2 IE1 DAPI Merge STAT3 IE1 DAPI Merge
o u ! ...I ! n
24 h 24 h 24 h \‘
T
48 h 48 h - 48h
4
TetR TetR TetR

STAT1 E1 DAPI Merge STATZ E1 DAPI Merge

Abb. 3.18 Subzellulire Lokalisation von STAT1, STAT2 und STAT3 in Abhiingigkeit von IE1. TetR-IE1-
Zellen wurden, wie angegeben, 0 h bis 72 h mit Doxycyclin behandelt, wihrend TetR-Zellen zusétzlich fiir 1 h
mit IFN-y oder IFN-a behandelt wurden bzw. unbehandelt belassen blieben. Nach Methanol-Fixierung und
Antikorper-vermittelter Farbung von STAT1 (A), STAT2 (B) bzw. STAT3 (C) (jeweils rot) und IE1 (griin),
wurden die Zellen mittels indirekter Immunfluoreszenz-Mikroskopie auf die subzellulire Lokalisation der
STAT-Proteine hin untersucht. Die DNA wurde jeweils mit DAPI (blau) geférbt.

DAPI Merge
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TetR-IE1 TetR-IE1 TetR
NFxB IE1 DAPI Merge

Merge

Abb. 3.19 Subzellulire Lokalisation von NFkB in Abhingigkeit von IE1. TetR-IE1-Zellen wurden, wie
angegeben, 0 h bis 72 h mit Doxycyclin behandelt, wihrend TetR-Zellen zusétzlich fiir 1 h mit TNF-a
behandelt wurden bzw. unbehandelt belassen blieben. Nach Methanol-Fixierung und Antikdrper-vermittelter
Féarbung von NF«kB (rot) und IE1 (griin), wurden die Zellen mittels indirekter Immunfluoreszenz-Mikroskopie
auf die subzelluldre Verteilung von NF«kB hin untersucht. Die DNA wurde jeweils mit DAPI (blau) geférbt.

Die Analyse der Gleichgewichtsmengen der entsprechenden Proteine vor (0 h) bzw. nach
einer 24- bzw. 72-stiindigen Doxycyclin-Behandlung von TetR-IE1-Zellen erfolgte nach
zelluldrer Fraktionierung in Zytoplasma und Zellkern mittels Western Blot-Technik. Als
Positivkontrolle wurden fiir 72 h induzierte TetR-IE1-Zellen insgesamt 1 h mit IFN-a, IFN-y
bzw. TNF-a inkubiert.

Der Erfolg der Fraktionierungen konnte durch immunologischen Nachweis von GAPDH, das
tiberwiegend im Zytoplasma vorliegt und durch Histon H2A als Marker fiir die Kernfraktion,
bestdtigt werden. Ebenso lag das nukledre IE1-Protein hauptsidchlich in den Kernfraktionen
vor (sieche Abb. 3.20). Zudem konnte nach Aktivierung durch IFN-a, IFN-y bzw. TNF-a eine
Anreicherung von STAT1 (IFN-a und IFN-y), STAT2 (IFN-a) bzw. NF«B (TNF-a) in den
Kernfraktionen im Vergleich zu unbehandelten (0 h) TetR-IE1-Zellkernen beobachtet werden.
Konsistent mit den Daten der Immunfluoreszenz-Analyse, war eine [E1-abhdngige Erhohung
der STATI1- und STAT3-Gleichgewichtsmengen im Zellkern bereits 24 h nach Induktion
nachweisbar und setzte sich in zunehmendem Mafe bis zum 72 h-Zeitpunkt fort. Die STAT2-
Proteinmengen im Zellkern dagegen stiegen in Anwesenheit des viralen Proteins kaum an und
die Gleichgewichtsmengen von NFxB in den Kernfraktionen waren gidnzlich unbeeinflusst
durch die IE1-Expression (siche Abb. 3.20).

Mit Hilfe zweier unterschiedlicher Techniken konnte also gezeigt werden, dass IE1 vor allem
die subzelluldre Lokalisation von STAT1 und STAT3 zugunsten einer Kernanreicherung
beeinflusst. Somit ist es wahrscheinlich, dass die essentielle Funktion von STAT1 bei der
IE1-vermittelten Genregulation in der Transkriptionsaktivierung der Gene liegt. Im Einklang
dazu korreliert die STAT1-Kernanreicherung in etwa mit der verzogerten Kinetik der ISG-

Induktion, die erst 48 h bis 72 h nach Induktion deutlich nachweisbar ist (siche Abb. 3.12 A).
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Die groBtenteils gleichbleibende zytoplasmatische Verteilung von STAT2 und NFxB in
Anwesenheit von IE1 verstirkt die Annahme, dass die IEl-abhingige Genregulation
weitgehend unabhéngig von beiden Proteinen ist. Die interessante Beobachtung, dass STAT3
[E1-abhdngig im Zellkern akkumuliert, zusammen mit dem Ergebnis, dass ein STAT3-
Knockdown in den Kontroll-TetR-Zellen eine IE1-dhnliche Genregulation bewirkt (siche
Abb. 3.16 D), lassen die Vermutung zu, dass das virale Protein STAT3 im Kern der Zelle

sequestriert und so mit dessen Funktionen, beispielsweise als Gegenspieler von STATI,

interferiert.
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Abb. 3.20 Einfluss von IE1 auf die nukleo-zytoplasmatische Verteilung verschiedener Signaltrans-
duktions-Proteine. Wachstumsarretierte TetR-IE1-Zellen wurden fiir 24 h und 72 h mit Doxycyclin behandelt
bzw. unbehandelt belassen. Als Positivkontrolle wurden die fiir 72 h mit Doxycyclin behandelten TetR-IE1-
Zellen mit IFN-a, IFN-y bzw. TNF-a induziert. Die TetR-IE1-Zellen wurden zu den drei angegebenen
Zeitpunkten geerntet und unmittelbar danach einer zellulidren Fraktionierung unterzogen. Die Zytoplasma- bzw.
Zellkernextrakte wurden im Western Blot-Verfahren mit geeigneten Antikorpern analysiert.

3.3.8 IE1-abhiingige Assoziation von STAT1 mit Typ II ISG-Promotoren

Die bisherigen Untersuchungen haben gezeigt, dass das hCMV-IEl-Protein fiir die
Aktivierung der ISGs offenbar STATI, einen kritischen zelluldren Mediator der IFN-Antwort,
der IE1-abhdngig im Zellkern akkumuliert, benodtigt. Um weitere Informationen iiber den
Mechanismus zu erhalten, wurde mit Hilfe der ChIP-Methode (siehe 2.7.6) analysiert,
inwiefern die IE1-Expression eine Assoziation des Transkriptionsfaktors STAT1 mit den
Promotoren der IEl-abhidngig regulierten ISGs bewirkt. Die Untersuchung der STAT2-
Assoziation wurde dabei als Kontrollanalyse mitgefiihrt.

Hierfiir wurden wachstumsarretierte TetR- bzw. TetR-IE1-Zellen fiir 72 h mit Doxycyclin
behandelt. Als Positivkontrollen dienten TetR-Zellen, die fiir 24 h mit IFN-a oder IFN-y
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induziert worden waren. Die Zellen wurden anschlieend mit Formaldehyd fixiert, lysiert und
die DNA durch Ultraschall-Behandlung geschoren. Nach Anreicherung von STATI- bzw.
STAT2-assoziierten DNA-Fragmenten mittels STAT1- bzw. STAT2-spezifischer Antikdrper
erfolgte zunédchst die Aufreinigung der DNA, die anschlieBend mit Hilfe der q-PCR analysiert
wurde.

Es wurden insgesamt acht verschiedene zelluldre Genloci untersucht. Dabei handelte es sich
um die transkribierten Regionen dreier IE1- bzw. IFN-unabhingig regulierter Kontrollgene
(GAPDH, ribosomales Protein L30 (RPL30), Tubulin) sowie um Promotorbereiche von fiinf
IE1- bzw. IFN-induzierbaren Genen (GBP4, CXCL9, TAP1, IFN-a-induzierbares Protein
54kDa (IFIT2), 2',5'-Oligoadenylat-Synthetase 1 (OAS1)). Um den Grad der IE1-abhingigen
STAT1- bzw. STAT2-Anreicherung an den ausgewdhlten Loci darzustellen, wurden die
ermittelten input ratio-Werte (Prozentsatz der immunprizipitierten DNA, siche 2.6.4) des
jeweiligen Genlokus der TetR-IE1-Zellen auf die entsprechenden Werte von TetR-Zellen
normiert (Grad der Anreicherung durch IE1). Analog dazu wurden die input ratio-Werte von
IFN-behandelten TetR-Zellen auf die Werte von unbehandelten TetR-Zellen normiert um den
Grad der Anreicherung durch IFN aufzuzeigen.

