AUS DEM LEHRSTUHL
FUR
MEDIZINISCHE MIKROBIOLOGIE UND HYGIENE
PROF. DR. DR. ANDRE GESSNER
DER FAKULTAT FUR MEDIZIN
DER UNIVERSITAT REGENSBURG

Generierung und molekulare Charakterisierung
rekombinanter humaner Zytomegalieviren mit
spezifischen Mutationen im Immediate Early 1-Gen

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizin

der
Fakultiat fur Medizin

der Universitit Regensburg

vorgelegt von

Eva-Maria Hauer

2011






AUS DEM LEHRSTUHL
FUR
MEDIZINISCHE MIKROBIOLOGIE UND HYGIENE
PROF. DR. DR. ANDRE GESSNER
DER FAKULTAT FUR MEDIZIN
DER UNIVERSITAT REGENSBURG

Generierung und molekulare Charakterisierung
rekombinanter humaner Zytomegalieviren mit
spezifischen Mutationen im Immediate Early 1-Gen

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizin

der
Fakultiat fur Medizin

der Universitit Regensburg

vorgelegt von

Eva-Maria Hauer

2011



Dekan: Prof. Dr. Dr. Torsten E. Reichert
1. Berichterstatter: PD Dr. Michael Nevels

2. Berichterstatter: Prof. Dr. Christian Maihdafne
Tag der mundlichen Prufung: 15. Dezember 2011



Meinen Eltern und Grof3eltern



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
1 ZUSAMMENFASSUNG. ... .o e e et e e et et e e eeennas 1
2 EINLEITUNG. ..o et et e e e e e n e e e e e e eenas 4
2.1 Das humane Zytomegali@VITUS ........coooi oottt e e e e e e e e eeees 4
2.1.1  KIGSSIfIZIBIUNG oottt e e e e e e e e e e e e et e e e e e e eeaeas 4
2.1.2  MediziniSChe ASPEKLE ......cccoi i ——————————— 4
2.1.2.1 oo L= 01T} oo 1= PR 4
2.1.2.2 KINISChE BEABULUNG ......cceeiieie e ceeeee ettt ettt e e e e e e e e e et e s s s s s rnn e e e e e e e e aeeeeaeeaanan 5
2.1.2.3 DiagnostiSChe MEthOUEN.............uuuiiirt et e e e e et e e e e e e e s e e s e s s s aerrr e e e rraaaeaaeaes 6
2.1.2.4 Antivirale Strategien und prophylaktische ANSA1Ze..........cccccvviiiiiiiiiiiiiieee e, 6
P2 0. T Y 4 4 To ] £ £ (1] (U PP PPTPP 7
214 GENOMSIIUKLUL ...ttt ettt et e e e e e e e e e e e s e e be b b eebe e et e e eeeaaaaaaaaaaaaeaanan 8
2.1.5  Viraler INfEKHONSZYKIUS .....coooiieie ettt e e e e e e e e 9
P2 T G R | R €= o o o o [ 4 (= P UUTRPRUTRPR 11
2.2 Methoden der HerpesViruUSMUIAGENESE ......... . eeeeeeaeeeiee ettt eeeaeeaaaae e e e e e aaeannneees 12
2.3 HCMY TEL-MULBINTEN ...ttt em oottt e e e e e e e et e et ee bt bs e e e e e e e e e eeeeaesnnnnnan 15
24 IR o o1 17
2.5 [ = Vo [=1S3 (=] 11 o o PSRRI 19
3 MATERIAL UND METHODEN......ccuuiiiiiii et 20
3.1 F N 1] oI o 1= PP PUURPURURRP 20
R 700 O R o 4 4= = T 1] o] o 1= PP 20
R 700 A S = (0 [ To F= U=V o120 4 o 1= S 20
3.2 U= 0 EST= LU= o PSP PRRT 21
R 770 R @ 1 [To o TF1 4 Yo 1T [ SRR 21
I T T 111 To [ PSPPSR 23
s B = 7 01 11T [ PRSP 24
3.3 Bakterienstamme und ZellliNIEN.........ouuviit oo 24
1 70 T R o oo | [0 = 11 41 0 =P UUUTPUUPRPPRR 24
3.3.2  Humane Zelllinie MRC-5.......u ettt e e e e e e e e 25
3.4 D\ Y 1T 1 g o o = o LU 25
3.4.1  Kultivierung und Lagerung VOB. COIFSTAMMEN..........ooiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 25
3.4.1.1 FIUSSIGKUITUIEIN. ... ettt e et e e e e e e e e e e e s anan b nb b eeeeeeeees 25
3.4.1.2 PIAttENKUIUIEN ...t ettt et et e e e e e e e e e e s eb e e e e e eeees 25
3.4.1.3 L€ )Y 74= T 4T 12U ][ (=] o OO 25
3.4.2  Praparation von doppelstrangiger DNA aus BaKterien. .......cccceeeeeeeeiieiiiivcccceieeeeee e 26
3.4.2.1 Isolierung von PIasmid-DINA .........ccooieiiieiire e s e e e e e e e e e s e e e e 26
3.4.2.2 Isolierung VON BAC-DINA ..ottt ememrte e e e e e e e e e e e e e s e s s s s s asrarrnrereeraeaaees 27
3.4.3  Konzentrationsbestimmung VON DNA ... e e e e e e 28
3.4.4  AQaroSegeleleKirOPNOIESE .......u e i 28

3.4.5  Polymerasekettenreaktion........ ... 29



Inhaltsverzeichnis 1

3451 QUANTILALIVE PCR ....iiii i cereee e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e e as
3.45.2 Mutagenese durch FUSIONS-PCR........... i ittt
3453  QUIKChaNGE-MULAGENESE. .........coeveeeeeeeeeeee e ememeee s ee e n s s s s e eeeneens
3.4.6  Klonierung VON DNA-FIagMENIEN ..........ciiet e eeeeeeeeeeeesississsssssnsressseeereereesaesssesannnnnnenns
3.46.1 Spaltung von DNA durch Restriktionsenzyme.....
3.4.6.2 Spaltung von BAC-DNA durch RestriktioNnSENZYME...........uvvveiveiiiiieeeeeeiiieiiieieinns 34
3.4.6.3 Isolierung von DNA-Fragmenten aus AgaroS€QeleN. .. v vveeirieiieeeeeeee e, 34
3.4.6.4 T = 110} o SRR 34
3.4.6.5 BakterientransSformation ............oooo oo 35
3.4.6.6 Charakterisierung rekombinanter KIONE. ...... o eoooiiiiiiiiiiiiiieeeee e 35
3.4.7 BAC-Mutagenese mit Hilfe von Transferkonstrukten..............coocoiiiiiiiiiiieeee e 36
3.5 Protein-MetNOEN ... ettt e e r e e e e e e aaaaaeaas 39
3.5.1 SDS-PolyacrylamidgeleleKtrophorese...... ..o 39
R VY o B AN g P |V TSP PPRPPRR 40
3.5.21 PrOtEINTTANSTEL ... ettt 40
3.5.2.2 Bindung des spezifiSChen ANtIKOIPEIS...... e eeeeieeeeeeeiieiiesieeccivsrreereeaaaeaee e 40
3.5.2.3 Detektion des Enzym-markierten SekundarantiKOrperS........ueevveveeeeeeeeeeiieeiieceeians 41
IR T | o |V 11 (o T3 (o] o= SRR 41
3.5.3.1 D= (1 o 41
3.5.3.2 Immunfarbung und MIKIOSKOPIE ..........c..o sttt e e e e e e 42
3.6 ZelKURUIVEITANTEN ..ot srb e e e st e e e e e snbbneeeeeean 42
3.6.1  Kultivierung humaner ZellNIEN ...........oo oot eee e 42
3.6.2  Bestimmung der ZeIZah! ............. i 43
3.6.3  Transfektion eukaryotischer Zellen durch Elektn@gion von BAC-DNA..........ccccoviviiieeenen. 43
3.6.4  Transfektion mittels LIPOfEKLION ...t 44
3.6.5  Ernten einer HCMV-Praparation..............ceueiiieiiiiiiiaiia e eeeeeee e e e e e e e e e e e e 44
3.6.6  Virustitration mit dem PlaqUeE-TEST ..........mmmmmerrrrrrrrriiirierieeeeeeeiesiasisiesrenrrerereeeeaaeaessesnnn 45
3.6.7  Sedimentation VON VIFIONEMN ........cuuiiiii s ceeee ettt e e e et e e e e e 45
3.6.8  Isolierung viraler DNA flreal-timePCR ...t e a e e e e e e e e e e e e e ennnneees 46
3.6.9  HCMV-WaChSIUMSKUINVEN .....coiiiiiiiiie it ceee sttt e e s s e e e e e e 46
3.6.10 Dual-LUuCiferase REPOIMEN ASSAY .............ommmmmmsrrrrrrrerertierteeaeeeaiesinniasnnressrereerreaaaeaeeaeannnn 46
4 ERGEBNISSE ... .ot e e e e e ea e e 48
4.1 LCT= oY= U 111 (0 =T o OO 48
4.2 Auswahl und Herstellung der ViruSMULANTEN.......cuuviviiiiiiiiiiieieeee e cesscnerreer e e e e e 50
o RV 0 1 o T= T 1 0 =T (0 [ o = o SRR 50
4.2.2  Beschreibung der HCMV-IEL-MULANTEN ........uuueeeeiiiiiiiiiiiineeeeeer e e e e e e e e e e s s eeeeeeees 50
4.2.3  Mutagenese der IE1-kodierenden Sequenz und Hergjader Transferplasmide..................... 57
4231 Herstellung von Transferplasmiden mit IE1-speglfer Exon 4-Substitution................. 57
4.2.3.2 Herstellung von Transferplasmiden mit IE1-speglier Exon 4-WT-Sequenz ............... 63
4.2.3.3 Herstellung von Transferplasmiden mit IE1-spegtiisn Exon 4-Punktmutationen ........ 66
4.2.4  Herstellung rekombinanter BACMIAE .......cooiiiiiiiiiiaiii e 71
4.2.5 Rekonstitution von HCMV-Partikeln aus BACMIA-DNA ........cooiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeceee e 75
4.2.6  SChIUSSTOIGEIUNGEN ... ettt e ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e nnnneees 76
4.3 Charakterisierung der HCMV-IEL-MULANTEN .......uviiiiiiiiieiieeee e e e e e e e 77
4.3.1  Quantifizierung infektioser ViruSPartikel. ... o .vieeieeeee i ee e e 77
4.3.2  Analyse von Strukturproteinen der ViruspartikKel............c.oooioviiiiciiiiiniieeieeeee e e e 80
4.3.3  Analyse der ViruSrepliKation.............uuuieeeeeieeeeii i iis s e e e e e e e e s eereeeeees 82
4.3.4 |El-abhangige subzelluldre Lokalisation viraled mellularer Proteine.............cccccvvvvvnee 87
4.3.5 Einfluss der Punktmutationen auf die transaktesielen Eigenschaften von IE1-72 kDa ....... 92

4.3.6  SChIUSSTOIGEIUNGEN ..eeeiiiiiiiiiiii et sttt ettt e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e annnneees 94



Inhaltsverzeichnis 11

5 DISKUSSION L.oiiiiiii ittt e e e e e e e e aa e e e s e eeeeaaaaees 96
5.1 Herstellung und Charakterisierung von HCMV-Mutanten ... 96
5.1.1  Herstellung von Virusmutanten mit Hilfe des BACSEIMS .........ccooviiiiiiiiiiiiiiiiee e, 96
5.1.2  Problematik der Titerbestimmung von ViruSmutanten...............cccceviiiieeeannniiniiieeeee 98
5.2 Neue Erkenntnisse zur Funktion des 72 kDa IEL-Pr@ins ..........cccccceeieeeaiiiiiiiiiiiiiieeeeeees 99
5.2.1  Verlust des 72 KDa IEL-ProteiNS .......cou ittt 99
5.2.2  Verlust spezifischer funktioneller Bereiche deskD& IE1-Proteins............cccveeeeeeerers . 100
5.2.2.1 Auswirkungen auf das Wachstumsverhalten ..o, 101
5.2.2.2 Domanen fir die Wechselwirkung des IE1-ProteinsAML-Korpern.............ccccvees 104
5.2.2.3 Domanen fir die transaktivierenden EigenschaftenlB1-Proteins............cccccvvvveeeen. 107
5.3 AUSDIICK e 109
6  ABKURZUNGSVERZEICHNIS......ccuiiiiitiieieecte ettt 111
LITERATURVERZEICHNIS
DANKSAGUNG

LEBENSLAUF
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1 Zusammenfassung

Das humane Zytomegalievirus (HCMV) gehort zur Soblie der p-Herpesviren und
zeichnet sich unter anderem durch eine strikte iBpgzezifitat und einen langsamen
Replikationszyklus aus. Trotz allgemein hoher Pligiva des Virus beschranken sich
HCMV-bedingte Gesundheitsschaden hauptséchliclinaminsupprimierte Patienten und
intrauterin infizierte Feten nach Priméarinfektionv Schwangeren. Die vorhandenen
Virustatika kdnnen wegen ihres unginstigen Nebdawigsprofils und des Auftretens
resistenter Virusstdmme nicht immer erfolgreich gesetzt werden, weshalb die
Entwicklung neuer Konzepte zur antiviralen Prawamtiund Therapie eine wichtige
Aufgabe darstellt. Hierfir sind das molekularbiotmipe Studium des Infektionszyklus
und der Einfluss kritischer viraler Komponenten wb@mentarer Bedeutung.

Die viralenmajor immediate-earlyMIE)-Proteine beeinflussen als Schlisselreguéatan
der initialen Phase der Infektion in entscheiden®égise den weiteren Verlauf der
HCMV-Replikation und Pathogenese. Das 72 kDa IEdtd?n (IE1) wird dabei als erstes
virales Genprodukt nach Infektion synthetisiert.akkumuliert in grol3en Mengen im Kern
der Wirtszelle und moduliert dort unter anderem@rmomatin-Struktur, die zellulare und
virale Genexpression sowie die Integritat subnukledMultiproteinkomplexe (PML
[promyelocytic leukemjeKorper).

Bisher beschriebene HCMV-Mutanten deuten auf eimghtige, aber nicht essenzielle
Rolle des IE1-Proteins fur die Virusvermehrung glliultur hin. Um die Konsequenzen
des spezifischen Funktionsverlustes der viralen-Gehprodukte eindeutig zu klaren,
wurden im Rahmen dieser Arbeit verschiedene Typan Mutationen sowohl in einem
etablierten Laborstamm (Towne, TN), als auch ireeirklinischen Primérisolatfusion
inducing factor x FIX) in das IEl-spezifische Exon 4 der HCMV MIE-
Transkriptionseinheit eingefuhrt. Einige davon téhriber eine Exon 4-Substitution zum
kompletten Verlust der Expression von IE1. Dariibgraus ist eine genaue Kenntnis
regulatorischer Proteindomé&nen innerhalb des Iieirs fur die systematische
Manipulation einzelner Funktionen unabdingbar. R#shwurden zusatzlich, durch
minimal invasiven Austausch von einem bis maximedi dNukleotiden an relevanten

Stellen des IE1l-spezifischen Exon 4, diverse veeitsutProtein-Motive gezielt
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ausgeschaltet. Zu diesem Zweck entstanden im e&tantt Transferplasmide mit der
jeweiligen Mutation im Bereich der IE1-Sequenz, oiieweiteren Verlauf mit Hilfe der
neuartigen BAC Hacterial artificial chromosomjeTechnologie, also Uber homologe
Rekombination mit infektiocsen HCMV-BACmiden iascherichia coli,die Generierung
IE1-mutierter HCMV-Genome ermoglichten.Diese wurden anschlielend zur
Rekonstitution von Viruspartikeln in permissiveinpéire humane Fibroblasten transfiziert.
Aus der erfolgreichen Produktion BACmid-abgeleitetéren konnte bereits geschlossen
werden, dass die punktmutierten IE1-Genprodukte diege HCMV-Vermehrung in
Zellkultur nicht absolut notwendig sind. Eine Rektitution der vollstdndig IE1-
defizienten Mutanten war hingegen nicht méglichhigaheinlich aufgrund eines IE1-
unabhangigen negativen Effekts eines transdomindriksamen Exon 2/3-kodierten
Proteins oder einer inhibitorischen Wirkung derAmstausch fir das Exon 4 integrierten
Genkassette.

Im né&chsten Schritt zeigten detaillierte Replikaskinetiken in infizierten humanen
Fibroblasten deutliche Unterschiede im Ausmald derméhrungskapazitat einzelner
Virusmutanten auf. So zog die Stérung des hochkuiesten zentralen Bereichs,
einschlief3lich eines vermuteten Leucinzippermotius,IE1 des TN- und FIX-Stammes
(Mutanten TN/FIX_L174P und TN/FIX_K192P) eine erheld eingeschrankte
Virusreplikation nach sich. Gleiches traf fir Crnal trunkierte IE1-Mutanten zu, denen
charakteristische saure Domanen fehlten (MutanteN/FIK_A373Stopp und
TN/FIX_E421Stopp). Dagegen spielte sowohl die Abalflang eines putativen
Zinkfingermotivs (Mutanten TN/FIX_C279A) als auclerdVerlust der Bindung an das
SUMO (small ubiquitin like modifigrl-Protein (Mutante TN/FIX_K450R) fur eine
effektive Virusvermehrung in Zellkultur keine RallElr die Virusmutante G476_Stopp,
bei der die am aufRersten C-Terminus gelegene Chirdviraledoméane des IE1-Proteins
deletiert wurde, ergab sich fur den FIX-Stamm aMi&typ-ahnliche, fur den TN-Stamm
jedoch eine leicht attenuierte Replikationskinetikwas Spekulationen Uber
stammspezifische Unterschiede zulasst.

Desweiteren konnte mit Hilfe immunfluoreszenzmilkmagischer Kolokalisationsstudien
bewiesen werden, dass keine der eingefihrten Pumktionen fir eine Kolokalisation
zwischen IE1 und PML-Korpern erforderlich ist. DAaisschaltung der SUMOylierung,

der Chromatinbindung sowie des putativen Zinkfingetivs zeigte aul3erdem Kkeinerlei
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Einfluss auf die IE1-vermittelte Auflosung der PNKGrper. Im Gegensatz dazu wurde
gezeigt, dass die Auflosung der PML-Korper in saikAbh&ngigkeit des vermuteten
Leucinzippermotivs erfolgt und auch bei Verlust dauren Domanen oder Stérung des
zentralen Bereichs im viralen Protein weitgehemdjeschrankt ist.

Schliel3lich wurde mit geeigneten EffektorplasmigenDual-Luciferase Reporter Assay
nachgewiesen, dass die Transaktivierung verscheedéromotoren durch IE1 deutlich
abnimmt, wenn die Struktur des C-Terminus oder d&snuteten Leucinzippermotivs
gestort ist. Die Transaktivatorkapazitat des vimaRroteins war jedoch bei Verlust des
putativen Zinkfingermotivs oder der SUMOylierungwmil unbeeinflusst.

Auffalligerweise waren sadmtliche Mutanten mit dealtém Wachstumsnachteil gegentber
dem Wildtyp-Virus auch in ihrer Fahigkeit zur Ausidng der PML-Kdrper und in ihren
Transaktivierungseigenschaften beeintrachtigt. ®i@eobachtung bestétigt, dass die
Zerstorung der potenziell antiviralen PML-Koérpemei mdgliche Erklarung fur den
attenuierten Phanotyp IE1-mutierter Viren darstellt

Insgesamt verdeutlichen die Ergebnisse dieser Arbdass dem HCMV IE1-Protein eine
wichtige Funktion im produktiven viralen Infektianglus zukommt, obwohl es,
zumindest fur die Virusvermehrung in Zellkulturchi absolut essenziell ist. Allerdings ist
davon auszugehen, dass IEl-defiziente oder -maiti€rten unter den stringenteren
Bedingungen naturlicher HCMV-Infektionen des Meresthapathogen sind. In diesem
Zusammenhang bieten sich IE1 und speziell einigehige beschriebenen Sequenzmotive

im IE1-spezifischen Exon 4 als potenzielle neudsiigkturen fur antivirale Strategien an.
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2 Einleitung
2.1 Das humane Zytomegalievirus
2.1.1 Klassifizierung

Das humane Zytomegalievirusuman cytomegalovirygkHCMV) (Smith 1956) gehért zu
den acht humanpathogenen Herpesviren und ste#t imten als humanes Herpesvirus 5
(HHV-5) den klassischen Vertreter dprHerpesviren dar, die sich durch eine strikte
Speziesspezifitdt, einen langsamen Replikationsgykind, wie alle Herpesviren, durch
lebenslange Persistenz auszeichnen. Der Name krbiner GroRenzunahme infizierter
Zellen (Zytomegalie) und wurde 1960 erstmals vedetrn(Welleret al. 1960). HCMV
zahlt aufgrund der Grol3e seines linearen doppetizén DNA-Genoms (> 230
Kilobasenpaare [kbp]) und der damit verbundenenehoKodierungsfahigkeit (> 200

Proteine) zu den komplexesten Viren, die wir kenfMacarski 2001).

2.1.2 Medizinische Aspekte

2.1.2.1 Epidemiologie

HCMV st ubiquitéar verbreitet, wobei der Mensch deiszige Reservoir darstellt. Die
Pravalenz steigt nach der Kindheit stetig an. Aligivom sozio6konomischen Status
variieren die Durchseuchungsraten von etwa 50% ndudtrie- bis fast 100% in
Entwicklungslandern oder in Bevolkerungsschichteih sohlechteren Hygienestandards
(Krech 1973; Kumaret al. 1979; Mocarski Jret al. 2007). Die Ubertragung erfolgt
horizontal tGber Tropfchen- und Schmierinfektion Beistausch von Kérperflissigkeiten
(Speichel, Urin, Blut, Zervix-, Samen-, Tranensékrevertikal Uber transplazentare
Infektion oder die Muttermilch sowie iatrogen im HRa@en von Bluttransfusionen und
Transplantationen (Doerr 1987). Nach der Primé&kitnda persistiert das Virus lebenslang,
unter anderem in Vorlauferzellen des hamatopoediscBystems (Smitlet al. 2005),
Monozyten (Soderberg-Nauclet al. 2001) und dendritischen Zellen (Reeetsl. 2005),
wobei immer wieder Phasen der Reaktivierung undistemten Virusausscheidung

auftreten kdnnen.
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2.1.2.2 Klinische Bedeutung

HCMV-Infektionen verlaufen bei Immunkompetenten steasymptomatisch, selten mit
einer  Mononukleose-ahnlichen  Symptomatik  gekenmmait durch  Fieber,
Hepatosplenomegalie, lkterus, Transaminasenanstiggnphadenopathie, atypischer
Lymphozytose, usw. Schwere Komplikationen kbnnemén dann auftreten, wenn das
Immunsystem des Infizierten geschwacht oder nodfhtnvollstandig ausgebildet ist
(Sinzgeret al. 1996). Bedingt durch die Infektion eines breitgrel@rums an Zielzellen
und hamatogene Dissemination kann in solchen Fglaktisch jedes Organ befallen
werden.

Eine Primarinfektion der Mutter in der FrihphaseeeiSchwangerschaft hat in etwa 40%
der Falle eine Infektion des Fetus zur Folge (Stat®B86). Davon bestehen bei etwa 10%
zum Zeitpunkt der Geburt schwere Symptome wie Hepagalie, lkterus, Panzytopenie,
Mikrozephalie, periventrikulare Kalzifizierung, Giaretinitis oder Hepatitis (Bopparet

al. 1992). Von den bei Geburt asymptomatischen 90%rdeauterin infizierten Kinder
entwickeln bis zu 25% Spatschaden wie psychomatwgi€ntwicklungsstérung, geistige
Retardierung oder Horverlust (Stagno 1986; Doer8719Fowler et al. 1997).
Dementsprechend stellt HCMV die haufigste Ursacledeburtsdefekte und Taubheit im
Kindesalter dar und ist mit einer Infektionsratenv0,2-2,2% aller Lebendgeburten
gleichzeitig die haufigste kongenitale virale Irtiek Uberhaupt (Pass 2001). Kommt es
wahrend der Schwangerschaft zu einer rekurrierenidégktion der Mutter, werden
maximal 2% der Kinder infiziert, davon zeigen bis 1% bei Geburt Zeichen einer
klinischen Manifestation (Stagret al. 1982). Durch peri- oder postnatale Infektion tUber
im Geburtskanal ausgeschiedenes Virus oder virtigadluttermilch sind hauptséchlich
Frihgeborene bedroht (Yeagsral. 1981).

Im Rahmen einer Immunsuppression nach einer Trantgilon solider Organe,
Stammzellen oder Knochenmark, kann es durch einemdHnfektion oder durch
Reaktivierung des persistierenden Virus zu schwengportunistischen, generalisierten
oder organbezogenen Erkrankungen wie interstititheumonie, Hepatitis, Kolitis oder
Affektion des zentralen Nervensystems kommen, die wit hoher Morbiditdt und
Mortalitdt einhergehen (Meyers 1989; Ljungmanh al. 2002). Vermutlich begunstigt
HCMV ebenfalls eine Dysfunktion oder Absto3ung deansplantates (Grattaet al.
1989; Yilmazet al. 1996). Auchaquired immunodeficiency syndrorf®lDS)-Patienten
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sind durch eine Priméarinfektion oder Reaktivieruegsonders gefahrdet. Hier stellte vor
EinflUhrung der sogenannten HAARTighly active antiretroviral therapyvor allem die
HCMV-Retinitis eine gefluirchtete Komplikation dar éeheret al. 1983).

Bei genetisch bedingter Immunschwache, wie dmwere combined immunodeficiency
(SCID)-Syndrom, konnen vergleichbare Krankheitdsild wie nach iatrogener
Immunsuppression vorliegen (Blackmanal. 2004). Daneben mehren sich die Hinweise
darauf, dass HCMV bei immunkompetenten Menschen nmAitteriosklerose,
Autoimmunerkrankungen, chronischen Entzindungenr odestimmten Tumorarten
assoziiert sein konnte (Hendmx al. 1990; Melnicket al. 1995; Cobbst al. 2002; Cinatl

et al. 2004, Elkindet al.2010).

2.1.2.3 Diagnostische Methoden

Diagnostische Methoden zum Nachweis einer bestemertCMV-Infektion und einer
Zytomegalie-assoziierten Erkrankung umfassen Vimmgehtung in  Zellkultur,
histologische Untersuchung, serologische Methotachweis des viralen pp65-Antigens
in Leukozyten und Detektion viraler Nukleinséaureritets quantitativer PCR (de Jorg
al. 1998). Die gebrauchlichsten Methoden zur Iderdiftn einer HCMV-Infektion und
zum Therapiemonitoring sind die Bestimmung der S4RNA mittels PCR und der

Nachweis einer pp65-Antigenamie.

2124 Antivirale Strategien und prophylaktischeAnsatze

Als antivirales Chemotherapeutikum steht routineigpnéf®als prophylaktischer oder
praemptiver Ansatz bei Transplantationen oder zurerdpie schwerer HCMV-
Erkrankungen bei Immunsupprimierten oder kongemit@ierten Kindern, in erster Linie
das Guanosinanalogon Ganciclovir zur Verfugung @racker 1996). In infizierten
Zellen wird es durch die viruseigene Kinase (UL8@Kjiviert (Sullivanet al. 1992) und
fuhrt in triphosphorylierter Form wahrend der wvaal DNA-Replikation zum
Kettenabbruch (Matthewst al. 1988; Oramet al. 1998). Kann Ganciclovir aufgrund von
Nebenwirkungen (z. B. Myelosuppression) oder ResmEntwicklungen nicht mehr
eingesetzt werden, sind als Alternativpraparatec&oet (Phosphoameisensaure) (Chrisp
et al. 1991) und Cidofovir (Cytidinanalogon) (Hinkkg al. 2000) erhéltlich, die ebenfalls

die virale DNA-Polymerase hemmen. Deren Einsata vi@doch vor allem durch ihre
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Nephrotoxizitat limitiert. In Zukunft kdnnten besseertragliche Praparate mit anderem
Wirkansatz wie Maribavir Abhilfe schaffen (Bira al.2002; Andreiet al.2009).

Zur passiven Immunisierung stehen HyperimmunglaobBliaparate zur Verfigung, fur die
zwar keine generelle Indikation im Rahmen von Tpéarstationen besteht (Hodsen al.
2007), die jedoch vor allem bei Auftreten eineerstitiellen Pneumonie in Kombination
mit Ganciclovir eingesetzt werden kénnen (Couch2@@0). Eine adoptive Immuntherapie
mit HCMV-spezifischen CD8zytotoxischen T-Lymphozytenzellklonen von seropesi
Donoren senkte zwar das Risiko einer CMV-Erkrankunigei allogenen
Knochenmarktransplantationen, wird jedoch nichtirmmaliig angewendet (Riddel al.
1992; Walteret al. 1995; Einselest al. 2002). Ein wirksamer praventiver Impfstoff gegen
HCMV existiert bislang nicht. Studienergebnisse Wakzinationsversuchen mit lebenden
attenuierten Stdmmen (z. B. Towne [TN]), immunogen@lykoprotein-Bereichen,
rekombinanter Plasmid-DNA oder Vacciniavirus-Vektomit inserierten HCMV-Genen
waren unbefriedigend oder bleiben abzuwarten (ADS5; Plotkin 2001).

Nicht selten stellt deshalb die Behandlung CMV-hgter Erkrankungen eine grol3e
medizinische Herausforderung dar. Das molekulaogisthe Studium der komplexen
HCMV-Zell-Wechselwirkungen ist deshalb nicht nurnvundamentaler Bedeutung fur
das Verstandnis viraler Pathogeneseprozesse, sonsletlt auch eine essenzielle
Grundlage fir die Entwicklung neuer antiviralera&#gien dar.

2.1.3 Virionstruktur

HCMV weist die typische Morphologie von Herpesvireauf (Abb. 2.1). Die
elektronendichte, innere Strukturkomponenter§) der etwa 200 nm grofR3en Virionen
besteht aus einem DNA-Komplex und besitzt einencbuesser von etwa 75 nm. Sie
wird von einem ikosaedrischen Kapsid umgeben, vesichich aus 162 Kapsomeren
zusammensetzt und einen Durchmesser von etwa 1Q0miasst. Zwischen Nukleokapsid
und Lipidhulle ist das sogenannte Tegument lolatisieine amorphe, hauptsachlich aus
Phosphoproteinen bestehende Proteinmatrix. Dresedi¢®hosphoproteine werden als
ppl50 (ppUL32), pp28 (ppUL99) und pp65 (ppUL8B3) delanet, wobei ppl50 als
Antigen in bis zu 90% der Seren von HCMV-positiveatienten detektiert werden kann
(Landini et al. 2000) und pp65 bis zu 95% der Proteinmasse deani@gs ausmacht
(Gibsonet al.1984).
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Die Virushulle besteht aus einer etwa 11 nm didkgimddoppelschicht mit eingelagerten
zellularen und viralen Glykoproteinen (Toogeal. 1993). Diese vermitteln das Anheften
der Viren an den zellularen Rezeptor und leiten Eision der Virushille mit der
Zellmembran ein. Durch ihre exponierte Positionllete sie ein Hauptziel fir

neutralisierende Antikdrper im infizierten Wirtsargsmus dar.

Nukleokapsid

Tegument

Doppelstrang-DNA

:‘ ? = Lipidmembran = . .

o4
-+

\ 4

200 nm

Abb. 2.1: Elektronenmikroskopische und schematischB®arstellung des HCMV-Partikels. Die
innerste Strukturkomponente des Virus besteht amere DNA-Komplex ¢€ore), umgeben vom
Kapsid. Zwischen der Lipidhille mit eingelagertefiidéren und viralen Glykoproteinen und dem
Nukleokapsid befindet sich die Tegumentschi€hti( Reschke, 1994).

2.1.4 Genomstruktur

Das doppelstrangige, lineare DNA-Genom des HCMVKAD.2) hat mit etwa 230 kbp
Lange die groRte Kodierungskapazitat aller humdrggenen Viren (Cheet al. 1990).
Das Genom besteht aus einem langenque long UL) und einem kurzerufique short
US) nicht-repetitiven Abschnitt. Diese werden durelpetitive Sequenzen voneinander
getrennt ipternal repeat shortIRS bzw.internal repeat longIRL) und an den Enden des
Genoms begrenzttgrminal repeat short TRS bzw.terminal repeat long TRL). Im
Verbindungsbereich zwischen IRS und IRL sowie an @enomenden befinden sich in
Anzahl und Lange variable, sogenannte a-Sequertiech deren Rekombination vier
iIsomere Genomformen entstehen kdnnen, die in adararoVerteilung in allen HCMV-
Populationen vorliegen (Mocarslkdt al. 2001). Basierend auf der oben beschriebenen
Nomenklatur erfolgt die Benennung der viralen Ggemali ihrer Lokalisation im Genom
mit den Prafixen TR, IR, UL und US, wobei die Ledenen fortlaufend durchnummeriert
werden (Spaetet al. 1994).
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a TRL IRL alRS TRS a
UL us

Abb. 2.2: Schematische Darstellung der HCMV-Genomaganisation. Das Genom von HCMV
umfasst zwei nicht-repetitive Segmente, das Uhique long und das USunique shoit Segment,
welche an den Enden von repetitiven Sequenzen,TéRer(TRL, terminal repeat long;TRS,

terminal repeat shoytund IR (IRL, internal repeat long;IRS, internal repeat shojtbegrenzt
werden. Die Rekombination der a-Sequenzen redultister isomeren Genomformen.