SchlieBlich wurde in Streudiagrammen der Anreicherungsgrad von STATI (siehe Abb. 3.21
A) bzw. STAT2 (sieche Abb. 3.21 B und C) an Regionen der Kontrollgene (GAPDH, RPL30,
Tubulin) dem Anreicherungsgrad an Promotorbereichen der ISGs (GBP4, CXCL9, TAPI1,
IFIT2, OAS1) in Abhédngigkeit von IE1 bzw. IFN gegeniibergestellt. Dariiber hinaus wurde
jeweils der Mittelwert aus den einzelnen Anreicherungsgraden an Nicht-ISGs bzw. an ISGs
gebildet und in den Diagrammen als waagrechte Linie dargestellt.

Wie erwartet konnte nach IFN-y-Behandlung der Zellen im Mittel eine verstdrkte Assoziation
von STATI1 mit den Promotoren IFN-induzierbarer Gene im Vergleich zu den Loci der
Kontrollgene beobachtet werden (sieche Abb. 3.21 A, rechtes Diagramm). Das virale IE1-
Protein bewirkte ebenfalls eine Erhohung der STATI1-Okkupanz an den ISG-Promotoren,
wenngleich der Anreicherungsgrad verglichen mit dem in IFN-y-behandelten Zellen im
Durchschnitt etwas geringer ausfiel (siche Abb. 3.21 A, linkes Diagramm). Dagegen war fiir
STAT?2 keine IE1-abhingige Assoziation mit den Loci der ISGs zu erkennen (siche 3.21 B,
linkes Diagramm). IFN-y, welches hauptsdchlich die Aktivierung von STATI induziert,
konnte wie erwartet ebenfalls keine Erhohung der STAT2-Okkupanz an den meisten
untersuchten Genregionen vermitteln (siche Abb. 3.21 B, rechtes Diagramm). Eine Ausnahme
bildete hier der TAP1-Promotorbereich, an den STAT2 teilweise assoziiert vorgefunden

wurde. Moglicherweise ist dies auf eine [FN-y-abhidngige Aktivierung von STAT1/STAT2-
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Heterodimeren zuriickzufiihren. Diese Komplexe sind zwar nach IFN-y-Stimulation wenig
abundant, konnen sich aber dennoch ausbilden und demzufolge auch mit ISG-Promotoren
assoziieren (Bromberg & Darnell, 2000; Kalvakolanu, 2003; Wesoly et al., 2007). Nach
Behandlung der Zellen mit IFN-a, das vor allem zur Ausbildung von STATI1/STAT2-
Heterodimeren fiihrt, konnte allerdings eine wesentlich stirkere Erhéhung der Okkupanz von
STAT2 an den Promotorbereich von TAP1 nachgewiesen werden. Im Einklang damit, lag
STAT2 nach IFN-a-Behandlung auch assoziiert mit Promotoren weiterer typischer STAT2-
regulierter Gene (IFIT2, OAS1) vor (siche Abb. 3.21 C).
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Abb. 3.21 IE1 erhoht die STAT1-Besetzung an ISG-Promotoren. Wachstumsarretierte TetR- bzw. TetR-IE1-
Zellen wurden fiir 72 h mit Doxycyclin induziert. Als Positivkontrolle wurden TetR-Zellen fiir 24 h mit IFN-a
oder IFN-y behandelt bzw. unbehandelt belassen. Mittels ChIP wurden ausgewihlte zellulire Loci auf die
STAT1- (A) bzw. STAT2-Besetzung (B-C) hin untersucht. Représentativ fiir IE1- bzw. IFN-unabhingig
regulierte Gene sind GAPDH, RPL30 sowie Tubulin (Nicht-ISG); GBP4, CXCL9, TAP1, OAS1 und IFIT2
reprasentieren IE1- bzw. IFN-regulierbare Gene (ISG). Die einzelnen Symbole (Punkt, Quadrat, Dreieck) stellen
Mittelwerte aus zwei technischen Replikaten dar. Zur Ermittlung des Einzelwerts wurden die input ratios
Doxycyclin-induzierter TetR-IE1-Zellen bzw. von IFN-y und IFN-a behandelten TetR-Zellen auf die Werte
unbehandelter TetR-Zellen normiert. Waagrechte Linie: Mittelwert aus den Einzelanalysen aller Nicht-ISG-
bzw. ISG-Genregionen. Insgesamt sind die Daten aus fiinf (A) oder zwei (B-C) unabhingigen Experimenten
dargestellt.

Die Ergebnisse fiigen sich sehr gut in das Bild, das die bisherigen Beobachtungen ergaben.
STATI, welches eine essentielle Funktion bei der IE1-vermittelten Genregulation {ibernimmt,
akkumuliert IE1-abhédngig im Zellkern und assoziiert dort mit den Promotoren der IE1-
induzierbaren ISGs, um vermutlich deren Transkription zu aktivieren. STAT2 hingegen,
welches scheinbar keine wichtige Rolle bei der IE1-Antwort spielt, kann auch nicht IE1-

abhédngig mit den Promotoren der aktivierten Gene assoziiert vorgefunden werden.
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3.3.9 Bedeutung der STAT1-Y79;- und S7;7,-Phosphorylierungsstellen fiir die IE1-
abhingige ISG-Induktion

Wie schon in der Einleitung dargelegt, gibt es neben dem klassischen Modell der Jak-STAT-
Signaltransduktion Hinweise, die auf alternative Mechanismen der Signalweiterleitung
hindeuten. Mittlerweile ist beispielsweise bekannt, dass auch unphosphorylierte STAT-
Proteine eine Rolle bei der Aktivierung bzw. Regulation zelluldrer Prozesse spielen (Zhong et
al., 2005).

Um den Wirkungsmechanismus von IE1 weiter zu untersuchen, sollte im néchsten Abschnitt
gekliart werden, ob die IE1-vermittelte Induktion der ISGs von der aktiven phosphorylierten
STATI1-Form und somit vermutlich von einer klassischen STATI-Signalweiterleitung
abhingt, oder ob alternative Mechanismen denkbar wiren. Innerhalb der Arbeitsgruppe
konnte bereits [E1-abhingig eine Y79;- bzw. S;727-Phosphorylierung von STAT1 in induzierten
TetR-IE1-Zellen nachgewiesen werden (siche Paulus, unverdffentlicht). Somit wire eine
Beteiligung dieser aktiven STATI1-Modifikationsformen an der IE1-Antwort moglich. Die
Gleichgewichtsmenge an Y7o;1-phosphoryliertem STATI im Vergleich zur Gesamt-STATI-
Menge ist jedoch nach Induktion der IE1-Expression deutlich geringer als nach Virusinfektion
oder IFN-y- bzw. IFN-o-Stimulation der Zellen.

Im Folgenden sollte deshalb untersucht werden, inwieweit die Y70;- bzw. die Sqy7-
Phosphorylierungsstellen des STAT1-Proteins tatsidchlich eine Rolle bei der IE1-vermittelten
Genregulation spielen. Die Uberpriifung erfolgte mit Hilfe eines im Rahmen dieser Arbeit
entwickelten ,,knockdown/knockin® Modells. Dabei wird endogenes STAT1 in den TetR-IE1-
Zellen mit Hilfe der STAT1-spezifischen siRNA#146 abgebaut und durch exogen zugefiihrte
siRNA-resistente rekombinante STAT1-Varianten, welche zudem Mutationen im Y7¢1- bzw.
S727-Rest tragen, ersetzt.

Zur Etablierung dieses Modell-Systems wurden die drei STATI1-Varianten STATI+,
STAT1+y701r und STAT1+s7274 verwendet. Um die komplementére Bindung der siRNA#146
an die STAT1-mRNA und somit deren Abbau zu verhindern, wurden innerhalb der STAT1-
spezifischen siRNA#146-Bindestelle zwei konservative Nukleotidaustausche vorgenommen
(STATI1+). Bei der Mutante STAT 1+y70;r wurde zusitzlich die Aminoséure Tyrosin701 gegen
ein Phenylalanin ausgetauscht, so dass dieser Rest nicht mehr phosphoryliert werden kann
(Liu et al., 1998; Timofeeva et al., 2006). Die Mutante STAT1+g7274 trdgt anstelle des
Serin727 ein Alanin was mit der Serin-Phosphorylierung des STATI1-Proteins interferiert
(Sadzak et al., 2008; Timofeeva et al., 2006). Alle drei STAT1-Mutanten wurden als fertige

Plasmidkonstrukte aus der Arbeitsgruppe libernommen (Seiler, 2010).
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Ahnlich wie bei der Herstellung der TetR- bzw. TetR-IE1-Zellen (sieche 3.3.1), wurden mit
Hilfe von rekombinanten Retroviren die STATI1-Genvarianten STAT1+, STAT1+y701r und
STAT1+g7274 sowie das Wildtyp STATI1 stabil in die TetR-IE1-Zellen eingebracht (siche
2.8.7). Zur Verifizierung der rekombinanten STAT1-Proteine wurden die transgenen Zellen
zundchst mit einer Kontroll-siRNA#149 bzw. mit der STATI-spezifischen siRNA#146
transfiziert, zwei Tage nach Transfektion fiir 1 h mit IFN-y behandelt, anschlieBend zu
Gesamtzellextrakten verarbeitet und schlieBlich im Western Blot-Verfahren mit geeigneten
Antikorpern analysiert (siche Abb. 3.22 A).