2.1.5 Viraler Infektionszyklus

In kultivierten humanen Fibroblasten dauert einektibnszyklus von HCMV von der
Adsorption bis zur Freisetzung der Tochtervirenae@®® h. Die initiale Anlagerung des
Virions erfolgt durch relativ unspezifische Intetiakk mit Heparansulfatproteoglykanen
der Zelloberflache (Comptoet al. 1993). Dadurch wird die nachfolgende spezifische
Bindung viraler Glykoproteine an einen zellularegzBptor ermdglicht, der bislang jedoch
nicht eindeutig identifiziert werden konnte. Im Ahtuss daran fusionieren die
Membranen von Virus und Wirtszelle in einem pH-umigigen Prozess (Comptenal.
1993), wodurch die nackten Nukleokapside ins Zy@spla gelangen. Die Kapside werden
vermutlich, analog zu Herpes Simplex Virus Typ 1S{H1), mit Hilfe des zellularen
Motorproteins Dynein an den Mikrotubuli entlang zdeillkern transportiert (Sodeit al.
1997). Nach Bindung der Kapside an die Kernporel die Virus-DNA ins Nukleoplasma
abgegeben (Ojalat al. 2000) und wahrscheinlich zunachst zirkularisietKeminaet al.
1983; Markset al. 1984). Die kaskadenartig ablaufende Transkriptioraler Gene
(Honesset al.1974; Emeryet al. 1990; Mocarski Jret al.2007) sowie die Replikation des
DNA-Genoms, finden an ,Replikationszentren® in lmshten subnukledren Regionen der
infizierten Zelle statt (Penfoleét al. 1997). Diese kdnnen durch Kolokalisation viraler
Proteine (ppUL44) identifiziert werden.

Die Transkription im sehr friheninfmediate early IE) Stadium (bis etwa 3 h nach
Infektion) fuhrt zur Synthese regulatorischer Progeund ist unabhéngig von der
Expression anderer viraler Proteine. Die Aktivigguheser Gene wird tberwiegend durch
den major IE (MIE)-Promotor reguliert. Er zahlt zden starksten bekannten
eukaryotischen Promotoren und wird durch zellulénel virale Faktoren transaktiviert.
Die IE-Genprodukte leiten daraufhin die zweite Kadk der Genexpression ein, die friihe
(early, E) Phase (3 bis etwa 24 h nach Infektion). Dalmeden die E-Transkripte gebildet,
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die unter anderem fur die virale DNA-Polymerase Upp4) und deren
Prozessivitatsfaktor (ppUL44) kodieren (Mocarskial. 2001). Das Einsetzen der viralen
DNA-Replikation (etwa 24 h nach Infektion), die ilvegend nach denmmolling circle-
Mechanismus erfolgt (McVoyet al. 1994), eroffnet die spateate, L) Phase der
Virusvermehrung, wahrend der besonders Strukturkompten des Viruspartikels, wie
das Tegumentprotein pp150 und virale Kapsid- und@iroteine synthetisiert werden.

Die Morphogenese der Tochtervirionen beginnt imlkéeh mit dem Zusammenbau der
Kapsidstrukturen, in die spater virale DNA eingeldgwird. Man unterscheidet
entsprechend elektronenmikroskopischer Kriteriezi #apsidformen, die A-, B- und C-
Kapside (Gibson 1996). B-Kapside werden als Vodéder A- und C-Kapside angesehen.
Wahrend DNA-freie A-Kapside durch fehlerhaftes \@ken der DNA entstehen,
resultiert die korrekte Umhillung der Genomeinheite der Bildung reifer C-Kapside.
Wahrend der sogenannten Transportknospung verlatiseKapside den Zellkern und
erreichen zunéchst die perinukleare Zisterne, wadee temporare, von der inneren
Kernmembran abgeleitete Lipidhtlle angelagert WiRddsaket al. 1989). Diese fusioniert
anschlieBend mit der aufBeren Kernmembran, wodurabkt® Nukleokapside ins
Zytoplasma transloziert werden. Ihre endgultigeltd@mbran erhalten die neu gebildeten
Virionen letztlich an Membranen des Trans-Golgi2\wetrks oder des frihen tubularen
Endosoms im Zuge der sogenannten Reifungsknospliogz¢ et al. 1993). Hierbei
entstehen durch Abschnlirung von Transportvesikedpsitie mit doppelter Lipidhlle.
Die aul3ere der beiden Hullen fusioniert mit dersRPlamembran, so dass reife, einfach

umhdllte Virionen aus der Zelle freigesetzt wer@@&hb. 2.3).

2ok
L

&
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Abb. 2.3: Schematische Darstellung des HCMV-Infekanszyklus Nach spezifischer Interaktion
des Virus mit seinem Rezeptor fusioniert die virailgidhille mit der Zellmembran und gelangt
zum Zellkern. Dort wird die virale DNA in den Zedlkn geschleust, kaskadenartig exprimiert und
nach denrolling circle-Mechanismus repliziert. Nach dem Zusammenbau dgasidstrukturen
wird die DNA verpackt. Die Kapside durchlaufen di€ransportknospung und die
Reifungsknospung und werden schlie3lich nach Fusitrder Zellmembran einfach umhillt aus
der Zelle freigesetzt. Die Pfeile kennzeichnen @leamsport von Parental- und Tochterviren und
den Transportweg zellularer und viraler Glykopnogei Abkiirzungen: ER = endoplasmatisches
Retikulum, G = Golgi-Apparat, N = Zellkern, NM = kledre Membran, TE = tubuldres Endosom
(OM. Reschke, 1994).

2.1.6 IE-Genprodukte

Die wichtigste Gruppe von HCMV I|E-Produkten bilddie IE1- und IE2-Proteinfamilien,
die von der viralen MIE-Transkriptionseinheit expiert werden. Die kodierende Sequenz
der 72 kDa-, 17,5 kDa- und 19 kDa IE1-Proteinetehtsdabei durch alternatives Spleil3en
aus den Exons 2, 3 und 4. Demgegeniber besteltDiNA des IE2-Proteins aus den
Exons 2, 3 und 5 (Abb. 2.4) (Baracchatial. 1992; Spector 1996; Shirakaghal.2002).

MIE-
Promotor ATG PolyA PolyA

IE1-19 kDa './\I:I

Abb. 2.4: Die HCMV MIE-Region. Die Grafik zeigt die MIE-Transkriptionseinheit nitiren
Exons 1-5, dem Startcodon (ATG) sowie Polyadenyfigsstellen (PolyA). Kodierende Exons
sind farbig dargestellt. Kirzlich identifizierte I8i8varianten der IE1- und der IE2-Proteinfamilie
sind abgebildet (modifiziert nach Awasttt al. 2004). Die IE1-Proteinfamilie umfasst ein 72 kDa
Haupt- und ein 19 kDa Nebenprodukt, die von Seqerener Exons 2 bis 4 kodiert werden.

IE2 ist ein nukledres Phosphoprotein, das durchaleowe Bindung an die Ubiquitin-
Homologe SUMO-1 und SUMO-2 modifiziert werden kghtofmannet al. 2000; Ahnet

al. 2001; Leeet al.2003). Es fungiert wahrend der Infektion sowoblldauptaktivator der
viralen Genexpression (Castillet al. 2002), als auch als Repressor des MIE-Promotors
(Stenberg 1996) und ist an der Blockade des Zdlizylter Wirtszelle beteiligt (Wiebusch
et al. 1999).
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Das 72 kDa IE1-Protein ist das erste Protein, dab ier Infektion neu synthetisiert wird.
Es wird, wie IE2, ebenfalls durch Phosphorylierwmgl SUMOylierung posttranslational
modifiziert und akkumuliert in groRen Mengen im Keter Wirtszelle (Mocarsket al.
2001). Dort kolokalisiert IE1 mit subnukledren Mpibteinkomplexen weitgehend
unbekannter Funktion, die als PML-Korper bekanmidsilm Verlauf der Infektion
induziert es deren vollstandige Auflosung (Koriethal. 1996; Ahnet al. 1997; Nevelst
al. 2004). Weiterhin interagiert IE1 mit zellularemr@matin (Lafeminaet al. 1989), was
mit der Rolle von IE1 als transkriptionellem Aktioa zellularer und viraler Gene in
Verbindung stehen konnte (Castillet al. 2002). So kann IE1 die IE2-vermittelte
Transaktivierung verschiedener viraler E-Gene staigMaloneet al. 1990), autoreguliert
den MIE-Promotor positiv tUber MB-Bindungsstellen (Cherringtoret al. 1989;
Sambucettiet al. 1989) und aktiviert einige zellulare PromotoreranBben wurden IE1
auch antiapoptotische, mitogene, mutagene und @megktivitdten zugeschrieben (Zhu
et al. 1995; Sheret al. 1997; Castilloet al. 2002). Desweiteren wird IE1-72 kDa eine
intrinsische Kinaseaktivitat nachgesagt. Demnacimk&1 sich selbst, E2F-1, -2, -3 sowie
pl07 und pl30 phosphorylieren (Pajowt al. 1997). Generell GUbernimmt das virale
Protein vermutlich eine Schlisselrolle wahrendfdénen Phase der HCMV-Infektion, zu
der auch die Blockade der Induktion Interferon-imduer antiviraler Gene durch IE1
malf3geblich beitragt (Kraugs al.2009).

Weitere |IE-Genprodukte sind UL36, UL37, TRS1/IRSdWS3, die bei Genregulation,
Inhibition der Apoptose und Modulation der zell@@rMHC najor histocompatibility
comple) Klasse I-Expression eine Rolle spielen (Stagtlal. 1992; Jonest al. 1996;
Hayajnehet al.2001; Skaletskayat al.2001).

2.2 Methoden der Herpesvirusmutagenese

Das zufallige Einfihren von Punktmutationen in Mr&enome ist ein probates Mittel, um
eine grol3e Zahl von Virusmutanten zu produzierde, ahschlieRend phanotypisiert
werden konnen. In den frihen “80er Jahren wurde Mi¢hode der zielgerichteten
Mutation individueller Gene fur HSV-1 etabliert urgpater fir andere Herpesviren
tubernommen (Pogt al. 1981). Seither gestattet es die Insertion einéskB@nsmarkers,
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unter Mithilfe des DNA-Rekombinations- und Reparapparates der eukaryotischen
Zelle, bestimmte virale Gene zu modifizieren oder deletieren und die daraus
resultierenden Virusnachkommen zu subklonieren aanttureinigen (Mocarskit al.
1996). Diese Mutagenesestrategie ist jedoch selwaadig und teilweise sogar
unmadglich, wenn Virusmutanten einen deutlichen Vgaahnsdefekt aufweisen. Zudem
koénnen Deletionsmutanten essenzieller Gene aueBtibh auf Zelllinien produziert
werden, die das betreffende Genprodoktanskomplementieren (DeLucet al. 1985).

Ein neuer Ansatz fur die Erforschung herpesvir@lenome wurde etwa zehn Jahre spater
vorgestellt: Die Klonierung des gesamten viralem@es zusammengesetzt aus mehreren
Uberlappenden Cosmidklonen, was die direkte Maatmr klonierter Segmente in
E. coli, also unabhéngig von eukaryotischen Zellen, erimidigivan Zijl et al. 1988).
Durch Kotransfektion der linearisierten UberlappandCosmide werden unter ginstigen
Bedingungen vollstandige rekombinante infektioseeNiin Zellen generiert. Ein Vortell
dabei ist, dass die Selektion gegen das Ausgamgswegféllt, da nur die gewlinschten
Virusmutanten generiert werden. Nachteilig ist sbwidie genetische Instabilitat einiger
Cosmide, als auch die Notwendigkeit vieler Rekoratansereignisse um infektiose
Virus-DNA zu rekonstruieren. Beides kann urséchfighunerwiinschte Mutationen sein.
In der Genetik begrenzte oftmals die geringe Gnagfde Plasmiden und Cosmiden deren
Nutzen fur die Entschlisselung grofRer Saugergenddsiere Klonierungsvektoren
vermodgen auch groBe DNA-Fragmente aufzunehmen,nearwsind die kinstlichen
Hefechromosomenyéast artificial chromosomeg¥ ACs]) mit einer Kodierungskapazitat
von mehr als zwei Megabasenpaaren die grol3ten @arh894). Kirzlich wurden
Vektoren entwickelt, die auf bakteriellen mini-Fe(Elitats)-Plasmiden basieren und, in
Analogie zu den YACspacterial artificial chromosome$BACs, BACmide) genannt
wurden (Shizuyaet al. 1992; Adleret al.2003; Warderet al.2011). F-Plasmide sind etwa
100 bis 250 kbp groRRe, ringférmig geschlossene tgeme Elemente und stellen
mittlerweile die Vektoren der Wahl bei der Kloniags sogenannter eukaryotischer
Genom-Bibliotheken dar. Sie replizieren autonom liaden in einfacher Kopie in der
Bakterienzelle vor. Der F-Faktor ist Voraussetztiimgdie bakterielle Konjugation und fur
den genetischen Informationsaustausch unter Protary So konnen BACmide fremde
DNA-Sequenzen in einer GroRe von bis zu 300 kbmetuhen, sind einfach in der

Handhabung und relativ stabil. Selbst die herpatir Genome kdénnen als BACmide
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kloniert werden. Das murine Zytomegalievirus (MCMWpgr das erste Beispiel daflr
(Messerleet al. 1997). Seither wurde die BAC-Technologie unteremach fir HCMV
(Abb. 2.5), HSV-1 und Pseudorabiesvirus (PRV) greich etabliert (Borset al. 1999;
Smithet al.2000; Saeket al.2001). Weil die Klonierung des gesamten viralem@as in
BACmide jedoch auf3erst kompliziert wéare, wurde miethr die BAC-Kassette mit dem F-
Plasmid durch homologe Rekombination in eukarybt@isc Zellen in das Virusgenom
integriert. Wahrend der Replikation zirkularisields lineare doppelstrangige Genom der
Herpesviren (Pfulleet al. 1996) und die Isolierung ringférmiger Replikatiorisrmediate
ermdoglicht es, mit dieser DNA. coltZellen zu transformieren, die daraufhin das virale
Genom stabil als F-Plasmid vermehren. Der gro3teeéduviraler BACmide liegt jedoch
nicht in der bakteriellen Vermehrung, sondern inr deon eukaryotischen
Zellkultursystemen géanzlich unabhéngigen Manipbbekeit mittels des bakteriellen
Rekombinationsapparates. Durch die klonale SelekitioBakterien kommt es Uberdies
nicht zur Kontamination mit Wildtyp (WT)-Virus-DNAyas sogar eine Anzichtung stark
attenuierter Virusmutanten ermdoglicht. Zur Vermeigwnerwinschter Rekombinationen
Uber repetitive Sequenzmotive im Genom von Herpesvsollten Herpesvirus-BACmide
in E. colkStdmmen propagiert werden, in denen das recABCERKombinationssystem
nicht funktionell ist (Shizuyaet al. 1992). Mutagenisierte virale BACmide konnen in
ausreichender Menge aus den Bakterien prapariedeweNach Transfektion dieser DNA
in permissive eukaryotische Zellen lasst sich daxchgtumsverhalten oder der Phanotyp
der Virusmutantein vitro bestimmen. Auf diese Weise wurden bereits zalflesic
Informationen tiber Herpesviren gewonnen (zur Ubhts{Bruneet al.2000)).

parB parA repE ori Cm' GFP
" N | L F

\
(— . - _{_.]
U, UL122 UL123 Us

(IE2) (IE1)

Abb. 2.5: Genom-Struktur eines HCMV-BACmids. Die F-Plasmid-Sequenzen umfassen
Replikations- und Partitions-FunktionerefE, parA und parB), den Replikationsursprungr),
das Chloramphenicol-Resistenzge@n{) sowie eine eukaryotische GFRjyréen fluorescent
protein-Expressionskassette. Aul3erdem ist der BereichUldiP2 (IE2) und UL123 (IE1) in der
UL-Region des HCMV-Genoms abgebildet (modifizieath (Leeet al. 2004)).
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2.3 HCMV IE1-Mutanten

Bisher wurden in der Literatur nur wenige IE1-sfisghe HCMV-Mutanten beschrieben.
Davon am besten charakterisiert ist die CR208-MetdGreavest al. 1998), die durch
homologe Rekombination in eukaryotischen Zellenegient wurde und bei der das IE1-
spezifische Exon 4 der MIE-Region entfernt wurdeese 1413 bp umfassende Deletion
sollte nur IE1-Genprodukte betreffen, da die MIEBES 2, 3 und 5, sowie wichtige
Splei3stellen und andere Signale zur Herstellurysigezifischer Transkripte unberihrt
blieben. Funktionelle Untersuchungen dieser Mutanteumanen Fibroblasten deuteten
erstmals darauf hin, dass das IE1-Protein einelSsélfunktion wahrend der sehr friihen
nukledren Phase der HCMV-Infektion einnimmt. Inkdgssen zeigt die CR208-
Virusmutante schwere Replikationsdefekte, die miiere globalen Blockierung der
Expression viraler E-Gene korrelieren (Greageal. 1998; Gawret al.2002; Nevelst al.
2004) und am ausgepragtesten ungéngle hit-Bedingungen sind, wenn Zellen von nur
jeweils einem einzelnen Viruspartikel infiziert wlen (ultiplicity of infection[MOI] < 1
plaque forming unifPFU]/Zelle). Hingegen verhalt sich das CR208-¥inach Infektion
mit mehreren infektiosen Partikeln pro Zelle (MO1 PFU/Zelle) WT-ahnlich (Greaves

al. 1998; Gawret al. 2002). Dieser MOI-abhangige Phanotyp der IE1-Migt&dnnte in
einem gesteigerten Angebot an viralen Transkrigf@ktoren aus dem Virustegument (z.
B. pp71 und pTRS1/pIRS1) bei hoher MOI begrindet. stusatzlich oder alternativ dazu
resultiert die vermehrte Anzahl viraler Genome pgedle bei hoher MOl mdglicherweise
in einer beschleunigten und/oder erhthten Expressimler IE-Proteine (z. B. IE2),
welche das Fehlen von IE1 kompensieren konnte.