Nach Transfektion mit der Kontroll-siRNA#149 wiesen die TetR-IE1-Zellen, welche sowohl
endogenes als auch exogenes STATI1 exprimieren, wie erwartet erhohte Mengen des STAT -
Proteins im Vergleich zu Kontroll-TetR-IE1-Zellen auf, die nur endogenes STATI
exprimieren. Weiterhin war zu erkennen, dass nach Transfektion mit der STAT1-spezifischen
siRNA#146 nur in den TetR-IE1-Zellen, welche die siRNA-resistenten STAT1-Varianten
STAT1+, STATI+y701r bzw. STAT1+g774 exprimieren, STATI1 deutlich nachweisbar war.
Somit kann davon ausgegangen werden, dass diese Proteine tatséchlich resistent gegeniiber
siRNA#146-vermittelten Abbau sind. Sowohl die Y7o;-Phosphorylierung des STAT 1+y7915-
Proteins wie auch die S;7-Phosphorylierung des STATI+g774-Proteins waren nach
Knockdown des endogenen STAT1 nicht mehr detektierbar. Interessanterweise wurde das
STAT1+y701p-Protein  nach IFN-y-Behandlung ebenfalls nicht mehr am Serinrest
phosphoryliert. Dies ist konsistent mit den Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen, in denen
bereits gezeigt wurde, dass die IFN-y-vermittelte S7,7-Phosphorylierung des STAT1-Proteins
von einer vorausgehenden Y7o;-Phosphorylierung abhédngt (Sadzak et al., 2008). Die Daten
der Western Blot-Analyse bestétigten also die erwarteten Eigenschaften der rekombinanten
STAT1-Proteine.

Im Folgenden sollte die Bedeutung der Y79;- und der S7,7-Phosphorylierungsstelle fiir die
IE1-vermittelte Hochregulierung IFN-y-induzierbarer Gene untersucht werden. Hierfiir
wurden die transgenen Zellen erneut mit der Kontroll-siRNA#149 bzw. mit der STATI-
spezifischen siRNA#146 transfiziert, zwei Tage nach Transfektion fiir eine Dauer von 72 h
mit Doxycyclin behandelt und die mRNA-Akkumulation von IE1, STAT1 und IE1-abhéngig
regulierten Genen (CXCL10 und GBP4) mittels g-RT-PCR bestimmt (siche Abb. 3.22 B).
Wie erwartet war die IEI-Transkriptmenge in den Proben weitgehend vergleichbar. Des
Weiteren korrelierten die STAT1-mRNA-Messwerte mit den Proteindaten und bestitigten
erneut die siRNA-Resistenz der Proteine. Aus vorherigen Experimenten ebenfalls bekannt

(siche Abb. 3.16 B), fiihrte der STATI1-Knockdown zu einer starken Reduktion der
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Expression von CXCL10 bzw. GBP4 in Doxycyclin-behandelten Kontroll-TetR-IE1-Zellen.
Die Uberexpression von STAT1 bzw. STATI1+ in mit Kontroll-siRNA#149 transfizierten
Zellen hingegen bewirkte eine Erhohung der CXCL10- und GBP4-mRNA-Mengen. Zudem
konnte der Knockdown des endogenen STAT1 durch STAT1+ kompensiert werden und fiihrte
zur Wiederherstellung der IE1-abhédngigen Induktion der ISGs CXCL10 und GBP4. Dieser
»rescue® unterstreicht die Spezifitit des siRNA-vermittelten STAT1-Knockdowns.

Interessanterweise konnte das rekombinante Protein STAT1+y7;r den Effekt der endogenen
STATI1-Herunterregulierung nicht aufheben, wohingegen STAT1+s7,74 eine fast komplette
Wiederherstellung der IE1-vermittelten Genregulation bewirkte. Die Y7o;-Phosphorylierungs-
stelle scheint also essentiell fiir die [E1-abhéngige ISG-Induktion zu sein, im Gegensatz zum

Serinrest, welcher vermutlich eher eine unterstiitzende Rolle fiir die effiziente Induktion

spielt.
A B CXCL10 GBP4
25 = STATTangogen 2,0 == STAT1endogen
mm STAT 1y mm STAT 1y
. == STAT1. g == STATI.
ge &= STAT1vrore 215 = STAT1wvrorr
= = STAT1-57274 = = STAT1-g727a
<15 <
= = 10
Kontrolle#149 STAT1#146 % % :
1,0
% < % I 2 2
=N £ 5 3 B 05
fs . F5 8. BB g 05 E;
ECELCECEREE
Bt St St e ;
L R T R Kontrolle#149  STAT1#146 Kontrolle#149 STAT1#146
STAT1 | —— ---|
pSTAT1 (Y701) I e —— - ‘ 20 IE1 25 ISTN1
PSTAT1 (S727) | ww s v e e | .5 $20
E 3 s
GAPDH < <1,
% 10 %
1,0
g g
@05 o
& 2 05
0,0 0,0 :
Kontrolle#149 ~ STAT1#146 Kontrolle#149 ~ STAT1#146

Abb. 3.22 Bedeutung der STAT1-Yy- und S;;7-Phosphorylierungsstelle fiir die IE1-abhéingige ISG-
Induktion. (A) TetR-IE1-Zellen, die exogene rekombinante STAT1-Proteine exprimieren bzw. Kontroll-TetR-
IE1-Zellen (exprimieren nur das endogene STAT1) wurden mit einer Kontroll-siRNA#149 bzw. mit der STAT1-
spezifischen siRNA#146 transfiziert, zwei Tage nach Transfektion fiir 1 h mit IFN-y behandelt, anschlieend zu
Gesamtzellextrakten verarbeitet und im Western Blot-Verfahren mit geeigneten Antikdrpern analysiert. (B) Die
mit der Kontroll-siRNA#149 bzw. mit der STAT1-spezifischen siRNA#146 transfizierten transgenen Zellen
wurden zwei Tage p.t. fiir 72 h mit Doxycyclin behandelt. Die relativen mRNA-Mengen der angegebenen Gene
wurden durch q-RT-PCR mit spezifischen Primern bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte mit
Standardabweichungen aus zwei biologischen und zwei technischen Replikaten normiert auf Tubulin und im
Vergleich zu Kontroll-TetR-IE1-Zellen, die mit der Kontroll-siRNA#149 transfiziert wurden.

Diese Ergebnisse entsprechen dem klassischen Modell der STAT1-Signalweiterleitung nach

IFN-Stimulation. Die Y7o;-Phosphorylierung im STAT1-Protein ist fiir die Vermittlung einer
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IFN-Antwort essentiell, wohingegen eine Phosphorylierung am Serinrest 727 fiir die optimale
Induktion der Zielgene bendtigt wird (Decker & Kovarik, 2000). Zusammenfassend lassen die
Ergebnisse den Schluss zu, dass die IE1-vermittelte Genregulation, &hnlich wie nach IFN-

Stimulation, vermutlich auch tiber Y7;- und S7,7-phosphorylierte STAT1-Formen fiihrt.