Da also ein komplettes Fehlen des IE1-Proteins zdest konditional zu deutlich
eingeschrankter Virusvermehrung in Zellkultur firetgibt sich als nachster Schritt die
Frage, ob sich dieser Funktionsverlust durch M&difon spezifischer Bereiche der IE1-
spezifischen Exon 4-Sequenz reproduzieren lasgl Daisste man Phantoypen von Viren
charakterisieren, bei denen nur gewisse AbschdéteMIE-Sequenz verandert oder gar
nur Punktmutationen an relevanten Stellen eingébracirden. In der Literatur gibt es
dazu erst wenige Beitrage. Beispielsweise findet uli@ Beschreibung von IE1-K450R-
Virusmutanten der Stamme AD169 (Nevelsal. 2004) und TN (Leeet al. 2004), die
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beide Uber ortsgerichtete Mutagenese hergestetilemuund teils attenuiertes Wachstum
aufweisen (Tab. 2.1).

Mehr Informationen ergaben sich aus Transfektiamieh mit mutierten IE1-Proteinen.
Hier konnten einige wichtige Sequenzbereiche inalbrdes IE1-Proteins mit bestimmten
Funktionen oder Eigenschaften des IE1-Proteinszassowerden: Beispielsweise die
SUMOylierung von IE1 mit dem Lysinrest an StelleD4des Aminosaurecodes oder die
Fahigkeit zur Auflésung von PML-Koérpern mit dem loswrest an Stelle 174. Es ist jedoch
essenziell, samtliche Auswirkungen von Mutationes tE1-Proteins nicht num vitro zu
untersuchen, sondern im Kontext einer authentischeien Infektion. Lange Zeit war
dies sehr schwierig, weil es technisch fast unnctgiar, in das grofie HCMV-Genom
genau definierte Mutationen einzubringen. Hier feigte die Entwicklung der BAC-
Technologie (2.2) neue Mdglichkeiten zur Mutagenese Herpesviren. Die vorliegende
Arbeit beschreibt die Etablierung dieser Technikdar Arbeitsgruppe. Auf diese Weise
wurden eine |El-defiziente HCMV-Virusmutante und eb&n verschiedene
Viruspunktmutanten des laboradaptierten Stammessd@Me des klinischen FIX-Isolats
generiert. Mit der Charakterisierung der Phanotygeser Virusmutanten kénnen neue
Aussagen zu funktionell relevanten Genombereichaarhalb der IE1-spezifischen Exon
4-Sequenz getroffen werden. Langfristig gesehenntgin diese Informationen von
entscheidender Bedeutung fur die Entwicklung vorat8gien zur gezielten antiviralen

Pravention oder Therapie sein.

Mutation in der

IE1-Mutante MIE-Sequenz Phanotyp Quelle
CR208 1413-bp Deletion von Exon 4 MOIl-abhangig (Greaveset al.1998)
K450R Punktmutation K450R in IE1| attenuiert (Nevelset al.2004)

IE1 (K450R) Punktmutation K450R in IE1| rekonstituierbar (Leeet al.2004)
IE1(A421-475) | Deletion der aziden Doméang MOIl-abhéngig (Huh et al.2008)

Deletion der aziden und serin- .
TNdIIE1AD1-S/P prolin-reichen Domane attenuiert (Krausset al.2009)

Tab. 2.1: Ubersicht iber bereits bekannte HCMV IE1Virusmutanten.
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2.4 PML-Korper

PML-Koérper werden auch aBML oncogenic domain@ODs) odemnuclear domain 10
(ND10) bezeichnet und sind nukleére spharischeiptoleinkomplexe von 0,3 bis 1,0 um
Durchmesser (Ascokt al. 1991) (Abb. 2.6). Sie wurden urspriinglich 1960 Hiife der
Elektronenmikroskopie entdeckt (de Thet al. 1960) und liegen in nahezu jedem
eukaryotischen Zelltyp in einer Anzahl von ungefaéinn bis 20 vor. Typischerweise sind
sie im Interchromatinraum lokalisiert und mit dezriimatrix assoziiert.

PML-Korper sind an einer Vielzahl zellularer Vorggn beteiligt, einschlief3lich
Zellproliferation, Regulation der Transkription, @&pmose, Interferonantwort und
Aufrechterhaltung der Stabilitat des Genoms (&wal. 1994; Quignoret al. 1998; Wang

et al. 1998; Zhonget al. 2000; Carbonet al. 2002) (Abb. 2.6). Aktuellen Vorstellungen
zufolge dienen sie ebenfalls der reversiblen Seeictg nukledrer Proteine wie PML,
Sp100, Daxx, CBP und dem Ubiquitin-&hnlichen ProtBUMO-1 (Ishovet al. 2004).
PML ist dabei als definierender Bestandteil anzaeelFehlt es, kdnnen auch andere
Komponenten nicht in die Kerndomanen lokalisieren.

Interessanterweise fihrt die chromosomische Traastm t(15;17) zwischen den fir
PML und denretinoic acid receptora (RARa) kodierenden Genen zum Ausbruch der
Akuten Promyelozyten-Leukamie (APL). Dabei bewidds entstehende Fusionsprotein
PML-RARa die Auflésung der PML-Kérper (Daniet al. 1993; Dycket al. 1994; Weiset

al. 1994). Die Integritat der PML-Ko6rper wird auch hefektionen durch einige DNA-
Viren wie Adenoviren, HSV-1 und EBV (Epstein-Barird¥s) gestort (Everettt al. 1994;
Carvalhoet al. 1995; Bellet al. 2000). Eine Strukturveranderung der PML-Ko6rperesth
also sowohl fur zellulare Prozesse als auch im daufaler Infektionen eine wichtige
Rolle zu spielen, wobei die exakte Bedeutung abehmicht absolut klar ist. Da viele der
in PML-Korpern enthaltenen Proteine Interferon-im@ubar sind und auf Virusinfektionen
repressorisch wirken kbnnen, deutet dies auf duee antivirale Wirkung der PML-Kdrper
hin (Hofmannet al.2002; Woodhall 2003; Tavalat al. 2006). Andererseits befinden sich
die Kompartimente fur die virale Transkription u@@nomreplikation vieler DNA-Viren,
wie auch HCMV, in unmittelbarer Nahe der PML-Korgéhn et al. 1999; Everett 2001).

Im Zuge einer HCMV-Infektion lokalisiert das 72 kDB1-Protein innerhalb der ersten

zwei Stunderpost infectionenvoribergehend an die PML-Kdrper. In der Folge ward
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durch eine IE1-vermittelte Auflosung dieser Strugty PML, Spl100, SUMO und IE1
selbst ins Kernplasma verdrangt (Koriaghal. 1996; Ahnet al. 1997; Ahnet al. 1998;
Wilkinson et al. 1998). Moglicherweise tragt dies zu einer effitgnlytischen Infektion
bei, weil sowohl Sp100 Uber Interaktion mit déwterochromatin protein {HP1) eine
Gen-Inaktivierung vermittelt (Lehmingt al. 1998; Seeleret al. 1998; Lechneret al.
2000), als auch PML ein Repressor von Zellteilund @iranskription ist (Miet al. 1994,
Liu et al. 1995). Nachweislich blockiert IE1 diese Unterdnitely der Transkription durch
PML vollstandig (Xuet al.2001).

Der genaue Mechanismus der Auflosung ist noch waribek fir das HSV-Infected cell
protein O(ICP0O) wurde ein Proteasom-vermittelter Abbau PdmL nachgewiesen (Everett
et al. 1998; Chelbi-Alixet al. 1999; Parkinsoret al. 2000), der sich fur IE1 aber nicht
bestatigen lie3 (Xet al.2001). PML und Sp100 bilden vermutlich das eigend Gerust
der PML-Ko6rper und werden beide posttranslationbériikovalente Konjugation an
SUMO-1 verandert, was mdaglicherweise den strukiemeZusammenhalt fordert und fur
die Bildung reifer PML-Kdrper verantwortlich ist (Mer et al. 1998; Ishovet al. 1999;
Zhong et al. 2000). Diese Tatsache wird durch Erkenntnisse rstitzt, die darauf
hindeuten, dass sowohl IE1 als auch ICPO die PMipK®G wahrscheinlich durch
blockierte Hinzufiigung oder aktive Entfernung volMBO-1 auflosen (Mulleret al.
1999). IE2 assoziiert ebenfalls an PML-Ko6rper, gdohne diese aufzuldésen (Alen al.
1997; Ishowet al.1997).

In dieser Arbeit soll unter anderem analysiert veardvelche funktionellen Domanen im
72 kDa IE1-Protein die Interaktion mit den PML-Kérp vermitteln und ob ein Verlust

dieser Wechselwirkung mit einem viralen Replikasidefekt assoziiert ist.

vermutete Funktionen:
Proteindepot
Proteinabbau

enthaltene Proteine:
PML

Sp100

szx Transkriptionskontrolle
SUMO-1, -2, -3 virale Abwehr

p53 Apoptose

DNA-Helikase Il Replikationskompartimente

Zellproliferation

Abb. 2.6: Aufbau und Funktion der PML-Kdrper . Gezeigt sind einige der bislang in PML-
Korpern identifizierten Proteine sowie diverse s®se, an denen sie vermutlich beteiligt sind.
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2.5 Fragestellung

Als erste virale Genprodukte nach einer HCMV-Iniektwerden die IE1-Proteine neu
synthetisiert. Davon interagiert die 72 kDa-HauptfdIE1) mit bestimmten subnuklearen
Multiproteinkomplexen (PML-Koérpern) sowie dem Chratim des Wirtszellkerns und
moduliert die Transkription viraler und zellular&ene. AulRerdem moduliert es die
Interferonantwort der Wirtszelle, eine der wichtegs antiviralen
Signaltransduktionskaskaden. Durch differenzieligdeiRen entstehen mehrere kleinere
IE1-Varianten noch unbekannter Funktion (z. B. [E1Bisherige genetische
Manipulationen der IE1-Sequenzen bei HCMV ergabemwiise, dass IE1 eine wichtige,
aber nicht essenzielle Bedeutung fir die viralemv@hrung und Pathogenese zukommt.
Unklar ist, welche Sequenzbereiche genau fur dilsténdige Funktion des IE1-Proteins
verantwortlich sind. Uberdies wurden bisher nur -Miitanten nicht-pathogener,
laboradaptierter HCMV-Stamme charakterisiert. Unmageere Aussagen zu funktionell
relevanten Genombereichen innerhalb der IE1-sjgebhdéin Exon 4-Sequenz zu erhalten
und verschiedene IE1-Genvarianten im viralen Kanfigktionell untersuchen zu kdnnen,
sollten im Rahmen dieser Arbeit eine Reihe ratiokahzipierter, IE1l-spezifischer
Viruspunktmutanten in einem laboradaptierten umemi klinischen HCMV-Isolat mittels
der BAC-Technologie hergestellt und initial chagaldiert werden. Getestet wurde unter
anderem, welche Mutationen zu einem Wachstumsd&feken oder das IE1-Protein noch
zu einer Kolokalisation mit PML-Kdrpern bzw. deréwflosung befahigen und ob ein
Verlust dieser Wechselwirkung zwischen IE1 und PKftirpern mit einer eingeschrankten
Virusvermehrung oder einer beeintrachtigten Trapsknsaktivierung durch IE1

assoziiert ist.
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3 Material und Methoden
3.1 Antikorper
3.1.1 Primarantikorper

Die folgenden Antikorper wurden fur die immunolathe Detektion von HCMV-
Genprodukten bzw. humanen zellularen Proteinen iestéfn Blot (WB)-Verfahren und
fur Immunfluoreszenz  (IF)-Analysen verwendet und iRhosphat-gepufferter

Kochsalzlosungphosphate-buffered salinBBS) verdinnt.

Beschreibung/Bezeichnung Quelle Verdinnung
Monoklonaler Maus-Antikérper gegen HCMV IE1 T. Shenk, Princeton (USA)  1:2 (IF)
(1B12)

Polyklonales Kaninchenserum GST-H (Kaps 2006) 1:500 (IF)
Monoklonaler Maus-Antikérper gegen PML (5E10) (Stuurmanet al.1992) 1:2 (IF)
Polyklonaler Kaninchen-Antikérper gegen Sp100 Chemicon AB1380 1112%% %Zg
Monoklonaler Maus-Antikérper gegen HCMV-pp28 :

lva et al.200 1:10 (WB
(10B4-29) (Silvaet a 3) (WB)
Monvoklonaler Maus-Antikérper gegen HCMV-pprI_. Shenk, Princeton (USA) 1:20 (WB)
(8F5)
3.1.2 Sekundarantikdrper

Folgender Antikorper wurde fir WB-Analysen in PB& 8% (w/v) Magermilchpulver
verdinnt. Fur die Detektion der Antikorper-konjutge Meerrettichperoxidase
(horseradish peroxidaséiRP) mit dem Chemilumineszenzsubstrat SuperShest Pico

von Pierce wurde er in einer Verdinnung von 1:1088vendet.

Bezeichnung/Beschreibung Quelle
Peroxidase-Conjugated AffiniPure F(ab’)2 FragmemiaGAnti-Mouse 1gG Dianova
(H+L), HRP-konjugiertes anti-Maus F(ab’)sd2 Fragireums der Ziege #115-036-003

Fur IF-Analysen wurden sowohl Sekundarantikérper trovitrogen in einer Verdiinnung

von 1:1000, als auch von Dianova in einer Verdugmneom 1:100 verwendet.
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Bezeichnung/Beschreibung Quelle
Alexa Fluor 488 Goat Anti-Mouse 1gG (H+L) .

. o . . Invitrogen
Anti-Maus Antikérper aus der Ziege gekoppelt an dgnin- #11001
fluoreszierenden Farbstoff Alexa Fluor 488
Alexa Fluor 488 Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) Invitroaen
Anti-Kaninchen Antikorper aus der Ziege gekoppeft den griin- #110?)8
fluoreszierenden Farbstoff Alexa Fluor 488
Alexa Fluor 594 Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) Invitroaen
Anti-Kaninchen Antikdrper aus der Ziege gekoppeft den rot- #110%7
fluoreszierenden Farbstoff Alexa Fluor 594
Texas Red Anti-Mouse 1gG (H+L) .

. o . Dianova
Anti-Maus Antikorper aus der Ziege gekoppelt an deot-

. #115-075-003
fluoreszierenden Farbstoff Texas Red

3.2 Nukleinsauren

3.2.1 Oligonukleotide

Samtliche verwendete Oligonukleotide wurden von dermen Metabion, Biomers,
Integrated DNA Technologies oder der Synthesiziegifencing Facility der Universitat
Princeton synthetisiert und durch Hochleistungsiljlseitschromatografie gereinigt. Um
bestimmte amplifizierte DNA-Fragmente in Vektordorieren zu kdnnen, wurden in die
betreffenden Startermolekiile Erkennungsstelleng&gignete Restriktionsendonukleasen
integriert. Entsprechende Oligonukleotidbereichadsin der folgenden Tabelle fett
gedruckt und werden von den Enzymen Bgl Il (AGATCEEoR | (GAATTC), Not |
(GCGGCCGC), Pac | (TTAATTAA) oder Sph | (GCATGC)spanitten.