3.3.10 Untersuchung der IE1-abhingigen Genregulation im Kontext einer hCMV-

Infektion

Neben den mechanistischen Untersuchungen der IEl-vermittelten Genregulation ist es
ebenfalls wichtig, die in dieser Arbeit neu beschriebene Funktion des Proteins im viralen
Lebenszyklus zu analysieren. Untersuchungen von anderen Arbeitsgruppen konnten bereits
eine Hochregulierung einiger der IE1-abhédngig induzierten Gene im Kontext einer lytischen
Infektion zeigen. (Dumortier et al., 2008; Munger et al., 2006; Simmen et al., 2001; Zhu et al.,
1998, 1997). Im néchsten Punkt sollte deshalb gekldrt werden, inwieweit das IE1-Protein fiir
die Induktion der Gene nach Infektion verantwortlich ist. Um dies zu untersuchen wurden die
fiir hCMV permissiven MRC-5-Zellen mit einer IE1-Deletionsmutante (TNAIIE1) und der
dazugehorigen ,,Revertante* (TNrevIE1) infiziert. [E1-defiziente Virusmutanten weisen unter
niedrigen MOI-Bedingungen einen deutlichen Replikationsdefekt auf, wohingegen hohe
Infektionsmultiplizititen eine effiziente Wildtypvirus-dhnliche Replikation bewirken
(Greaves & Mocarski, 1998; Mocarski et al., 1996). Deshalb wurden die MOI-Bedingungen
so gewidhlt (MOI > 1 PFU/Zelle und MOI = 0,01 PFU/Zelle), dass der Einfluss der IE1-
Deletionsmutante auf die ISG-Expression innerhalb der beiden Zustinde - Wildtypvirus-
dhnliches Wachstum bzw. attenuierte Virusreplikation - untersucht werden konnte. Um
Effekte auszuschlieBen, die auf unterschiedlich grolen Mengen an nicht-infektiosen Partikeln
in den verschiedenen Viruspridparationen beruhen, wurde die Analyse mit jeweils zwei
unabhéngig hergestellten Pridparationen von TNrevlEl und TNdIE1 durchgefiihrt. Nach
Infektion wurde mittels q-RT-PCR die relative mRNA-Menge der ISGs CXCL10, CXCL11
und GBP4 zu den angegebenen Zeitpunkten zwischen 0 h und 72 h nach Infektion bestimmt.
Wie man in Abb. 3.23 A, B und C sehen kann, waren unter allen gewéhlten Bedingungen
keine signifikanten Unterschiede in der Expressionsstarke der reprisentativen ISGs CXCL10,
CXCLI11 bzw. GBP4 nach Infektion mit TNdIIE1 im Vergleich zur TNrevIE1-Infektion
festzustellen. Interessanterweise stieg die relative mRNA-Menge von CXCL10 zu Beginn der
Infektion bis ca. 12 h p.i. an, um dann im weiteren Infektionsverlauf wieder deutlich zu
sinken. GBP4 und CXCLI11 zeigten eine dhnliche Induktionskinetik, wobei die mRNA-
Menge von CXCLI11 etwas verzogert (24 h p.i.) ihren Maximalwert erreichte.
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Abb. 3.23 ISG-Induktion nach Infektion mit TNrvIE1 und TNdIIE1. Wachstumsarretierte MRC-5-Zellen
wurden 0h bis 72 h, wie angegeben, mit dem Wildtypvirus (TNrvIE1) bzw. einer IE1-Deletionsmutante
(TNdIIET) unter verschiedenen MOI-Bedingungen und mit unterschiedlichen Viruspréparationen infiziert. Die
relative mRNA-Menge von CXCL10, CXCL11 und GBP4 wurde mittels q-RT-PCR mit spezifischen Primern zu
den angegebenen Zeitpunkten ermittelt, auf Tubulin normiert und im Vergleich zu nicht infizierten Zellen
dargestellt. Die Balken reprisentieren Mittelwerte aus zwei technischen Replikaten. (A) Virus-Préparation 1,
MOI > 1PFU/Zelle; (B) Virus-Praparation 2, MOI> 1 PFU/Zelle; (C) Virus-Préparation 2, MOI =
0,01 PFU/Zelle

Die IEl-abhingige Aktivierung von ISGs kann also im Kontext einer produktiven lytischen
Infektion in MRC-5-Zellen unter diesen gewéhlten Analysebedingungen vermutlich durch
redundante Funktionen weiterer viraler Faktoren ersetzt werden. Aufgrund der Induktions-
kinetik nach Virusinfektion miissten diese Faktoren bereits ab ca. 6 h p.i. vorliegen und

konnten somit Bestandteile des Virions oder andere IE-Proteine sein.
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4 Diskussion

4.1 Anwendung der RNAi-Technologie in der hCMV-Therapie

Mit der Entwicklung der RNAi-Technologie zu einer allgemein gebrauchlichen Methode in
Séugetierzellen steht ein attraktives neues Instrument fiir innovative therapeutische
Anwendungen zur Verfiigung (Dallas & Vlassov, 2006; Elbashir et al., 2001). Um das
Potential der RNAi-Technologie als neues Therapiekonzept gegen hCMV zu untersuchen,
wurden mit Hilfe des in dieser Arbeit etablierten Screening-Verfahrens insgesamt 40 siRNAs,
die gegen virale Genprodukte gerichtet sind, beziiglich inhibitorischer Effekte auf die hCMV-
Replikation untersucht. Insgesamt konnten acht siRNAs mit bemerkenswerten antiviralen
Eigenschaften identifiziert werden. Die vielversprechendsten Kandidaten sind gegen die MIE-
Proteine IE1 und/oder IE2 gerichtet und konnen die Virusreplikation spezifisch um bis zu
99,9% inhibieren (siche Abb. 3.6 und Tabelle 3.2, 3.3). Somit konnte prinzipiell gezeigt
werden, dass die RNAi-Technologie auch fiir den Einsatz in der hCMV-Therapie geeignet
wire. [E2 als Angriffsstelle findet bereits in der Behandlung der hCMV-assoziierten Retinitis
mit dem antisense-Medikament Fomivirsen Anwendung (Steininger, 2007). Das IE1-Protein
konnte dagegen als neue mdgliche Zielstruktur fiir die hCMV-Therapie identifiziert werden.
Dass diese Zielstruktur erfolgversprechend ist, wird durch Versuche im mCMV-Mausmodell
bestirkt, in dem IE1-negative Viren keine Pathogenitit aufweisen (Ghazal et al., 2005). Da
ein langfristiges Ziel darin besteht, die siRNAs auch am Patienten anzuwenden, wurden IE1-
und [E2-spezifische siRNAs in Richtung einer therapeutischen Nutzung optimiert. In diesem
Zusammenhang wurden siRNAs, deren Zielsequenzen innerhalb aller annotierten hCMV-
Stamme konserviert vorliegen und hohe antivirale Aktivititen auch gegen klinisch relevante
hCMV-Isolate aufweisen, ausgewéhlt und chemisch modifiziert (sieche Abb. 3.7, 3.9). Es
konnte unter anderem gezeigt werden, dass eine Cholesterinmodifikation im sense-Strang sich
nicht negativ auf das antivirale Potential der getesteten siRNAs auswirkt. Die 2'O-Methyl-
Gruppen, welche die Stabilitdit und Spezifitit der Molekiile erhdhen sollten, verringerten
allerdings die antiviralen Aktivititen aller drei untersuchten siRNAs und sind somit als
Modifikation in dieser Form fiir die drei verwendeten Molekiile nicht geeignet (siche Abb.
3.9). Dies unterstreicht die Notwendigkeit, jede Art von Modifikation zunéchst in Zellkultur
zu testen, um die Wirksamkeit der korrespondierenden siRNAs sicher zu stellen. Der nichste
Optimierungsschritt im Hinblick einer Therapieanwendung wire, die Cholesterin-

modifizierten siRNAs im Mausmodell auf ihre Membrangéngigkeit zu testen. Denn neben der
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Stabilisierung der siRNAs gegen nukleolytischen Abbau und einer gewlinschten hohen
Spezifitit zéhlt die Aufnahme des Wirkstoffes in Gewebe oder Zellen zur grofiten Hiirde, die
es zu Uberwinden gilt. Wéahrend in Zellkulturversuchen die Komplexierung der siRNA mit
kationischen Lipiden eine gingige Transfektionsmethode darstellt, wird fiir die Verwendung
im Organismus intensiv an verschiedenen Trigerformulierungen geforscht. Das Spektrum
reicht dabei von Polyethyleniminen iiber polymere Nanokapseln bis hin zu Liposomen. Des
Weiteren sind sowohl siRNA-Peptidkonjugate als auch Lipidmodifikationen der siRNAs,
einschlieBlich der in dieser Arbeit verwendeten Cholesterinmodifikation, moglich (Dominska
& Dykxhoorn, 2010; Kurreck, 2009). Fiir die hCMV-Therapie ist vor allem eine systemische
Anwendung der siRNAs erwiinscht, da das Virus ein breites Spektrum an Zellen infizieren
und sich in fast jedem Organ ausbreiten kann (Sinzger et al., 1995). Dies ist bisher jedoch nur
schwer zu erreichen. Jeder Versuch eine systemische Anwendung der siRNAs zu etablieren,
muss Mechanismen enthalten, die neben der Erhdhung der Halbwertszeit, der spezifischen
Verteilung an das Ziel-Organ bzw. -Gewebe, der zelluliren Aufnahme und der
darauffolgenden intrazytoplasmatischen Freisetzung immer noch eine effiziente spezifische
Herunterregulierung der Ziel-mRNA bewirken (Vaishnaw et al., 2010). Die lokale
Applikation ist deutlich leichter zu bewerkstelligen. So wurde bereits gezeigt, dass
unmodifizierte siRNAs in einfachem Salzpuffer, durch lokale Injektion ihre Wirkung in
verschiedensten Geweben, wie beispielsweise im respiratorischen Trakt, in urogenitalen
Epithelien, im zentralen Nervensystem sowie im Auge, entfalten konnen. Die meisten dieser
Studien wurden im Mausmodell durchgefiihrt (Vaishnaw et al., 2010). Sollte sich das zentrale
Problem der zelluldren Aufnahme 16sen lassen, so konnte die RNA1 einen wichtigen Beitrag
fiir die Therapie von Virusinfektionen (einschlieflich hCMV) und anderen Krankheiten
leisten. Durch einfache Sequenzénderungen konnten siRNAs fiir jede neu auftretende
Variante eines Virus, wie auch fiir vollig neue Virustypen adaptiert werden; eine Moglichkeit,
die einen enormen Zeitvorteil gegeniiber der klassischen Entwicklung niedermolekularer

Wirkstoffe hitte.

4.2 Mogliche biologische Konsequenzen der IE1-vermittelten Genregulation

Um IE1 als mogliche neue Zielstruktur in der hCMV-Therapie ndher zu charakterisieren, ist
es vor allem wichtig Wechselwirkungen des viralen Proteins mit zelluliren Genen und
Proteinen zu untersuchen.

Die globale Auswirkung einer produktiven hCMV-Infektion auf das humane Transkriptom

wurde bereits in verschiedenen Zelltypen untersucht (Chan et al., 2008; Dumortier et al.,
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2008; Kenzelmann & Miihlemann, 2000; Munger et al., 2006; Simmen et al., 2001;
Slobedman & Cheung, 2008; Zhu et al., 1998, 1997). Auch eine Transkriptomanalyse fiir das
hCMV-Protein IE2, in der gezeigt wurde, dass IE2 vor allem die Expression E2F-
induzierbarer Gene aktiviert, wurde durchgefiihrt (Song & Stinski, 2002). Relativ wenig ist
allerdings tliber den GroBteil der viralen Genprodukte zum Einfluss auf die zelluldre
Transkription bekannt. Dies gilt auch fiir das virale Protein IE1. Es ist zwar schon lange
anerkanntes Wissen, dass IE1 zur Aktivierung zelluldrer Genprodukte beitragen kann (Davis
et al., 1987; Everett, 1984), doch wurde die IE1-vermittelte Regulation bisher nur sporadisch
fiir bestimmte Gene analysiert (Cherrington & Mocarski, 1989; Hagemeier et al., 1992;
Hayhurst et al., 1995; Margolis et al., 1995; Michelson et al., 1994; Sambucetti et al., 1989;
Strdét et al., 2009; Tevethia et al., 1987; Yurochko et al., 1995). So konnte beispielsweise
gezeigt werden, dass IE1 die Aktivierung von AP-1 (Kim et al., 1999), IL-6 (Geist & Dai,
1996), IL-8 (Murayama et al., 2000) oder NFxB (Geist et al., 1997) induziert, was
iiberwiegend mit Hilfe von transienten Transfektionen und Promotor-Reporter-Versuchen
analysiert wurde.

Zur umfassenden Untersuchung des Einflusses von IE1 auf das humane Transkriptom, wurde
mit dem im Rahmen dieser Arbeit etablierten TetR-/TetR-IE1-Modellsystem, in dem
vollstindig funktionelles IE1 auferhalb der komplexen Situation einer Virusinfektion
untersucht werden kann (siche Abb. 3.11), eine systematische Genexpressionsanalyse
durchgefiihrt. In diesem Zusammenhang wurden 25 IEl-induzierbare Gene identifiziert, die
zugleich iiberwiegend in Korrelation mit der zelluldren Typ II IFN-Antwort stehen (siche
Tabelle 3.7 und Abb. 3.13). Die proinflammatorischen Genprodukte CXCL9, CXCL10,
CXCL11 und EDNI1 kénnen zum Anlocken von Immunzellen fiihren (Thelen & Stein, 2008).
Andere sind in die Proteolyse (CTSS), den intrazelluliren Transport (TAP1) oder der
Zelloberflachen-Prasentation von Antigenen (HLA-DRA) involviert. CD274, TNFSF4 und
TNFSF18 sind kostimulatorische Molekiile, welche die Aktivierung von Leukozyten bzw.
Lymphozyten (T-Zellen eingeschlossen) begiinstigen (Carreno & Collins, 2002; Lacotte et al.,
2009; Nocentini et al., 2007; Rao et al., 2007; Taleb & Clément, 2007; Willett & Hosie,
2008).

Auf den ersten Blick scheint diese neu beschriebene Funktion des IE1-Proteins iiberraschend,
da frithere Arbeiten aus der eigenen Arbeitsgruppe und eine weitere Studie (Huh et al., 2008)
zeigten, dass IE1 der IFN-a/B-abhidngigen Aktivierung bestimmter Typ I ISGs entgegenwirkt.
Dadurch verleiht das Protein dem Virus eine weitgehende Resistenz gegeniiber der antiviralen

Typ I IFN-Antwort und tridgt mafgeblich zum erfolgreichen Verlauf des produktiven hCMV-
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Infektionszyklus bei (Krauss et al., 2009; Paulus et al., 2006). Somit scheint das virale IE1-
Protein also spezifisch die Typ I IFN-Antwort zu blockieren und aber auf der anderen Seite
Typ I ISGs zu aktivieren.

Es stellt sich nun die Frage, welchen Nutzen hCMV aus dieser neu beschriebenen Funktion
des IE1-Proteins ziehen konnte. Da im Kontext einer lytischen Virusreplikation ebenfalls eine
Induktion von Typ II ISGs bestitigt werden konnte (sieche Abb. 3.23), wire eine Beteiligung
der IE1-abhingigen IFN-y-artigen Antwort am produktiven Verlauf der hCMV-Infektion
denkbar. Allerdings wurden keine signifikanten Unterschiede in der Expressionsstirke der
untersuchten Gene zwischen Wildtypvirus und IE1-Deletionsmutante unter den in dieser
Arbeit gewdhlten Bedingungen detektiert (siche Abb. 3.23). Dies konnte bedeuten, dass die
IE1-vermittelte Genregulation in diesem System eine eher untergeordnete Rolle spielt, oder
aber auch auf eine besondere Relevanz der Typ II ISG-Aktivierung hinweisen, da die
Induktion eben nicht nur von einem viralen Protein abhidngt. Neben der lytischen Replikation
gibt es zudem noch weitere weniger gut untersuchte Stadien im viralen Lebenszyklus von
hCMV, wie beispielsweise die Ausbreitung des Virus im Organismus, die Latenz-Etablierung
oder die Reaktivierung aus der Latenz. Auch hier konnte die Funktion von IE1 eine IFN-y-

artige Antwort zu induzieren relevant sein.

4.2.1 Immunkontrolle

Fiir die Abwehr und Kontrolle von Virusinfektionen haben Séugetiere im Laufe der Evolution
das IFN-System als einen effizienten, schnellen Mechanismus der angeborenen
Immunantwort entwickelt. Die Koevolution zwischen Virus und Wirt fiihrte im Gegenzug
auch bei Viren zur Etablierung zahlreicher Strategien, um dieser ersten antiviralen Antwort
des betroffenen Organismus erfolgreich zu entkommen (Hengel et al., 2005; Weber et al.,
2004). Die Herpesviren einschlielich hCMV konnten diese Strategien perfektionieren, so
dass eine vollstindige Eliminierung durch die Immunantwort des Wirts verhindert wird. Doch
trotz der vielen beschriebenen viralen Immunevasions-Mechanismen, behélt der Wirt immer
noch eine starke anti-hCMV-Immunkontrolle (Dummer et al., 1984; Gorensek et al., 1988;
Koskinen et al., 1994; Lindsley et al., 1986; Loewendorf & Benedict, 2010; Rinaldo, 1994).
Das an seinen Wirt sehr gut angepasste und evolutiondr sehr alte Virus scheint also die
Wirtsimmunitit nicht komplett zu vermeiden oder zu eliminieren, sondern stimuliert sie viel
mehr durch verschiedenste Mechanismen, um das Uberleben von beiden - Virus und Wirt - zu
sichern. Somit konnte die IE1-induzierte IFN-y-artige Antwort zur Immunkontrolle beitragen.

Die biologischen Funktionen der Typ II ISGs sind, im Gegensatz zu den hauptsdchlich
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antiviral aktiven Typ I ISGs, ndmlich vor allem immunstimulatorisch (Schoenborn & Wilson,

2007; Schroder et al., 2004).