Nr.! Sequenz in 5°-3"-Orientierung Verwendung

136 GCG GAA GAT CTC ATG CGG CTC ACC TCG TCA ATC PCR zur Generierung von
TTG pGS284-TN/FIX flank 1

137 GCG GG5 AAT TCG CGG CCG CTT AAT TAA ACT | PCR zur Generierung von
ATT GTA TAT ATATAT CAG TTACTG pGS284-TNflank 1

138 GCG GG AAT TCG CGG CCG CTT AAT TAA ACT | PCR zur Generierung von
ATT GTATAT ATATCAGTT ACT G pGS284-FIX flank 1
GCG GG5 AAT TCG CGG CCG CTT AAT TAA CAA :

139] cACATATAA GTATCC GTC E((Z:I'SD 2ur Sesrierung von
GCG GG CAT GCG ATC TCC ACG CGA ATC TCG

140 TN/FIX_flank 2
GGT AC

141| CGG CAG GTA TAT GTG ATG GG Sequenzierung

142 | CCA CAT GTG GAATTG TGA GC Sequenzierung
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Nr.! Sequenz in 5°-3"-Orientierung Verwendung
149| GGT GCG GCA TAG AAT CAA GG Sequenzierung
150 | CTA AGA CCACCAATG GCT GT Sequenzierung
155 GAG TCC GAA GCC GAA CTG CAG PCR zur Generierung VO
156 | GCG GG3 CGG CCG CGA TCT CCA CGC GAA TCT CG| PUC18-TN/FIX IE1_rv
158| ACG GTT TCACAGGCG TGACACGTTTATTGAG Sequenzierung
162| TCACCG TCCTTG ACA Sequenzierung
209 gAC ACT GTG TCT GTC CGG TCT GAG CCA GTG TCTQuikChangg-Mutagenes
1 zur Generierung der
210 'I(Eé'l(% CACA CTG GCT CAG ACC GGA CAG ACA CAG FIX_KA50R-Mutante
213| GCT TGT ATT AAG GAG CCG CAT GAT GTG AGC AAG QuikChange-Mutagenes
zur Generierung der
214 | CTT GCT CAC ATC ATG CGG CTC CTT AAT ACAAGC| TN L174P-Mutante
264 | GCT TGT ATT AAG GAG CCG CAT GAT GTG ACC AAG QuikChange-Mutagenes
zur Generierung der
265| CTT GGT CAC ATC ATG CGG CTC CTT AAT ACA AGC| FIx L174P-Mutante
266 | GAT ATC CTC ACT ACA GCT GTG GAA ACA ATG TG | QuikChange-Mutagenes
zur Generierung der
267 | CAC ATT GTT TCC ACA GCT GTAGTG AGG ATATC | TN C279A-Mutante
268| GAT ATC CTC ACT ACA GCT GTG GAA ACC ATG TG | QuikChange-Mutagenes
zur Generierung der
269| CAC ATG GTT TCC ACA GCT GTA GTG AGG ATATC | EIX C279A-Mutante
270| TCA GTA ATT GTG GCT TAG AAC AGT GAT CAG G | QuikChange-Mutagenes
zur Generierung der
271| CCT GAT CAC TGT TCT AAG CCACAATTACTG A | TN_E421Stopp-Mutante
272| TCA GTG ATT GTG GCT TAG AAC AGT GAT CAG G | QuikChange-Mutagenes
zur Generierung der
273| CCT GAT CAC TGT TCT AAG CCACAATCACTG A | FIX_E421Stopp-Mutantd
278| GAA CCC ACC GCC TCT TGA GGC AAG AGC ACC C | QuikChange-Mutagenes
zur Generierung der
279| GGG TGC TCT TGC CTC AAG AGG CGG TGG GTT C | TN G476Stopp-Mutante
280| GAA CCC ACC ACC TCT TGA GGC AAG AGC ACC C | QuikChange-Mutagenes
zur Generierung der
281| GGG TGC TCT TGC CTC AAG AGG TGG TGG GTT C | FIx G476Stopp-Mutante
294| CAC CAA AGA CAC GTC GTT Quantifizierung viraler
DNA durchreal time
295| GTC CTT TGC GAC CAG AAT PCR
GAC CTA CGG TAG ATC GCC GAG GAG TCA GAT QuikChange-Mutagenes
314 ;
GAG zur Generierung der
315| CTC GGC GAT CTA CCG TAG GTC ATC CAC ACT AGG TN_A373Stopp-Mutante
GAC CTA CGG TAG ATC GCT GAG GAG TCA GAT QuikChangE-MutageneS
316 >
GAG zur Generierung der
317 | CTC AGC GAT CTA CCG TAG GTC ATC CAC ACT AGQG FIX_ A373Stopp-Mutante
CTG CAG GCT CCG GCC CGT GCT AAA AAG GAT .
318 GAA C Fusions-PCR zur
Generierung der
319 AGC ACG GGC CGG AGC CTG CAG TGC AcCC CCCI'N_KlQZP-Mutante

CAAC
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Nr.! Sequenz in 5°-3"-Orientierung Verwendung

320 GTG TCT GTC CGG TCT GAG CCA GTG TCT GAG ATAQuikChangg-Mutagenes

G ;
_zur Generierung der

321 '(I;GG CTC AGA CCG GAC AGA CAC AGT GTC CTC CC “TN_K450R-Mutante

308 CTG AAG GCT CCG GCC CGT GCT AAG AAG GArQuikChangE-Mutagenes

GAAC i
zur Generierung der
329 éGC ACG GGC CGG AGC CTT CAG TGC ACC CCC TA IX_K192P-Mutante

! Laufende Nummer in der Datenbank der Arbeitsgruppe

3.2.2 Plasmide

In der folgenden Tabelle sind die im Rahmen diegsdreit verwendeten Plasmide mit
einer kurzen Angabe des Verwendungszweckes unBeairrgsquelle aufgelistet.

Nr.' | Bezeichnung Verwendung Quelle
- pCR'4-TOPO’ | Klonierungsvektor Invitrogen (#K4575-02)
#20 | puUC18 Klonierungsvektor Fermentas (#SD0051)
Renilla Luciferase Reporterplasmid mit
#46 | pRL-CMV HCMV MIE-Promotor; Promega (#E2261)

Dual-Luciferase Reporter Assay

Renilla Luciferase Reporterplasmid mit

#49 | pRL-TK HSV Thymidinkinase-Promotor; Promega (#E2241)
Dual-Luciferase Reporter Assay
#53 | pGS284 Transfervektor zur BAC-Mutagenese (Smithet al.1999)
i _ | Firefly Luciferase Reporterplasmid mit
#103 Ig?ol;ﬁolg rP36 HCMV UL44-Promotor; (Romanowskiet al. 1997)

Dual-Luciferase Reporter Assay

pp71-Expressionsplasmid fir die Kotrans-

#1171 pCGN-pp71 | ¢ o ion mit BAC-DNA in MRC-5 Zellen

(Baldick et al.1997)

Ausgangskonstrukt fur die Herstellung def

#167 | pPGEM-kanlacZ IE1-spezifischen Exon 4-Substitution

D. Yu, St. Louis (USA)

TN IE1-Expressionsplasmid;

#473 | pEGFP-TN IE1 Dual-Luciferase Reporter Assay

i FIX IE1-Expressionsplasmid;
#567 | pEGFP-FIX IET Dual-Luciferase Reporter Assay

pEGFP-TN mutiertes TN IE1-Expressionsplasmid,;

#S75 IE1 L174P Dual-Luciferase Reporter Assay
4576 pEGFP-TN mutiertes TN IE1-Expressionsplasmid;
IEL C279A Dual-Luciferase Reporter Assay (Meinel 2006)
4577 pEGFP-TN mutiertes TN IE1-Expressionsplasmid,;
IE1_A373Stopp Dual-Luciferase Reporter Assay
4578 pEGFP-TN mutiertes TN IE1-Expressionsplasmid;
IE1 E421Stopp Dual-Luciferase Reporter Assay
#579 pEGFP-TN mutiertes TN IE1-Expressionsplasmid,;
IE1_K450R Dual-Luciferase Reporter Assay
#580 pEGFP-TN mutiertes TN IE1-Expressionsplasmid;

IE1 G476Stopp Dual-Luciferase Reporter Assay
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Nr.' | Bezeichnung Verwendung Quelle
#581 pEGFP-FIX mutiertes_ FIX IE1-Expressionsplasmid;
IEL L174P Dual-Luciferase Reporter Assay
#4582 pPEGFP-FIX mutiertes FIX IE1-Expressionsplasmid,;
IE1_C279A Dual-Luciferase Reporter Assay
4583 pEGFP-FIX mutiertes FIX IE1-Expressionsplasmid;
IE1 A373Stopp Dual-Luciferase Reporter Assay (Meinel 2006)
4584 pPEGFP-FIX mutiertes FIX IE1-Expressionsplasmid,;
IE1_E421Stopp Dual-Luciferase Reporter Assay
4585 pEGFP-FIX mutiertes FIX IE1-Expressionsplasmid;
IE1 K450R Dual-Luciferase Reporter Assay
#586 pPEGFP-FIX mutiertes FIX IE1-Expressionsplasmid,;
IE1_G476Stopp Dual-Luciferase Reporter Assay

! Laufende Nummer in der Datenbank der Arbeitsgruppe

3.2.3 BACmide

Die verwendeten BACmide sind in der folgenden Tigde¢schrieben.

Nr.* Bezeichnung Verwendung Quelle

) _ BACmid mit HCMV FIX-spezifischer Sequenz;D. Yu,
121 | FIX-EGFP = pFX2 HCMV-Mutagenese St. Louis (USA)

_ BACmid mit HCMV TN-spezifischer Sequenz;J. Alwine,
167 | TN-EGFP = pTN2 HCMV-Mutagenese Philadelphia (USA

! Laufende Nummer in der Datenbank der Arbeitsgruppe

3.3 Bakterienstamme und Zelllinien

3.31 E. coli-Stdmme

Fur Klonierungen, Gewinnung von Plasmid-DNA und lotoge Rekombinationen
wurden die Bakterienstdamme DH10B, GM169, GS500%hd.pir genutzt.

Bezeichnung Genotyp Quelle
Bethesda Research
DH10B A(mrr-hsd RMS-mcrBC) mcrA recAl Laboratories, Washington (USA
GM169 E. coliK12 dam R. Wagner, Regensburg
GS500 E. colirecA’, recBCD L. Enquist, Princeton (USA)

S17\pir E. colilambda-pir L. Enquist, Princeton (USA)
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3.3.2 Humane Zelllinie MRC-5

Die primédren humanen Lungenfibroblasten MRC-5 (Bac®966) von delEuropean
Collection of Cell Culture§ECACC, #97112601) sind permissiv fir HCMV und dem
fur BAC-Rekonstitutionen und Infektionsexperimeategesetzt.

3.4 DNA-Methoden
3.4.1 Kultivierung und Lagerung vonE. coli-Stdmmen
34.1.1 Flissigkulturen

Zur Vermehrung von Bakterien in Flussigkultur wureiee Einzelkolonie oder ein Teil
einer Glyzerinkultur in steriles Luria-Bertani (LB)Jedium (10 g/l Bacto-Hefeextrakt; 10
g/l Bacto-Trypton; 10 g/l NaCl in $y,q) Uberfihrt und gegebenenfalls unter Zusatz eines
geeigneten Antibiotikums bei 37°C Uber Nacht kigtit/ (220 rpm, Forma Orbital Shaker,
Thermo Fisher Scientific). Die Bakterienkonzentratwurde bei Bedarf fotometrisch bei
600 nm gegen Medium bestimmt (1 @Bp= 8 x 1 Zellen/ml).

3.4.1.2 Plattenkulturen

Mit einer sterilen Impfose wurden einer Kolonie,nex Flussigkultur oder einer

Glyzerinkultur Bakterien entnommen und auf einerA@arplatte (LB-Flissigmedium mit

1,5% (w/v) Bacto-Agar) ausgestrichen. Durch Inkudratoei 37°C Uber Nacht konnten
anschlieBend Einzelkolonien isoliert werden. Nacansformation wurden die Bakterien
mit einem sterilen Drygalski-Spatel verteilt. Auiese Weise erhaltene Plattenkulturen

kénnen mit Parafilm verschlossen mehrere Woched fieigelagert werden.

3.4.1.3 Glyzerinkulturen

Bakterien einer Einzelkolonie wurden in 5 ml Flgssedium bei 37°C und 220 rpm
(Forma Orbital Shaker, Thermo Fisher Scientificsdudittelt und vor Erreichen der
stationédren Phase abzentrifugiert (400@; 4°C; 10 min). Das dabei entstandene Pellet
wurde in 1,8 ml sterilem LB-Einfriermedium (30% \y/Glyzerin in LB-Medium)
resuspendiert und danach in CryoTubes (Nunc) b@iG8gelagert. Derart hergestellte

Dauerkulturen sind nahezu unbegrenzt haltbar.
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3.4.2 Praparation von doppelstrangiger DNA aus Balkrien

Zur Aufreinigung von DNA aus stationdren Bakterlaa$igkulturen wurden je nach

bendtigter Menge Mini-, Midi- oder Maxi-Praparateandurchgefihrt.

3.4.2.1 Isolierung von Plasmid-DNA

Zur Verifizierung einer erfolgreichen Transformaiti@¢3.4.6.4) wurde die Methode der
alkalischen Lyse (Sambrookt al. 2001) leicht modifiziert. Dazu wurden bakterielle
Einzelkolonien unter Zugabe des entsprechenden bidtikums in je 3 ml LB-
Flissigmedium Uberfihrt und Gber Nacht bei 37°Critelh. Fir 20 s wurden 1,5 ml der
Bakteriensuspension bei 4°C und 16¥0§ sedimentiert und in 200 pl S1-L6sung (50 mM
Tris-HCI; 10 mM EDTA; pH 8,0) unter Zugabe von RNa&s (100 pug/ml) resuspendiert.
Anschlie3end erfolgte die alkalische Lyse der Bagtedurch Hinzugabe von 200 ul S2-
Lésung (200 mM NaOH; 1% SDS (w/v)) und kurzem MechMit 200 pl S3-Lésung
(2,8 M Kaliumacetat; pH 5,1) wurde die Neutralisieg und die konsekutive Prazipitation
von Proteinen und Zelltrdimmern nach kurzem Schiitteld Inkubation auf Eis fur 5 min
erreicht. Der durch die nachfolgende Zentrifugaijdd min, 4°C, 1610& g) entstandene
Uberstand wurde abgenommen und die darin enthaltsin&leinsauren mit 600 pl (1 V)
Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol (25:24:1) durch hrmealiges Invertieren von
Proteinverunreinigungen getrennt. Nach erneuteitregation fir 10 min bei 4°C und
16100x g wurde die obere wéssrige Phase in ein neuediBesdefa’ tberfuhrt und mit
400 pl (0,7 V) Isopropanol versetzt. Durch krafsgechutteln erfolgte die Prazipitation
der Nukleinsauren, was sich durch Inkubation b8r@fir etwa 30 min noch verstarken
lasst. Nach erneuter Zentrifugation (20 min, 4°@10d0 x g) wurde der Uberstand
dekantiert, das Pellet mit 1 ml 75%igem (v/v) Etblagewaschen und erneut zentrifugiert
(10 min, 4°C, 1610& g). Der Ethanoluberstand wurde vollstandig entfemd die DNA
ferner in einemSavant Speed Vac SystégPD111V, Thermo Life Sciences) getrocknet.
Die Resuspension erfolgte in 25 pd®4diq unter Zugabe von 0,004 pg/pl RNase A.

Fur Sequenzierungen oder weitere Klonierungssehwitirden zur Gewinnung besonders
reiner, sauleneluierter Plasmid-DNA kommerziellest8yne nach Herstellerangaben
eingesetzt (NucleoSpin Plasmid, Macherey-Nagel), auch fiur Midi- und Maxi-
Praparationen im groBen MaRstab fiir praparativeriRésnsspaltungen (Nucleobofid

AX, Macherey-Nagel).
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3.4.2.2 Isolierung von BAC-DNA

Sollte das Ergebnis einer BAC-Mutagenese (3.4.fiheit und einfach Uberprift werden,
wurden kleine Mengen an BAC-DNA mittels BAC-Minip@ationen isoliert, wobei
aufgrund der GroRRe von etwa 230 kbp jegliche Schéiek vermieden wurden. Zuerst
wurden Einzelkolonien der Bakterien in je 10 ml Mgdium unter Zugabe des
entsprechenden Antibiotikums Uberfuhrt und Gberhtldei 37°C bebritet. Jeweils 8 ml
davon wurden fur 10 min bei 4°C und 150@ pelletiert und in 2 ml P1-L6sung (50 mM
Tris-HCI; 10 mM EDTA; pH 8,0) unter Zugabe von RMa& (100 pg/ml) resuspendiert.
Die Bakteriensuspension wurde mit 2 ml P2-L6ésun@d(2hM NaOH, 1% SDS (w/v))
vermischt und kurz bei Raumtemperatur (RT) inkubieas die alkalische Lyse ausldste.
Durch Zugabe von 2 ml P3-Lésung (3 M Kaliumacept;5,5), Schitteln und Inkubation
auf Eis fur 15 min fand die Neutralisierung st#&thschlielend wurden die ausgefallten
Proteine und die genomische DNA fur 30 min bei 4@ 19700x g abzentrifugiert, der
Uberstand in Phase Lock G8iHeavy-Rohrchen (16, Eppendorf) tiberfiihrt und rél

(1 V) Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol (25:24:1) zugbgn. Nach sanftem Schutteln
(20 min) wurde die Emulsion zur Phasentrennungrifegtert (5 min, 4°C, 150& g). Das
enthaltene Gel diente dabei der Erhdhung der DNAbg&ute, indem es als Barriere
zwischen der unteren organischen Phase, einsabhe8é&naturierter Proteine, und der
wassrigen, nukleinsdurehaltigen oberen Phase fungetztere wurde vollstandig in neue
ReaktionsgefalRe Uberfuhrt, mit 4,2 ml (0,7 V) lsganol versetzt und gegebenenfalls 1 h
bei RT inkubiert. Erneut wurde zentrifugiert (45mi4°C, 1500x g), der Uberstand
dekantiert und das entstandene DNA-Prazipitat zakimit je 10 ml 75%igem (v/v)
Ethanol gewaschen. Nach einer letzten Zentrifugai® min, 4°C, 150& g) wurde der
Uberstand vollstandig entfernt, die luftgetrocknBi&A in 75-100 pl HOyy Uiber Nacht
bei RT gelést und danach bei 4°C aufbewahrt. Spétede sie beispielsweise mittels
Restriktionsspaltung (vgl. 3.4.6.1) weiter charaktert. Fur die Isolierung von BAC-DNA
im grofRen Mal3stab, z. B. fur die Transfektion végerzellen, wurden 400 ml stationare
Bakterienflissigkulturen kultiviert und daraus eiDNA mit kommerziellen Systemen
iber Anionenaustauschersaulen nach Herstellerangabaliert (Nucleobond AX,

Macherey-Nagel).
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3.4.3 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentration der isolierten DNA und die Reitder Praparation wurden mit Hilfe
eines Zweistrahl-Spektrofotometers (Lambda 25 U®/\8@pectrometer, Perkin Elmer)
unter Einsatz von Quarzkuvetten (Helma) bestimmtwhrde ein Absorptionsspektrum im
Wellenlangenbereich von 230 bis 300 nm aufgenommebgi der Wert bei 260 nm zur
Konzentrationsbestimmung verwendet wurde. Dabeispeitht 1 ODRgo einer
Konzentration von etwa 50 pg doppelstrangiger DNIBSDINA) pro ml Losung. Der
Quotient der Absorptionswerte bei 260 und 280 msstiRUckschlisse auf die Reinheit der
DNA-Praparation zu. Erwiinscht ist ein Absorptionkédtnis zwischen 1,8 und 2,0, da bei
Vorhandensein von Verunreinigungen wie Phenol urmteihen dieser Wert unter 1,8
fallt.

3.4.4 Agarosegelelektrophorese

Mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese wurden Grigbschatzungen von isolierten oder
klonierten DNA-Fragmenten, Intaktheitsiberprifungé€anzentrationsbestimmungen und
praparative Auftrennungen von Nukleinsduren durtiigé In Abhangigkeit der
erwarteten Bandengr6Re wurden unterschiedliche é&urationen des Agarosegels
gewahlt. Plasmid-DNA-Proben wurden sowohl fir atsthe als auch fur praparative
Zwecke in 1%igen (w/v) Agarosegelen aufgetrennt,diol3e BAC-DNA-Proben wurde
stets ein 0,7%iges (w/v) Gel hergestellt. Hierfiurde eine entsprechende Menge Agarose
(Seakem LE Agarose, Biozym) inXITAE-Puffer (40 mM Tris; 20 mM Essigsaure; 1 mM
EDTA) durch Aufkochen geschmolzen und danach aufC58bgekuhlt. Zur spateren
Detektion der DNA wurden 0,25 pg/ml Ethidiumbrom{&tBr) zugefugt. Die noch
flissige Agarosegellésung wurde in eine vorbereit&elapparatur (HE 33 Mini
Submarine Unit oder HE 99X Max Submarine Unit fir&garative Gele und BAC-
Gelelektrophorese, GE Healthcare Life Sciencespggan. Jede DNA-Probe wurde mit
1/6 Volumen Auftragspuffer (0,25% (w/v) Bromphenally 40% (w/v) Saccharose inx6
TAE) versetzt und neben einem DNA-Langenstandarklbfl oder 100 bp DNA Ladder,
New England Biolabs) auf das Agarosegel aufgetragén Laufpuffer diente Ix TAE-
Puffer. Die Auftrennung der polyanionischen DNAddgte bei analytischen Gelen fur

etwa 1 h bei 10-12 V/cm, bei der Gelelektrophones® BAC-Fragmenten etwa 5-8 h mit
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4,25 Vicm und bei praparativen Gelen tber Nacht )& V/cm. Die Qualitat der
Auftrennung von BAC-DNA-Fragmenten konnte durch dog von 0,25 pg/ml EtBr zum
Laufpuffer, durch eine Abdeckung der Gelkammer inchitundurchlassiger Folie sowie
eine laufende Kiuhlung der Gelkammer durch Posgiamg in Eiswasser optimiert
werden. Auf Grund der Interkalation von EtBr in DN#urden anschlielRend die DNA-
Banden auf einem UV-Durchlichtschirm sichtbar geintamd fotografiert (Gel Doc 2000
Gel Documentation System, BioRad). Bei praparati@sien wurde zur Schonung der
DNA mit langwelligem UV-Licht (365 nm) angeregt (OV14L, Herolab GmbH
Laborgerate) und im Anschluss daran die DNA aus Getrextrahiert (3.4.6.3).

3.4.5 Polymerasekettenreaktion

Im Rahmen der Polymerasekettenreaktipolymerase chain reactipnPCR) werden
definierte Nukleinsaurem vitro exponentiell vermehrt.

Ein 50-ul Reaktionsansatz enthielt 100 ng BACmidADbkw. 3-5 ng Plasmid-DNA, je
10 uM der beiden Starteroligonukleotide (3.2.1),1#0 uM dATP, dCTP, dGTP und
dTTP, 5 ul 10x PCR-Puffer bzw. 10 pul % PCR-Puffer und 5,25 U Tag/Tgo-DNA-
Polymerase (Roche Applied Science) bzw. 1 U Phubigh-Fidelity DNA Polymerase
(New England Biolabs). Letzteres Enzym ist wegenesegeringen Fehlerrate (4x4107)
besonders gut zur Amplifikation von DNA-Fragmenfén Klonierungszwecke geeignet.
Samtliche Anséatze wurden in einem Thermocycler ¢l€y BioRad), abhangig vom zu
generierenden PCR-Produkt, der Art der PCR undAderder Starteroligonukleotide,
inkubiert. Allen Inkubationen gemeinsam war dasiate einmalige Erhitzen auf 95°C fur
4 min (bzw. 98°C flur 30 s bei Ansatzen mit der Rtmudligh-Fidelity DNA Polymerase)
zur Denaturierung sowie eine sieben- bis zehnngelimkubation bei 72°C am Ende der
Inkubationszeit, um 3'-Enden nicht-vollendeter PRfRedukte aufzufillen. Eine Variante
ist die touchdowrAPCR. Hier wird die Hybridisierungstemperatur der erwartenden
Schmelztemperatur der Starteroligonukleotide zykiise angendhert und Uber diese
hinaus abgesenkt. Auf diese Weise binden die ®tdigenukleotide hochspezifisch an
ihre Zielsequenz, Oligonukleotid-Dimere werden viesen und bevorzugt das
gewinschte Amplikon vervielfaltigt. Nach Abschlusss PCR-Programms wurden 5 pl
der amplifizierten DNA in einem EtBr-Agarosegel lgtephoretisch getrennt und unter
Anregung mit UV-Licht nach Fragmentgro3e und Auseedlberprift (3.4.4).
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3.45.1 Quantitative PCR

Zur Quantifizierung der Menge an DNA in einer undefkten Probe dient die
hochsensitivereal-time oder kinetische PCR. Die Detektion akkumulierend®ZR-
Produkte in Echtzeit basiert auf der Messung deorélszenz des in Doppelstrang-DNA
eingelagerten Farbstoffes SYBR-Green | am EndeEttargationsphase. Dieser bindet in
der kleinen Grube des DNA-Doppelstrangs und zeigir rdann eine starke
Fluoreszenzintensitat (Faktor 100 im Vergleich igebundenem SYBR-Green I). Der
sogenannte crossing point (CP-Wert) markiert den Beginn der exponentiellen
Produktzunahme (lineare Log-Phase) der PCR. Eekerr entsprechend Formel 3.1 mit
der Anfangskonzentration der zu amplifizierendenADihd kann so zur Quantifizierung
herangezogen werden. Die PCR-Effizienz fiur die-Zield Referenzgene wurde mit Hilfe
einer Standardkurve nach bekanntem Prinzip ermif®affl 2001) und betrug 1,927 fur
das Starteroligonukleotidpaar #294/295. Bei eipginmalen Amplifikationseffizienz von 2

verdoppeln sich mit jedem Zyklus DNA-Produktmenge &luoreszenzsignal.

N=N x E®°
N: Menge der Molekiile
No: Ausgangsmenge der Molekile
E: Amplifikationseffizienz

CP: Zykluszahl bei Einsetzen der linearen Produidhme

Formel 3.1: Zusammenhang zwischen CP-Wert und der w#angskonzentration der zu
amplifizierenden Zielsequenz.

Ein 20-ul Reaktionsansatz enthielt 2 pl der ist#ierund nicht-vermessenen viralen DNA
(3.6.8), je 10 uM der beiden Starteroligonukleoti@®4/295 sowie 4 pl des SYBR-Green
Mastermixes aus dem LightCycler FastStart DNA MaStéBR Green | Kit von Roche,
der alle restlichen, fur die PCR erforderlichen Kmmenten liefert. Die Ansétze wurden in

speziellen Kapillaren wie folgt in einem LightCyciéerat der Firma Roche inkubiert:

10 s bei 95°C: Aufschmelzen des DNA-Doppelstrangs
8 s bei 58°C: Hybridisierung der Oligonukleotatledie Zielsequenz
8 s bei 72°C: DNA-Polymerisation

Nach einmaligem Erhitzen auf 95°C fir 10 min, wolde Polymerase aktiviert wird,
wurde der Zyklus insgesamt 40-mal durchlaufen. Inmséhluss an die letzte
Elongationsphase der PCR wurde zur Spezifitatskbatrdie Schmelztemperatur des
generierten PCR-Produktes ermittelt. Sie betrugléi&r 71 bp lange Produkt 81°C.
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3.4.5.2 Mutagenese durch Fusions-PCR

Die Mutagenese durch Fusions-PCR wird meist zurefim von DNA-Abschnitten
verwendet, in dieser Arbeit jedoch flr den gezreldukleotidaustausch innerhalb einer
dsDNA-Sequenz. Bei dieser Methode wurden in zwebbéngigen PCR-Reaktionen
zunachst die Abschnitte amplifiziert, welche dievgaschte Region flankieren (Abb. 3.3).
Die den zu mutierenden Bereich tberlappenden Qligieotide 2 und 3 trugen hierbei
jeweils einen Abschnitt von 21 Gberhangenden Besagm am 5°- Ende, die zueinander
komplementar waren und die beabsichtigte Mutatiamthielten. Die jeweiligen
Gegenoligonukleotide 1 und 4 wurden so konstrugass sie eine singuléare Schnittstelle
enthielten. In einer dritten PCR dienten die Anikdife aus PCR a und b als Matrize
(Abb. 3.3), wobei es, bedingt durch die Uberhanga, einer Hybridisierung der
Amplifikate miteinander kam. Beide konnten nun rdén Oligonukleotiden 1 und 4
amplifiziert werden. Mittels Restriktion an den @utéren Schnittstellen konnte das PCR-

Produkt in einer Ligationsreaktion in den gewlnenhektor integriert werden.

R
A w2,

2 N
u’ PCRaﬂ ﬂPCRb l
R PCRCE ‘4_\R
v . v

Abb. 3.3: Einbringen von Mutationen in Plasmide duch Fusions-PCR R = Restriktions-
endonukleaseschnittstelle, 1-4 = Starteroligonuldepgelbes Kéastchen = gewlinschte Mutation.

Die Ansatze von PCR a und PCR b wurden wie folgloert:

1x  30sbei98°C

10 s bei 98°C Aufschmelzen des DNA-Doppelstrangs
20 s bei 68°C Hybridisierung der Oligonukleoticedie Zielsequenz;
25 x die Temperatur wird jeglem Schritt um 0,5°C erniedrigt
(touchdow
X s bei 72°C Polymerisation (Zeitkomponente varje nach Lange

des PCR-Produktes - 15 s/1 kbp)
1x 10 min bei 72°C Auffullung der 3'-Enden nicht+emideter PCR-Produkte
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Der Ansatz von PCR c wurde in einer 2-Schritt-PAR fwigt inkubiert:

Vor Zugabe der Starteroligonukleotide:
1x  30sbei98°C

10 s bei 98°C Aufschmelzen des DNA-Doppelstrangs
20 s bei 68°C Hybridisierung der Oligonukleoticdedie Zielsequenz;
11x die Temperatur wirei jedem Schritt um 1°C erniedrigt
(touchdow
X s bei 72°C Polymerisation (Zeitkomponente varje nach Lange

des PCR-Produktes - 15 s/1 kbp)
Dieser Schritt fuhrt zur Vorhybridisierung der Anfilate aus PCR a und PCR b und zu

einer Auffullreaktion.

Nach Zugabe der Starteroligonukleotide:

10 s bei 98°C Aufschmelzen des DNA-Doppelstrangs
20 s bei 68°C Hybridisierung der Oligonukleoticedie Zielsequenz;
25 x die Temperatur wirl jedem Schritt um 0,5°C erniedrigt
(touchdow
X s bei 72°C Polymerisation (Zeitkomponente varje nach Lange

des PCR-Produktes - 15 s/1 kbp)
1x 10 min bei 72°C Auffiillung der 3'-Enden nichtdevideter PCR-Produkte

3.45.3 QuikChang&-Mutagenese

Angelehnt an das QuikChang®lutagenese-System (Stratagene) wurden Punktmugation
in Plasmide eingefuhrt. Die Mutagenese erfolgte rd@e unter Einsatz zweier

komplementarer Starteroligonukleotide mit integaergewiinschter Mutation. Mit der
Phusion-Polymerase wurden sie in mehreren Tempey&tan verlangert, wobei ein

mutiertes Plasmid mit Licken generiert wurde (ABRL). Der 50-pul PCR-Ansatz wurde

im Thermocycler (iCycler, BioRad) folgendermal3ekuipiert:

10 s bei 98°C  Aufschmelzen des DNA-Doppelstranges
20 s bei 72°C  Hybridisierung der Oligonukleotidedie Zielsequenz;
die Temperatur wird beidgen Schritt um 0,5°C erniedrigt
(touchdown
X s bei 72°C Polymerisation (Zeitkomponente varje nach Lange des
PCR-Produktes — 15 s/1 kbp)

Nach einmaligem Erhitzen auf 98°C fur 30 s wurdesdr Zyklus 20-mal durchlaufen,
gefolgt von einer zehnminttigen Inkubation bei 724€ Auffillung der 3'-Enden nicht-
vollendeter PCR-Produkte.
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Nach Beendigung des PCR-Programmes erfolgte einginmlige Spaltung mit der

Restriktionsendonuklease Dpn |, die 5-GAEC-3'-Sequenzen in methylierter bzw.
hemimethylierter Form schneidet. Dazu wurde jedesaz insgesamt zweimal mit je 1 ul
Dpn | (New England Biolabs) versetzt und fur jeweadine Stunde bei 37°C inkubiert. Da
nur Bakterien, sofern sie ihre Methyltransferasedkt noch besitzen, in der Lage sind,
DNA zu methylieren, bleibt nach Dpn I-Restriktiomrndie in vitro neu-synthetisierte,

nicht-methylierte DNA mit der eingefligten Punktntiga UGbrig. Im Anschluss daran
wurde die noch unvollstandige zirkulare DNA in chsrh-kompetente DH10B- oder

GM169-Zellen transformiert (3.4.6.5), wodurch egsghlossenes Plasmid entstand.

i — = (O

Abb. 3.4: Schematische Darstellung der QuikChangeMutagenese.Schwarze Ringe stellen
das Ausgangsplasmid dar, graue Pfeile kompleme8térgeroligonukleotide mit der gewtinschten
Mutation (gelbes Kastchen). Durch Elongation undo@l des Ausgangsvektors durch Dpn I-
Spaltung erhalt man ein nicht-geschlossenes mesi€ttasmid, das nach Transformatiorircoli
ligiert wird.

3.4.6 Klonierung von DNA-Fragmenten

3.4.6.1 Spaltung von DNA durch Restriktionsenzyme
Restriktionsendonukleasen wurden von der Firma Neagland Biolabs erworben und
zusammen mit den entsprechenden X(Puffern nach Herstellerangaben eingesetzt.
Analytische Spaltungen enthielten tblicherweise B@®NA und wurden mindestens 2 h
bei 37°C inkubiert. Fur praparative Restriktionsgngpaltungen zur Vektor-Isolierung
wurden 5 pg und zur Isolierung des Inserts 5-1@Plegmid-DNA verwendet, bei einer
Inkubationszeit von 4 h bei 37°C. Um eine Religateinfach-gespaltener Vektoren zu
vermeiden, wurden sie durch Zugabe von 10 U alifadis Phosphatase (CIP, New
England Biolabs) innerhalb der letzten Stunde dkubationszeit dephosphoryliert.
PCR-Produkte wurden vor ihrer Spaltung mit Restildendonukleasen mit dem
QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) gemald Angatlies Herstellers von den tbrigen
Bestandteilen des PCR-Ansatzes gereinigt.
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3.4.6.2 Spaltung von BAC-DNA durch Restriktionsengme

FUr die analytische Restriktionsspaltung von BAGenidwurde jeweils 1 g der aus
Bakterien isolierten BAC-DNA (3.4.2.2) in einem B0-Ansatz mit 3 pl 10« Puffer und
20 U EcoR | (New England Biolabs) eingesetzt urtd i 37°C inkubiert. Im Anschluss
daran konnten die erzeugten DNA-Fragmente durchel@dtophorese charakterisiert
werden (3.4.4).