4.2.2 Reaktivierung aus der Latenz

Wie alle Herpesviren kann hCMV neben dem lytischen Replikationszyklus eine lebenslange
Latenz etablieren. Es ist wahrscheinlich, dass die Latenz im Organismus sowohl in Form einer
kaum merklichen produktiven Infektion (Persistenz), als auch einer tatsdchlichen Latenz mit
stark eingeschrinktem Transkriptionsprofil und ohne Virionenproduktion auftritt (Sinclair,
2008). Die Reaktivierung aus der Latenz findet regelmdBig statt. Im Gegensatz zu gesunden
immunkompetenten Menschen, welche die lytische Replikation dank ihrer starken
Immunantwort in Schach halten konnen, kann die Reaktivierung bei immunsupprimierten
Menschen zu schwerwiegenden Krankheitsverldufen fithren (Drew, 1988; Rubin et al., 1989).
Die Mechanismen, die zur Reaktivierung einer latenten hCMV-Infektion fiihren, sind
Gegenstand aktueller Forschung. Es besteht allgemeiner Konsens dariiber, dass Blutzellen der
myeloiden Linie, wie beispielsweise CD34-positive Vorlduferzellen aus dem Knochenmark
und Monozyten latentes hCMV tragen kénnen (Larsson et al., 1998; Mendelson et al., 1996;
Taylor-Wiedeman et al., 1991, 1994). Des Weiteren ist man sich einig, dass die
Zelldifferenzierung entscheidend fiir die Virus-Reaktivierung ist. Dies wird vermutlich durch
die Differenzierungs-abhingige Regulation des MIEP bzw. weiterer IE-Promotoren vermittelt
(Hahn et al., 1998; Reeves et al., 2005; Soderberg-Nauclér et al., 2001). Zudem ist bekannt,
dass IFN-y, welches unter anderem an der Differenzierung von Monozyten in Makrophagen
beteiligt ist, die Reaktivierung einer latenten hCMV-Infektion induzieren kann (Soderberg-
Nauclér et al., 2001). Sollte IE1 am Prozess der Reaktivierung beteiligt sein, so wiirde dies
voraussetzen, dass das virale Protein zumindest in niedrigen Konzentrationen, z.B. aufgrund
eines vorhergehenden Stimulus oder durch stochastische/sporadische Aktivitdt des MIEP, in
latent infizierten Zellen vorliegt. Ob IE1 in latent infizierten Zellen exprimiert wird, wird in
der Literatur kontrovers diskutiert. Einige Arbeiten zeigen, dass die MIE-Gene wéhrend einer
latenten Infektion mit hCMV nicht exprimiert werden, da der MIEP mit epigenetischen
Reprimierungsmarkern stillgelegt ist (Goodrum et al., 2002; Reeves et al., 2005; Sinclair,
2008, 2010). Allerdings gibt es im Mausmodell Hinweise darauf, dass das IE1-
Funktionshomolog in latent infizierten Lungenzellen selten, aber trotzdem mosaikartig {iber
das infizierte Gewebe verteilt exprimiert wird (Kurz et al., 1999; Reddehase et al., 2002).
Dabei kommt es zur Akkumulation des IE1- nicht aber des IE2-Funktionshomologs. Auch in

latent mit hCMV infizierten myeloiden Vorlduferzellen konnten in 2-5% der Zellen IE-
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mRNAs nachgewiesen werden, wobei es sich hauptsidchlich (70-99%) um ungespleifite
Transkripte handelte (Kondo et al., 1994).

Falls das IE1-Protein tatsdchlich zumindest temporér in latent infizierten Zellen exprimiert
werden sollte, so wéren zwei verschiedene Szenarien denkbar, tiber die das Protein an der
Reaktivierung des Virus beteiligt sein konnte: Zum einen direkt, iiber die Aktivierung des
MIEP, oder indirekt durch Auslésen bzw. Fordern von Zelldifferenzierungen.

Es konnte bereits gezeigt werden, dass zwei GAS-Elemente innerhalb des MIEP fiir eine
effiziente virale Replikation erforderlich sind (Netterwald et al., 2005). Die im Rahmen dieser
Arbeit neu beschriebene IE1-vermittelte Signaltransduktionskaskade ist abhéngig von STAT]I
(siche Abb. 3.16 B) und, neueren Arbeiten der Arbeitsgruppe zufolge, vermutlich auch von
GAS-Elementen in den Promotoren der aktivierten Gene. Somit konnte diese IE1-abhidngige
Kaskade im Kontext einer latenten Virusinfektion neben der Aktivierung zelluldrer ISGs zur
Induktion der MIE-Genexpression iiber die GAS-Elemente des MIEP beitragen und damit zu
einer produktiven Virusreplikation fiihren. Ein experimenteller Ansatz zur Uberpriifung dieser
Hypothese konnte mit Luciferase-Reporter-Versuchen erfolgen. Mit Hilfe der TetR-IE1-
Zellen und MIEP-Luciferase-Reporterkonstrukten, welche Mutationen in den GAS-
Elementen tragen, konnte die IE1-abhingige Aktivierung analysiert werden.

Eine weitere Moglichkeit der Reaktivierung liegt in der Differenzierung latent infizierter
Zellen. Diese kann, wie oben schon erwéhnt, unter anderem durch IFN-y-Stimulation
erfolgen. Die alleinige Expression von IE1 reicht aber vermutlich auch schon aus, um das
zelluldre Milieu zugunsten einer Situation vergleichbar mit der einer IFN-y-Stimulation zu
verdndern. Somit konnte die [E1-abhéngige Aktivierung von Typ II ISGs eine Alternative
oder auch eine Art Abkiirzung der IFN-y-Kaskade darstellen, die zur Differenzierung der
Zellen und damit zur Reaktivierung von hCMV aus der Latenz fiihrt. Eine Option zur
experimentellen Uberpriifung bestiinde in der Herstellung von Monozyten, die induzierbar
IE1 exprimieren. Mit diesem Modellsystem konnte der Einfluss des viralen Proteins auf den
Differenzierungsgrad und auf die hCMV-Permissivitit der Zellen untersucht werden.

Die alleinige Expression von IE1 induziert unter anderem auch die Sekretion der Chemokine
CXCL9, CXCL10 und CXCLI11, die (C-X-C Motiv) Rezeptor 3 (CXCR3)-positive Immun-
zellen anlocken konnen, was moglicherweise zur Transmigration der Zellen in das
entsprechende Organ oder Gewebe und eine anschlieBende Differenzierung fiihrt (Bonecchi et
al., 1998; Lacotte et al., 2009; Loetscher et al., 1998; Sallusto et al., 1998; Thelen & Stein,
2008). Somit wire eine weitere Variante denkbar, wie IEl indirekt an der Reaktivierung

beteiligt sein konnte: Latent infizierte CXCR3-positive Immunzellen wandern aufgrund des
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IE1-induzierten Chemokingradienten ins Endothel ein und differenzieren dort, was zu einer

Reaktivierung von hCMV aus der Latenz fiihren konnte.

4.2.3 Dissemination

Wie in der Einleitung schon erwéhnt, breitet sich hCMV sehr effizient im Wirtsorganismus
aus und vermag ein groBes Spektrum an Zielzellen zu infizieren. Die Dissemination verlduft
hauptséchlich zellgebunden in Zellen der myeloischen Linie (Gerna et al., 1992; Grefte et al.,
1993, 1994; Sinzger et al., 1995; Sinzger & Jahn, 1996). Durch Kontakt mit Endothelzellen
kann das Virus auf verschiedene Organe oder Gewebe libertragen werden (Waldman et al.,
1995). Auch in diesem Zusammenhang wire eine Beteiligung der IE1-induzierten Antwort
denkbar. Das Sekretom der IE1-exprimierenden Zellen enthdlt Chemokine (siche Abb. 3.12
C), die Immunzellen anlocken konnen (Loetscher et al., 1998). Nach chemotaktischer
Rekrutierung dieser Zellen zu infiziertem Gewebe, wire eine Ubertragung des Virus mdglich
und die Virus-Ausbreitung konnte durch die weitere Verteilung der Zellen im Blutstrom
gefordert werden. Die Untersuchung der promigratorischen Potenz des Sekretoms IEI-
exprimierender Zellen konnte experimentell mit Hilfe einer modifizierten Boyden-Kammer
untersucht werden (Boyden, 1962; Kohno et al., 1997; Koyama et al., 1993). Dies ist ein
spezielles Zellkulturgefal3, das aus zwei Kammern, die durch eine Membran mit Porengrof3en
im einstelligen Mikrometerbereich getrennt sind, besteht. In die obere Kammer werden Zellen
gegeben, deren Migrationsverhalten untersucht werden soll und in die untere Kammer

chemotaktisch wirkende Substanzen.

4.2.4 HCMV-Pathogenese

HCMYV wird zunehmend mit verschiedenen vaskuldren und entziindlichen Erkrankungen in
Verbindung gebracht. Dazu zéhlen beispielsweise Autoimmunerkrankungen, Arteriosklerose
und Myokarditis (Adam et al., 1997; Cheng et al., 2009; Dummer et al., 1994; Hendrix et al.,
1991; Stassen et al., 2006). Ein Kennzeichen der Arteriosklerose ist die chronisch
fortschreitende Degeneration der Arterien mit progressiven Verdnderungen der GefafBwand.
Nach heutigem Kenntnisstand ist die Arteriosklerose ein inflammatorischer Prozess, in dem
Immunzellen, wie Monozyten und T-Zellen, gehduft innerhalb der Lisionen vorliegen. Es
gibt sehr starke Hinweise darauf, dass dies hauptsichlich auf eine Deregulierung des
komplexen Chemokin-Netzwerks zuriickzufiihren ist. Vor allem dem CXCR3-Rezeptor und
seinen Liganden CXCL9, CXCL10 und CXCLI11, welche zur Rekrutierung von
zirkulierenden und aktivierten Immunzellen an Entziindungsorte beitragen, wird eine

wesentliche Rolle an diesem pathologischen Prozess zugeordnet (Lacotte et al., 2009;
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Zernecke et al.,, 2008). Eine Beteiligung von hCMV an der Arteriosklerose wird unter
anderem auch aufgrund der Sekretion inflammatorischer Chemokine von infizierten Zellen
diskutiert (Dumortier et al., 2008). Somit kdnnte IE1 aufgrund seiner Féhigkeit eine IFN-y-
artige-Antwort zu induzieren, die unter anderem auch zur Sekretion dieser Chemokine fiihrt,
eine wichtige Rolle bei der hCMV-induzierten Immunpathogenese und bei entziindlichen
Erkrankungen spielen (Cinatl et al., 1999; Craigen et al., 1997; Grundy et al., 1998; Scholz et
al., 1999).