3.4.6.3 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosetgn

Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosega&dnlgte nach einem Verfahren,
das sich der Affinitdt von Nukleinsauren an SRartikel im Beisein eines chaotropen
Salzes bedient.

Zunachst wurde die zu praparierende DNA unter Ammggmit langwelligem UV-Licht
mit einem Skalpell aus dem EtBr-gefarbten Agarosegesgeschnitten. Anschliel3end
wurden die Agaroseblockchen in ein 1,5 ml Reaktef&?3 Uberflhrt und die DNA gemali
Herstellerangaben unter Verwendung des QIAEX Il Geitraktion Kit (Qiagen)
aufgereinigt. Ein Filnftel der entstandenen DNA-ldgguwurde daraufhin  zur
Qualitatskontrolle auf ein Agarosegel aufgetraged elektrophoretisch aufgetrennt. Uber
Vergleich der Bandenintensitaten mit ahnlich grofMarkerbanden bekannter DNA-
Menge konnte die Ausbeute abgeschatzt werden.

3.4.6.4 Ligation

Im Ligationsansatz enhalten waren 100 ng lineatesi¥ektor-DNA sowie die vierfache
molare Menge an zu klonierender Insert-DNA in eir@asamtvolumen von 20 pl mit 2 pl
10 x Ligationspuffer und 1 U T4 DNA Ligase (New Englariglolabs). Um die
Phosphodiesterbriicken zu verknipfen wurde der Anglaér Nacht bei 16°C inkubiert
und nachfolgend in die Transformation eingesetzt.

Um vervielfaltigte DNA-Stiicke in Vektoren zu klongm, die vorher mit alkalischer
Phosphatase behandelt wurden, mussten erst né&tteoSphatreste angefugt werden. Dazu
wurden die PCR-Produkte in einem 10-pl Ansatz @itJ1T4 Polynukleotid Kinase (New
England Biolabs) und 1 pl 10 Kinase-Puffer fir 30 min bei 37°C inkubiert undhdah
fur 20 min bei 65°C hitzeinaktiviert.

Fur die schnelle und effektive Ligation mit Hilfesi TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen)

wurden zunachst 3"-A-Uberhdnge an PCR-amplifiziBigA-Fragmente angefiigt, indem
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sie in einem 50-ul Ansatz mit 2,5 U Tag DNA-Polyass (Roche Applied Science), 5 ul
10 x PCR-Puffer und je 50 uM dATP, dCTP, dGTP und dTuP 15 min bei 72°C
inkubiert wurden. AnschlieBend wurde die DNA nacterdtellerangaben in den
linearisierten pCR4-TOPCP-Vektor (Invitrogen) kloniert, der tber 3'-T-Uberge und

die kovalent gebundenéaccinia VirusTopoisomerase | verfligt.

3.4.6.5 Bakterientransformation
Plasmid-DNA kann wahlweise in elektro- oder in clmsah-kompetente Zellen

transformiert werden.

Fur die Transformation von Plasmid-DNA in chemiscmpetente Zellen wurden 200 pl
chemisch-kompetente Bakterien auf Eis aufgetautnoibd O pl des Ligationsansatzes oder
1 pl Plasmidlésung vermischt. Nach 30-mindtiger ulmition auf Eis erfolgte ein
.Hitzeschock" fur 45 s bei 42°C im Wasserbad. Arigfiend wurden die Bakterien 2 min
auf Eis abgekihlt und mit 800 pl LB-Medium versetzt

Die Transformation von DNA in elektro-kompetente |I&e erfolgte in einer
Elektroporationskiivette (Gene-Pulser Kiuvette, BiRait einem Elektrodenabstand von
2 mm. Hierin wurden 40 ul Zellsuspension mit 1 pgdtionsansatz vermischt und in
einem MicroPulser (BioRad) bei einer Spannung vgnk¥/, einer Kapazitat von 25 uF
sowie einem Parallelwiderstand von ZDOelektroporiert. Nach dem Puls wurden die
Zellen sofort mit 1 ml LB-Medium aus den Kivetteresgilt und in geeignete
Reaktionsgefal3e tberfuhrt.

Die auf beide Arten erhaltenen Bakteriensuspensiomgrden danach 90 min bei 37°C
und 220 rpm geschittelt (Forma Orbital Shaker, mMoer Fisher Scientific).
Wahrenddessen kann die Antibiotikaresistenz dessfimamierten Plasmids exprimiert
werden. Schliel3lich wurden die Bakteriensuspensiomgt einem sterilen Drygalski-
Spatel auf passenden LB-Selektionsplatten veailt tilber Nacht bei 37°C bebritet. Auf

diese Weise entstanden®bis 10 Transformanden pro pg Plasmid-DNA.

3.4.6.6 Charakterisierung rekombinanter Klone

Einzelkolonien wurden mit einer sterilen Impfosenviransformationsplatten in 3 ml LB-
Selektionsmedium Uberimpft und Gber Nacht bei 3dtd 220 rpm geschiittelt (Forma
Orbital Shaker, Thermo Fisher Scientific). Aus mbUbernachtkultur wurde mit Hilfe der
alkalischen Lyse und Phenol-Chloroform-Extrakti@®4(2.1) oder mittels NucleoSpin
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Saulen (Macherey-Nagel) Plasmid-DNA prapariert im@5-40 pl HOpq aufgenommen.

Je 5-10 pl (bei pGS284-Konstrukten bis 25 pl) DN@sung wurden mit geeigneten
Restriktionsenzymen gespalten und das Fragmentmnoatdh Agarosegelelektrophorese
analysiert. Bei der Klonierung von PCR-Produkterrdeuzusatzlich die Nukleotidabfolge
der neuen Plasmidkonstrukte im Bereich der ingenefFfremd-DNA durch Sequenzierung
verifiziert. Dazu wurde ein 8-pl Ansatz mit 150-30@ Plasmid-DNA und einem

passenden Sequenzieroligonukleotid (1,25 pM) zumd&i Geneart versendet. Die
erhaltenen Sequenzdaten wurden geprift und unbtsaiz des BLAST-Suchalgorithmus

(National Center for Biotechnology Information, NgBnit der WT-Sequenz verglichen.

3.4.7 BAC-Mutagenese mit Hilfe von Transferkonstriten

Diese Art der Mutagenese stellt die bevorzugte Met¢h zum Einbringen gezielter
Mutationen in groRe BAC-Molekiile dar (zur Ubersiqi@runeet al.2000)).

Samtliche verwendeten Transferplasmide basierep@6284, einem Derivat des Vektors
pCVvD442 (Donnenberg et al. 1991). pGS284 enthalt neben den beiden
Replikationsurspriingen RP4oriT und oriR6K efpiLactamase-Gen (bla) fir die
Ampicillin-Resistenz und das sacB-Gen (Abb. 3.5pr DVektor pCVD442 und seine
Derivate kbnnen nur in Bakterienstammen propagiatden, die das pir-Gen besitzen,
welches fur dasrProtein kodiert und fur die Replikation von Pladem mit R6K
Replikationsursprung unabdingbar ist. Dazu gehateruanderem der in dieser Arbeit
eingesetzte Stamm SApir, welcher zusatzlich durch sogenannte tra-Gemeene
effizienten RP4-vermittelten Plasmidtransfer dukamjugation ermaéglicht.

SacB kodiert fur das Enzym Levansucrase Basillus amyloliquefaciengRied et al.
1987). Es spaltet Sucrose in Glucose und das fliteBan toxische Fructan und dient so

der negativen Selektion auf Sucrose-haltigem Nadume.
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Xbal, Bgl I, Not I,
Nhe I, Sac I, Xma I, Sma I

oriR6 K

pGS284
6309 bp

homologe Rekombination
Kointegratbildung

()

Mutante Wildtyp

Abb. 3.5: Einbringen von Mutationen in ein BACmid. Eine von viralen Sequenzen (weil3er und
grauer Kasten) flankierte Mutation (gelber Kasten)rde in ein Transferplasmid (TP), z. B.

pGS284, kloniert. Ubertragung des rekombinantem&feaplasmids mittels Konjugation i coli,

die ein BACmid enthalten, fuhrt zur homologen Rekamation und Bildung eines Kointegrates,
welches aufgrund des Antibiotika-Resistenzgens uf@sla Punkt) und eines Negativ-

Selektionsmarkers (roter Punkt) auf dem Transferpld selektioniert werden kann. Durch

spontane Auflésung des Kointegrates wird entweaeBAC-Mutante oder der WT erzeugt.

Im ersten Schritt der BAC-Mutagenese wird in pGSz8de Rekombinationskassette
subkloniert, welche den veranderten DNA-Abschmittl flankierende, je etwa 1 kbp-lange
DNA-Abschnitte enthalt. Diese sind identisch mitnd&enabschnitten, die den zu
mutagenisierenden Bereich auf dem parentalen BAGlandieren. Jedes BACmid besitzt
weiterhin unter anderem das Gen fur Chloramphergsisitenz als Selektionsmarker und
eine EGFP €nhanced green fluorescent projeikassette. Da fur die homologe
Rekombination bestimmte Enzyme (recA, recBCD) umagizhr sind, missen BACmide
in E. coliStdmmen, die diese Enzyme besitzen (z. B. GS3@legen. Die Bakterien
wurden fir die homologe Rekombination zwischen B&E€iom und Transferkonstrukt
auf LB-0 Agarplatten nach dem Schema in Abb. 3.6gastrichen und bei 37°C uber
Nacht inkubiert.
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Transferkonstrukt in S17Apir

HCMV-BACmid in GS500

Konjugation und

LB-0 Platte homologe Rekombination

Abb. 3.6: Schematische Darstellung des Ausstreichender Bakterien fur die homologe
Rekombination. Bakterien des Stammes 3p# mit integriertem Transferkonstrukt wurden mit
einer Impfose in drei senkrechten Linien auf ez Platte ausgestrichen. Die Bakterien des
E. coliStammes GS500, die das parentale HCMV-BACmid tragairden in einer waagrechten
Linie ausgestrichen. An den Schnittstellen erfdigtKonjugation und homologe Rekombination.

Die Integration der Mutation ins BACmid findet d¢tatlvenn durch Rekombination tber
den einen homologen Bereich ein Kointegrat gebided, das durch Rekombination tber
den anderen homologen Bereich wieder aufgelost. iieddie Rekombinationshaufigkeit
eher gering ist und mit der Lange der homologenid&gm zunimmt, ist entscheidend,
dass beide homologen Abschnitte moglichst gleicb3gsind. Ansonsten wirde die
Rekombination bevorzugt Uber einen Bereich erfgolgess das Ausgangsmolekil wieder
herstellen wirde. Der Anteil der rekombinanten Mdle nach dem Auflosen der
Kointegrate kann bei gleich grol3en homologen Basrianaximal 50% betragen.

Zur Selektion der Bakterien mit Kointegratbildungunden im n&chsten Schritt die
Bakterien aus den Kreuzungen (Abb. 3.6) in 10 miN&dium mit 50 pg/ml Ampicillin
(Amp) und 20 pg/ml Chloramphenicol (Cam) Uberimpfid bei 37°C und 220 rpm Uber
Nacht geschuttelt (Forma Orbital Shaker, ThermbeéfiScientific). Anschlie3end wurden
5 ul der Ubernachtkultur erneut in 10 ml Amp- unanGhaltiges LB-Medium tberimpft
und bei gleichen Bedingungen 8 h geschiittelt. Blékterien ohne Kointegrat-Bildung
starben in Amp-haltigem Medium ab. Die folgendeulp&tion der Bakterien wurde in 10
ml Cam-haltigem LB-Flussigmedium fiir 15 h bei 37ACSchittelinkubator durchgefihrt.
Sollte eine Sequenz mit Kanamycin (Kan)-Resistenzge das parentale BACmid
dberfuhrt werden, wurde zuséatzlich Kan (25 pg/miinzNahrmedium zugegeben. Jetzt
konnte das Kointegrat durch erneute Rekombinatiothen homologen Bereichen spontan
wieder aufgelost werden. Weil dies jedoch ein ebaltenes Ereignis darstellt, waren
weitere Selektionsschritte notig. Die Bakteriere das Kointegrat aufgeldst und dadurch
den Transfervektor-Anteil entfernt hatten, wurdemcti eine Inkubation fur 48 h bei 30°C
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auf Agarplatten mit 15 pg/ml Cam (und 25 pg/ml Kefyo (w/v) Sucrose, 20 mg/ml 5-
Brom-4-chlor-3-indoxylp-D-galactopyranosid (X-Gal) und 200 mg/ml IsoprofyD-
thiogalactopyranosid (IPTG) selektioniert. Sucresss#iv sind hier nur die Bakterien, die
das Kointegrat nicht wieder aufgelést haben undhna@as SacB-Gen aus dem
Transferplasmid pGS284 tragen.

Durch die Generierung einer HCMV-Mutante mit Sulbgiton des Exon 4 der MIE-
Sequenz durch eine kanlacZ-Kassette (TN/FIX-BACld@f) kann noch ein weiteres
Selektionsverfahren angewendet werden, das sogenaBlau-Weil3-Screening: In
Anwesenheit von IPTG und des Farbstoffes X-Gal dnldBakterien mit TN/FIX-
BAC_kanlacZ blaue Kolonien und sind Kan-resistdBakterien mit BACmiden ohne
kanlacZ-Kassette bilden weil3e Kolonien und sindenudkan-sensitiv.

Als zusétzliche Kontrolle wurde 1/3 einer Kolonielf acine Agarplatte mit Amp
(100 pg/ml), 1/3 derselben Kolonie auf eine Agatplanit Kan (25 pg/ml) und 1/3 der
Kolonie auf eine Agarplatte mit Cam (150 pg/ml) gestrichen und tber Nacht bei 37°C
inkubiert. Bakterien mit mutierten BACmiden durftentweder nur auf der Platte mit Cam
bzw. auf Platten mit Cam oder Kan anwachsen, &adls im gewiinschten BACmid eine

kanlacZ-Kassette befindet.

3.5 Protein-Methoden

3.5.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Bei der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-BAGerden Proteine in Gegenwart
eines hohen SDS-Uberschusses elektrophoretisch riaglm Molekulargewicht
aufgetrennt. Bei diesem Verfahren lagert sich degativ geladene SDS in konstanten
Gewichtsverhaltnissen an die Proteine an und kosiperderen positive Ladung, so dass
die Wanderungsgeschwindigkeit der Proteine zur &A&npdmaéar durch die ProteingrofRe
festgelegt ist. Nach Laemmli (1970) werden die &ina zuvor in einem niederprozentigen
Sammelgel konzentriert und wandern von dort inTdasingel ein.

Der Aufbau der Apparaturen, das GielRen der GelediacEinstellung der Stromstarke
wahrend der Elektrophorese wurde gemafR Herstefjakmn (Mini-Protean 3 Cell,

BioRad) durchgefiihrt. Die genaue Zusammensetzungman- und Sammelgellésungen
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ist in der nachfolgenden Tabelle aufgefiihrt. Nadblgter Sedimentation der Virionen
(3.6.7) wurden die entstandenen Viruslysate und Guiifienabschatzung zusatzlich ein
Molekulargewichtsstandard fur Proteine (PrestaiRedtein Marker Broad Range, New
England Biolabs) aufgetragen. Die Gelelektrophomgelgte in 1x Tris-Glycin-Puffer
(20 mM Tris; 150 mM Glycin; 1% (w/v) SDS) bis dier@nphenolblaubande gerade
herausgelaufen war. AnschlieRend wurden die awfigeten Proteine immunologisch im

WB-Verfahren sichtbar gemacht.

Reagenzien 25 ml 12%iges Trenngel| 10 ml 5%iges Sammelge
30% (w/v) Acrylamid
: . 10,0 ml 1,7 mi
0,8% (w/v) Bisacrylamid m m
H20piq 8,2 mi 6,8 mi
1,5 M Tris/HCI pH 8,8 6,3 ml -
1 M Tris/HCI pH 6,8 - 1,25 ml
10% (w/v) APS 0,25 ml 0,1 ml
10% (w/v) SDS 0,25 ml 0,1 ml
Temed 0,01 ml 0,01 ml
3.5.2 WB-Analyse
3.5.21 Proteintransfer

Nach ihrer Auftrennung durch SDS-PAGE wurden diesgrechenden Proteine fur die
immunologische Detektion auf Nitrozellulosemembraf@ptitran BA-S83, Schleicher &
Schll) tberfihrt. Der Transfer erfolgte in Towl#oHfer (13 mM Tris; 100 mM Glycin;
20% (v/v) Methanol) mit Hilfe einer Mini Trans-BldElectrophoretic Transfer Cell von
BioRad. Die auf der Membran immobilisierten Progeiwurden im Anschluss zur
Uberprufung des Transfers mit Ponceau S-Losung (M%) Ponceau S; 5% (v/v)

Essigsaure) reversibel angefarbt und mit PBS wieddarbt.