4.3 Modell der IE1-abhingigen ISG-Aktivierung und Ausblick

In dieser Arbeit wurde das Hauptaugenmerk auf die mechanistische Untersuchung der 1E1-
vermittelten Genregulation gerichtet. Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit lésst sich
ein vorlaufiges Modell entwickeln (siche Abb. 4.1).

Die IEl-abhingig induzierten Typ II ISGs hidufen sich in bestimmten chromosomalen
Regionen (sieche Tabelle 3.7) und weisen eine dhnliche Induktionskinetik auf, was mittels g-
RT-PCR gezeigt wurde (sieche Abb. 3.12). Demnach erfolgt die Aktivierung der Gene
wahrscheinlich  koregulatorisch. Am plausibelsten scheint hierbei ein zweiphasiger
Mechanismus mit einer Beteiligung von einem oder mehreren l9slichen Faktoren, da durch
Austausch des Zellkulturmediums induzierter TetR-IE1-Zellen eine deutliche Reduktion der
IE1-vermittelten Genregulation beobachtet werden konnte (siche Abb. 3.14). Somit stimuliert
IE1 in Phase I vermutlich die Sekretion eines bisher noch unbekannten Faktors, wobei eine
[E1-abhidngige Transkriptionsaktivierung und nicht etwa eine Freisetzung aus einem
bestehenden Depot das wahrscheinlichste Szenario ist. Diese Vermutung ergibt sich zum
einen aus der verzogerten Kinetik der ISG-Aktivierung, die bei den meisten Genen erst ab ca.
48 h nach Induktion der IE1-Expression nachweisbar war (siche Abb. 3.12) und zum anderen
aus der Tatsache, dass eine Hauptfunktion von IEl in der Transkriptionsaktivierung
(Mocarski et al., 2007) liegt. Im Einklang damit konnte eine Hochregulierung einzelner
Transkripte IE1-abhéngig auch bereits 24 h nach Induktion beobachtet werden (siche Tabelle
3.5).

Aufgrund der Transwell-Experimente scheint die IEl-vermittelte Genregulation auf IE1-
exprimierende Zellen beschrinkt zu sein (sieche Abb. 3.15) und kann durch den postulierten
16slichen Faktor alleine nicht induziert werden. Das virale IE1-Protein wird also offenbar
auch in Phase II des Prozesses bendtigt. Demzufolge wire auch eine direkte Aktivierung der
IFN-y-induzierbaren Gene durch den Transkriptionsaktivator IE1 denkbar, die allerdings

eines vorausgehenden Stimulus bedarf.
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Weiterhin konnte mit Hilfe von siRNA-Analysen gezeigt werden, dass STAT1 im Gegensatz
zu STAT2 bzw. STAT3 eine essentielle Funktion bei der IEl-vermittelten Genregulation
tibernimmt (siche Abb. 3.16). Diese Funktion wird vermutlich von Y7p;- und S7p7-
phosphorylierten STATI1-Formen ausgeiibt, was anhand des ,knockdown/knockin®
Modellsystems, welches Untersuchungen zum Einfluss verschiedener STAT1-Varianten auf
die IE1-abhédngige Genregulation ermdglicht, dargelegt wurde (siche Abb. 3.22).

STAT1 wird, wie in der Einleitung schon erwihnt, iiblicherweise im Zuge der kanonischen
IFN-Signalkaskade phosphoryliert und damit aktiviert. Western Blot-Analysen zeigten
jedoch, dass die Phosphorylierung von STATI in induzierten TetR-IE1-Zellen offenbar mit
einer wesentlich geringeren Effizienz als nach IFN-Behandlung stattfindet (Paulus,
unverdffentlichte Beobachtungen). Dies konnte moglicherweise auf niedrige IFN-
Konzentrationen im Sekretom IE1-exprimierender Zellen zuriickzufiihren sein. Bisher gibt es
jedoch keinerlei Hinweise, dass IFN iiberhaupt an der IEl-vermittelten Genregulation
beteiligt sind. Zu keinem Zeitpunkt konnte eine IE1-abhingige Hochregulierung von IFN-
Genen beobachtet werden und auch neutralisierende Antikorper gegen IFN-B und IFN-y
bewirkten keine Reduktion der IE1-abhéngigen IFN-y-artigen-Antwort (sieche Tabelle 3.8, 3.9
und Grandel, 2010). Zudem zdhlen die hier verwendeten Fibroblasten nicht zu den Zellen, die
typischerweise IFN-y produzieren (Schroder et al., 2004). Somit scheint ein alternativer Weg
der STATI-Phosphorylierung vorzuliegen. Dieser konnte durch Wachstumsfaktoren, wie
beispielsweise die epidermal growth factors (EGFs) ausgelost werden. Die EGF-Rezeptoren
besitzen eine intrinsische Tyrosinkinase-Aktivitdit und konnen nach Aktivierung durch
Bindung des entsprechenden Liganden wunter anderem STATI1-Proteine an Ygy
phosphorylieren (David et al., 1996). Weitere mogliche Kandidaten, die als 16sliche Faktoren
in Frage kdmen und die Aktivierung von STAT] induzieren konnten, wéren die
kostimulatorischen Proteine der TNF-Familie TNFSF4 und TNFSF18, welche IE1-abhéngig
bereits 24 h nach Induktion hochreguliert vorliegen (siche Tabelle 3.5). Die Liganden und
Rezeptoren der TNF-Familie sind an einer Vielzahl von immunregulatorischen Abléufen
beteiligt (Locksley et al., 2001). Experimentell konnte ein Mitwirken dieser Faktoren an der
IE1-abhédngigen ISG-Induktion unter anderem mit Hilfe von siRNA-basierten Knockdown-
Analysen ermittelt werden, in denen spezifische siRNAs gegen TNFSF4, TNFSF18 bzw.
EGF oder auch gegen die korrespondierenden Rezeptoren eingesetzt werden.

Des Weiteren wurde mittels IF-Analysen und zelluldren Fraktionierungen eine Anreicherung
von STATI im Zellkern IE1-exprimierender Zellen beobachtet (sieche Abb. 3.18 A und 3.20).
Vergleichbar mit der klassischen Jak-STAT-Signalkaskade, konnte auch hier eine
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vorangegangene Phosphorylierung von STATI die Homodimerisierung des Proteins
bewirken, woraufhin das parallele STATI1-Dimer von Importin-a5 gebunden und dadurch in
den Kern transportiert wird (Meyer & Vinkemeier, 2007; Reich & Liu, 2006; Sehgal, 2008).

Die nukledre Akkumulation von STAT1 konnte jedoch auch aufgrund einer Wechselwirkung
mit [E1 erfolgen. In diesem Zusammenhang wurde bereits gezeigt, dass IE1 mit dem stdndig
zwischen Kern und Zytoplasma pendelnden STATI1-Protein interagiert und so den
Transkriptionsfaktor im Kern sequestrieren kann (Paulus et al.,, 2006; Meinel,
unverdffentlichte Beobachtungen). Naheliegend wére auch ein Zusammenspiel aus beiden
Moglichkeiten: Aktives STATI transloziert Importin-abhéngig in den Zellkern und bindet
dort an IE1, wodurch die durchschnittliche Verweildauer im Kern verlangert wird. Das hétte
wiederum eine Anreicherung von STATI in diesem Zellkompartiment zur Folge. Die
essentielle Rolle, die IE1 in Phase II des Mechanismus einnimmt, kdnnte somit unter anderem

auch der Beitrag zur nukledren Retention von STATI sein.
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Abb. 4.1 Modell zum Mechanismus der IE1-abhéingigen ISG-Aktivierung. In Phase I stimuliert IE1 die
Sekretion eines 16slichen Faktors (einer oder mehrere, Faktor X), der in Phase II nach Bindung an seinen
Rezeptor womdglich eine Yo;- und S;,7-Phosphorylierung (pY, pS) von STATI induziert. Eine Beteiligung
von IFN-y mit Bindung an den IFNGR (IFN-y-Rezeptor) ist unwahrscheinlich. Das aktivierte und vermutlich
parallele STAT1-Dimer wird in den Kern transportiert, wo es im Komplex mit IE1 und mdoglicherweise
weiteren Faktoren an GAS-Elemente bindet und IFN-y-regulierbare Gene aktiviert.

Weiterfithrende ChIP-Analysen zeigten, dass STAT1 offenbar in Abhéngigkeit von IE1 an
Promotorbereiche IE1-regulierbarer Gene bindet (sieche Abb. 3.21). Dort induziert es

moglicherweise im Komplex mit IE1 und weiteren Kofaktoren die Transkription von Typ II
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ISGs. Die Aktivierung der Gene ist scheinbar abhidngig von GAS-Elementen im
Promotorbereich, was anhand von Luciferase-Reporter-Analysen innerhalb der Arbeitsgruppe
gezeigt wurde (Liike & Paulus, unveroffentlichte Beobachtungen).

Da nur ein kleiner Teil der Gene mit GAS-Elementen aktiviert wird, ist es sehr
wahrscheinlich, dass die Spezifitit des Mechanismus durch eine Beteiligung weiterer Proteine
wie beispielsweise PML, NF«B, IRF1 bzw. noch unbekannten Faktoren erreicht wird (sieche
Abb. 3.17).

Eine indirekte Beteiligung von STAT3 an der IE1-vermittelten Genregulation, die im Modell
allerdings nicht aufgefiihrt ist, wére ebenfalls in Betracht zu ziehen. Aufgrund von IF-
Analysen und zelluldren Fraktionierungen scheint STAT3 IEl-abhédngig im Zellkern zu
akkumulieren (siche Abb. 3.18 C, 3.20). Dort interferiert IE1 moglicherweise mit den
Funktionen von STAT3, da eine Herunterregulierung des Proteins in Kontroll-TetR-Zellen
eine IEl-dhnliche Genregulation bewirkt (siche Abb. 3.16 D). Aktuellen Vorstellungen
zufolge ist die Gleichgewichtsmenge von STAT1 und STAT3 in den Zellen ausschlaggebend
fiir die Antwort auf einen Stimulus. Diese beiden STAT-Proteine iiben in den meisten
Zelltypen antagonistische Funktionen aus, wie beispielsweise die Steuerung von
Entziindungsreaktionen oder die Regulation der Zellproliferation. Je nachdem, welches
STAT-Protein iiberwiegt, kann die Regulation in die eine oder andere Richtung erfolgen
(Regis et al.,, 2008). Somit konnte die Expression von IE1 zur Verschiebung des
Gleichgewichts der STAT-Proteine zugunsten von STAT1 beitragen und so die Aktivierung
der Typ II ISGs induzieren.

Zusammenfassend konnte fiir das hCMV IE1-Protein in dieser Arbeit erstmals eine bisher
einzigartige Modulierung einer der wichtigsten Signaltransduktionskaskaden beschrieben
werden. Weitere Studien werden kiinftig zusétzliche Erkenntnisse iiber die Interaktion von
IE1 mit der komplexen Jak-STAT-Signalkaskade liefern und einen Beitrag zum besseren
Verstindnis der Virus-Wirt-Wechselwirkung leisten konnen. Aber auch allgemeine
biologische Prozesse, wie beispielsweise die Interaktionen (,,crosstalk”) zwischen
verschiedenen Signalkaskaden, konnten durch weiterfiihrende funktionelle Untersuchungen
der IE1-abhingigen Genregulation mdglicherweise besser verstanden werden.

Zudem bietet sich auf der Grundlage der vorliegenden Arbeit IE1 als mogliche neue
Zielstruktur fiir antivirale MafBlnahmen an, die langfristig einen wichtigen Beitrag zur

Priavention und/oder Therapie von hCMV-assoziierten Krankheiten beisteuern konnten.
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5.2 Abkiirzungsverzeichnis

Soweit nicht anders verzeichnet, folgen die in dieser Arbeit verwendeten Abkiirzungen den
Empfehlungen des Duden, dem Gold Book der IUPAC (inklusive physikalische GroBen und
Einheiten)  (http://goldbook.iupac.org) und dem  White Book der JCBN

(http://www.chem.gmul.ac.uk/iupac/bibliog/white.html) (einschlieBlich Abkiirzungen der

Nukleotide und Aminoséuren).

ANKRDI ankyrin repeat domain 1 HBGI Hamoglobin Gamma A

BACmid  bacterial artificial chromosome hCMV humanes Cytomegalievirus

BLM Bloom-Syndrom HDAC3 Histondeacetylase 3

Bp Basenpaar hDaxx humanes Todes-Doménen assoziierte
Protein

BSA bovines Serumalbumin HESI1 hairy and enhancer of split 1

C4A complement component 4A HLA-DRA major histocompatibility complex, class II,
DR alpha

Cam Chloramphenicol HRP Meerrettichperoxidase

CBP CREB-Bindeprotein HRSP12  heat-responsive protein 12

CCDC3 coiled-coil domain containing 3 HSV-1 Herpes-Simplex-Virus

CCL11 C-C Motiv-Ligand 11 ICP infected cell protein

CD274 CD274-Molekiil IDO1 indoleamine 2,3-dioxygenase 1

CHI3L1  chitinase 3-like 1 IE immediate early

ChIP Chromatinimmunprézipitation IF Immunfluoreszenz

CHLI1 close homolog of L1 IF144L IFN-induced protein 44-like

CRM1 chromosome region maintenance 1 IFIT2 IFN-0-induced protein 54kDa

CSK cytoskeleton IFIT3 IFN-induced protein with tetratricopeptide
repeats 3

CTSS cathepsin S IFN Interferon

CXCL C-X-C Motiv-Ligand IFNGR IFN-y-Rezeptor

DAPI 4,6 Diamidino-2-phenylindol Ig Immunglobulin

DNA Desoxyribonukleinsdure IL Interleukin

dsRNA doppelstringige RNA IRF1 IFN regulatory factor 1

E early IRS internal repeat short

E.coli Escherichia coli ISG IFN-stimulated gene

EBV Epstein-Barr-Virus ISGF3 IFN-stimulated gene factor 3

EDNI1 Endothelin 1 ISRE IFN-stimulated response element

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure Jak Janus-Kinase

EGFP enhanced green fluorescent protein Kan Kanamycin

EGTA Ethylenglycoltetraacetat L late

EL early late LB Luria-Bertani

ELISA enzyme linked immunosorbent assay LIF Leukémie inhibitorischer Faktor

etal und andere Luc Luciferase

FBS fotales Rinderserum mCMV murines Cytomegalievirus

FFA Fluoreszenz-Fokus-Assay MIE major immediate early

FRT Flp recognition target MIEP major immediate early promotor

GAPDH  Glycerinaldehyd-3-phosphat- miRNA microRNA

Dehydrogenase

GB Glykoprotein B MOI multiplicity of infection

GBP Guanylat Binde-Protein mRNA messenger RNA

GL Glykoprotein L ND10 nukledre Doméne 10
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NFxB
NK-Zellen

NLS
NP

Nt
OAS1
oD
OSM
p.i.
PAGE

PBMC

PBS
PCR
PDE1A
PFA
PFU
PMA
PML

pp
pRB

PTGFR
q-RT-PCR
RASLI1A
RelA

rev
RISC
RLU
RNA
RNAi

nukledrer Faktor kB
natiirliche Killerzellen

nukledres Lokalisationssignal
Nukleoplasma

Nukleotid
2',5'-Oligoadenylat-Synthetase 1
optische Dichte

Oncostatin M

post infection
Polyacrylamidgelelektrophorese

mononukledre Zellen des peripheren
Blutes
Phosphat-gepufferte Kochsalzlsung

Polymerase-Kettenreaktion
Phosphodiesterase 1A
Paraformaldehyd

plaque forming unit

Phorbol 12-Myristat 13-Acetat
Promyelozytische Leukdmie
Phosphoprotein
Retinoblastom-Protein

Prostaglandin F Rezeptor

quantitative reverse Transkriptase-PCR
RAS-like, family 11, member A

virale reticuloendotheliosis oncogene-
Homolog A

Revertante

RNA-induced silencing complex
relative Lichteinheit

Ribonukleinsdure

RNA-Interferenz

RPL30
SCN3A

SDS
SERTAD4
SH2
shRNA
siRNA
SLC4A4
SOCS3
STAT

SUMO

TAP1
TCID
TEMED
TetR
TMODI
TN
TNFSF
TNXB
TRBP

Tris
TRS
TUBB
Tyk

UL
US
WB
wt
VA

Ribosomales Protein L30

sodium channel, voltage-gated, type 11,
alpha subunit
Natriumdodecylsulfat

SERTA domain containing 4
src-Homologie 2 Doméne

short hairpin RNA

small interfering RNA

solute carrier family 4

suppressor of cytokine signaling 3
signal transducer and activator of
transcription

small ubiquitin-like modifier

Transporter 1

tissue culture infectious dose
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Tetracyclin-Repressor

tropomodulin 1

hCMV-Stamm Towne
Tumor-Nekrose-Faktor Superfamilie
tenascin XB

HIV-transactivating response RNA-binding
protein
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
terminal repeat short

Tubulin

Tyrosinkinase

unique long
unique short
Western Blot
Wildtyp
Zytoplasma
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