3.5.2.2
Zunachst wurden freie Bindungsstellen abgesattigem die Nitrozellulosemembran nach
einem Waschschritt (15 min) mit PBS-Tween (0,1%v)Wween 20 in PBS) in einer
Magermilchlésung (5% (w/v) Magermilchpulver in PB®)er Nacht bei 4°C oder 2 h bei

Bindung des spezifischen Antikorpers

RT geschiuttelt wurden. Nach nochmaligem Waschem@enbran mit PBS-Tween fir 10
min wurde die Membran in einer Verdinnung des disehen Antikorpers fur 2-4 h bei

RT oder Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Im Anschlaesdie Bindung des Priméarantikdrpers
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wurde die Membran einmal 15 min und je zweimal 10 mit PBS-Tween gewaschen und
danach fur 1 h in dem HRP-gekoppelten Sekundatpigs in PBS mit 3% (w/v)
Magermilchpulver geschittelt. Daraufhin wurde diervbran erneut dreimal mit PBS-
Tween und einmal mit PBS gewaschen. HRP-konjugidmgikorper konnten nach

Chemilumineszenzreaktion durch Schwarzung einesgeafilms nachgewiesen werden.

3.5.2.3 Detektion des Enzym-markierten Sekundaraikorpers

Zum Nachweis des HRP-gekoppelten Sekundéarantikérpanit Hilfe der
Chemilumineszenzreaktion wurde das SuperSignal Wiest Chemiluminescent Substrat
der Firma Pierce eingesetzt. Die Methode basieft dam Prinzip der verstarkten
Chemilumineszenz in Gegenwart des Enzyms HRP uallt &in nicht-radioaktives
hochsensitives Proteinnachweisverfahren dar. ZsedieZweck wurden nach Abgiel3en
des letzten Waschpuffers die beiden Detektionsigsungemal Herstellerangaben 1:1
vermischt und 0,125 ml/chauf den Nitrozellulosefilter tibertragen. Nach fanfitiger
Inkubation wurde die Membran kurz abgetropft undFmischhaltefolie eingeschlagen.
Durch Auflegen (1 s bis 1 h) von CL-Xposure-Filnaer Firma Pierce wurden die Signale
detektiert. Zur Entwicklung wurden die belichtet®&bntgenfime 3 min in GBX-
Entwickler (Kodak) inkubiert, 30 s in Wasser gewast, 2 min in GBX-Fixierer (Kodak)
geschwenkt und nochmals zweimal mit Wasser geteilmgAnschluss wurden die Filme
bei 37°C getrocknet, gescannt und archiviert. Une dhitensitat der Banden zu
quantifizieren, wurden die Dateien mit Hilfe desldBearbeitungsprogrammes Scion

Image (Version beta 3b, Scion Corporation) densgtoisch analysiert.

3.5.3 IF-Mikroskopie

3.5.3.1 Fixierung

Fur den IF-mikroskopischen Nachweis zellularer uimdler Proteine wurden die Zellen in
6-well-Platten auf sterilen 18 18-mm Deckglasern ausgesat und je nach Fragesjetin
bis sieben Tage spater infiziert. Im Anschluss ienRliaque-Bildung wurden die infizierten
Zellkulturen dreimal mit PBS gewaschen und die DggEser mit der bewachsenen Seite
nach oben in die mit PBS gefullten Vertiefungereeineuert-well Platte gelegt. Fir die
Fixierung der Zellen mit Methanol wurde der Wasdfguentfernt und durch 3 ml
vorgekuhltes Methanol (-20°C) ersetzt. Nach 15-rigai Inkubation bei -20°C wurde das
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Methanol vollstandig abgesaugt und die DeckglaserRiI getrocknet. Die Methanol-
fixierten Praparate wurden bei -20°C gelagert aiéort in die Immunfarbung eingesetzt.

3.5.3.2 Immunfarbung und Mikroskopie

Fur die folgende Antikorperfarbung wurden die Prapa vorab 1h bei RT mit
Blockierungslésung (2% (w/v) BSA, 0,05% (v/v) Twe2@ und 0,02% (w/v) humanes
IgG in PBS) bedeckt, um freie Bindungsstellen ab#tigen und unspezifische Reaktionen
der Primarantikdrper zu vermeiden. Nach zweimaligfaschen mit PBS-Tween (0,05%
(v/v) Tween 20 in PBS) wurde auf jedes Deckglaschenul Primarantikorperldsung
(Primé&rantikorper werden in PBS mit 0,3ug/50ul hoera IgG verdinnt) getropft und die
Praparate 1 h in einer feuchten Kammer bei RT imttibDamit wahrenddessen die
Antikodrperlésung nicht vom Deckglas herunterlawftirden vor deren Aufbringen die
Vertiefungen der6-wellPlatte mit einem Wattestdbchen um das Deckglastieeaom
trocken getupft. Nach der ersten Antikorperinkutiativurden die Zellen dreimal in PBS-
Tween gewaschen, mit 50 pl Sekundarantikdrperléshatyopft und lichtgeschiitzt
nochmals 1 h bei RT in einer feuchten Kammer inkttbiZzum Anfarben zellularer DNA
war in der Sekundarantikorperlésung der interkahede Fluoreszenzmarker DAPI (4,6-
Diamidino-2-phenylindol Dihydrochlorid, Roche, 0j2g/ml) enthalten. Ungebundene
Antikérper wurden danach durch dreimaliges Waschenh PBS-Tween (5 min) und
einmaliges Waschen mit PBS entfernt. Im Anschlusslen letzten Waschschritt wurden
die Deckglaschen luftblasenfrei mit der bewachse®eite nach unten auf einen Tropfen
ProLong Gold Antifade (Invitrogen) gelegt. Die OkifeAger wurden Uber Nacht bei RT
getrocknet, nachfolgend bei 4°C gelagert und nmem Fluoreszenzmikroskop (DMRX,

Leica) mit digitalem Bildverarbeitungssystem (M¥&iaw Imaging System) analysiert.

3.6 Zellkulturverfahren

3.6.1 Kultivierung humaner Zelllinien

Die im Rahmen dieser Dissertation benitzte Zedllimiurde als Einschichtkultur in 10-
bzw. 15-cm Polystyrolschalen (Falcon) kultiviertlsANahrlésung diente Dulbecco’s

Modified Eagle’s Medium (DMEM) mit 0,11 g/l Natriymgruvat (Invitrogen). Dieses
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wurde mit 10% fotalem Kalberserum (Pan) komplenghtinter Zusatz von Penicillin
(1000 U/ml) und Streptomycin (10 pg/ml). Darin  wend die Zellen in
wasserdampfgesattigter Atmosphare bei 37°C und\B% CO; in einem HERAcell 240
Inkubator (Heraeus) gezichtet.

Die langsam wachsenden, der Kontaktinhibition umtgenden MRC-5 Zellen wurden
einmal pro Woche, nach einmaligem Waschen mit P@88¢ch Inkubation mit einer
Trypsin/EDTA Losung (0,05 U Trypsin; 0,02% (w/v) EB) von den Schalen abgelost,
mit frischem Medium verdinnt und in einem Verh@twon 1:3 subkultiviert. Um die
Kulturen in der G-Phase des Zellzyklus zu arretieren, wurde das ihedirei Tage nach
dem Ausséen gewechselt und die Zellen fiir siebge ira selben Medium inkubiert.

3.6.2 Bestimmung der Zellzahl

Um die Zellen bei Infektionsexperimenten mit eitstimmten Virusmenge pro Zelle
infizieren zu konnen, musste die Zellzahl pro Sehahit Hilfe einer Neubauer-
Zahlkammer bestimmt werden. Dazu wurden trypsieieziellen in vorgewarmtem
Medium geeignet verdinnt und durch Auf- und Abpipetn vereinzelt. Die Zahlkammer
wurde mit 100 pl der Zellsuspension gefullt und dedlen in vier GroRquadraten mit je 16
Kleinquadraten des Kammerrasters im inversen Lidtroskop (Wilovers, Hund)
ausgezahlt. Nach Multiplikation der mittleren Zaltt eines GroRquadrats mit dem Faktor

10" unter Beriicksichtigung des Verdiinnungsfaktorshesjch die Zellzahl pro ml.

3.6.3 Transfektion eukaryotischer Zellen durch El&troporation von
BAC-DNA

Fur die Generierung der HCMV-Mutanten aus BACmidemurden diese durch
Elektroporation in die Zelllinie MRC-5 eingebrachiabei wird durch das Anlegen eines
elektrischen Pulses die Permeabilitat der Zellmamtkurzzeitig derart erhéht, dass auch
gréRere DNA-Molekiile in die Zellen eindringen kénn&ur Transfektion wurden % 10
MRC-5 Zellen in 250 pl Kulturmedium verwendet. Dpgg BAC-DNA und 1 pg pCGN-
pp71 (kodiert fur das HCMV-Tegumentprotein pp71 wedstarkt die Infektiositat viraler
DNA) wurden in 40 ul sterilem 84 gelost und im Anschluss mit der Zellsuspension in
einer Elektroporationskivette (Gene-Pulser Kiuvét# cm, BioRad) gemischt. Dieses
Gemisch wurde sofort bei 250 V und 1050 pF mit dessyjecT Optima Elektroporator
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(Peglab) elektroporiert. Unmittelbar danach wurda MRC-5 Zellen 1 ml Kulturmedium
zugesetzt und die Suspension auf eine 10-cm Schidleorgewarmtem Kulturmedium
Uberfuhrt. Vierundzwanzig h nach Transfektion wuikes Kulturmedium der MRC-5
Zellen gewechselt. Nach etwa drei Tagen konnengedich transfizierte Zellen anhand

ihrer EGFP-Expression fluoreszenzmikroskopischidiete werden.

3.6.4 Transfektion mittels Lipofektion

Das Prinzip dieser Methode beruht auf der Komplexig der zu transfizierenden DNA
mit kationischen Polymeren. MRC-5 Zellen wurdenh2¢for Lipofektion in Kulturmedium
ausgesat. Danach wurden zunadchst 2 pg der zu imianshden Plasmid-DNA in ein
Reaktionsgefal pipettiert. AuBerdem wurden 6 pl l@SENE 6 Reagenz (Roche) in
94 ul serumfreies DMEM uberfihrt und nach kurzent®een fur 5 min bei RT inkubiert.
Anschlie3end wurde diese DMEM/FUGENE 6-Mischung dat DNA-LOsung vereinigt
und nach kurzem Vortexen fur 15 min bei RT inkubiddanach wurden 45 ul des
jeweiligen Transfektionsansatzes in das Kulturmedder subkonfluenten Zellen getropft.

Letztlich konnten die transfizierten Zellen nachiM&nalysiert werden.

3.6.5 Ernten einer HCMV-Préaparation

Infizierte MRC-5 Zellen wurden mit einem Zellheb@ostar) von der Zellkulturplatte
gel6st, die Zellsuspension in ein geeignetes Reasgefal’ Uberfihrt und fir 10 min bei
4°C und 4000x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein ne@&sml Roéhrchen

gegeben und auf Eis gelagert, da auch im Kulturomdder MRC-5 Zellen Viren

enthalten sind. Das Zellpellet wurde in 5 ml kalténlturmedium resuspendiert, in
flussigem Stickstoff eingefroren und im Wasserbaal B7°C erneut aufgetaut. Im
Anschluss daran wurde die Zellsuspension 20-malBetherresonator des Branson
Sonifier 450 beschalltd(ty cyle 80%; output control 8). Das Einfrieren und Auftauen
beginstigt die Freisetzung der Virionen aus denledelund die Einwirkung des
Ultraschalls fordert die Freisetzung der Viruspaitivon Zellfragmenten. Schlief3lich
wurden die Zelltrimmer abzentrifugiert (10 min, 4°4000 x g) und der virushaltige

Uberstand zum abgenommenen Kulturmedium auf Eislggy Die Virussuspension

wurde aliquotiert und bis zur weiteren Verwendueg-B0°C gelagert.
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3.6.6 Virustitration mit dem Plaque-Test

Die Titerbestimmung mittels Plaque-Tests basieftdmn Annahme, dass ein infektioses
Virus eine Zelle infiziert, sich vermehrt und vdr ausgehend weitere Zellen infiziert, die
anschlieRend absterben. In einem geschlossenerasézll bilden sich auf diese Weise
unter dem Lichtmikroskop gut erkennbare Plaques.

Fur dieses Verfahren wurden in einervi@ll Platte (2x 10° Zellentvell) MRC-5 Zellen
ausgesat und bei 37°C und 5% Llals zur Konfluenz inkubiert. Die zu titrierende
Viruspraparation wurde in Kulturmedium der MRC-5 llZge von 10° bis 10°
logarithmisch verdinnt. Im Anschluss daran wurdenZgllen mit 500 pl der jeweiligen
Virusverdiinnung in Duplikaten infiziert. Nach 2 hirdsadsorption in reduziertem
Volumen bei 37°C und 5% CQvurde das virushaltige Kulturmedium entfernt. Ddnac
wurden die Zellen mit 2 ml Methocel-Medium (10 g thecel; 500 ml 2x DMEM, 7,5%
NaHCG;; 1% (viv) FBS; 0,1% (v/v) Pen/Strep) uUberschichtetas die freie
Virusausbreitung Uber das Medium verhindert. Satdmesich die Viren nur noch Uber
Zell-Zell-Kontakt aus. Nach zehntagiger Inkubatibei 37°C und 5% C@Owurde das
Methocel-Medium abgesaugt und der Zellrasen naehmadtigem Waschen mit PBS mit
Methylenblau (0,5% (w/v) Methylenblau in 70% Metbdnfir 10 min gefarbt. Im

Lichtmikroskop wurde die Anzahl der Plaques gezéhtt der Titer wie folgt berechnet:

Anzahl der ausgezahlten Plagueg Virusverdinnung x 2 = PFU/ml

3.6.7 Sedimentation von Virionen

Zur Vorbereitung wurden Polyallomer-Zentrifugenréen (#331372, Beckman, USA)
mit je 2ml einer 30%igen (w/v) Sucroseldsung in PBS geflilinach wurden 1@l des
zelltrimmerfrei geernteten Virusstocks bei 37°C gatdut, zehnmal mit dem
Becherresonator eines Branson Sonifier 450 besddally cycle 80%;output control 8)
und in PBS auf insgesamtn® verdinnt. Die Verdinnung wurde vorsichtig aué di
Sucroselésung aufgetragen, so dass eine klare Ahgng zwischen den beiden
Flissigkeiten sichtbar war. Im Rotor gegenuberielgeProben wurden anschlielend auf
der Feinwaage austariert und zentrifugiert (Ultrdziige, Kendro, Laboratory Products,
Rotor: SW41; 68000x g; 1 h; 4°C). Nach Verwerfen des Uberstandes wulds
virionenhaltige Sediment mit 1Qd Proteinauftragspuffer (100 mM Tris-HCI; 4% (w/v)
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SDS; 20% (viv) Glyzerin; 0,2% (w/v) BromphenolblaR)0 mM [-Mercaptoethanol;
pH 6,8) versetzt und durch Beschallung im Becherregson@duty cycle 100%; output
control: 10; 15 s) resuspendiert. Das so erhaltene Visaslywurde 5 min bei 95°C erhitzt
und bis zur weiteren Verwendung, etwa bei einer $BSE (3.5.1), bei -80°C gelagert.

3.6.8 Isolierung viraler DNA fir real-time PCR

Kleine Mengen an viraler DNA wurden aus 200 pl ‘¥praparationen mit dem
NucleoSpiff Blood Kit (Macherey-Nagel) gemaR Herstellerangah@épariert und
anschlielend 2 pl davon 1:10 verdunnt als Matrizedie quantitativereal-time PCR

eingesetzt (3.4.5.1).

3.6.9 HCMV-Wachstumskurven

Fur die Erstellung von HCMV-Wachstumskurven wurdenab MRC-5 Zellen in einer 6-
well Platte (6x 10° Zellenivell) ausgeséat und bei 37°C und 5% s zur Konfluenz

gezichtet. Im Anschluss daran wurden die Zellen emier MOI von ~0,25 in einem
Volumen von 1 ml infiziert. Mit jeder Virusmutantgvurden zwei unabhangige
Vertiefungeninfiziert. Nach zweistindiger Virusadsorption iduziertem Volumen bei
37°C und 5% C® wurden 2 ml Kulturmedium zugegeben und die Plattgen

Standardbedingungen inkubiert. Alle drei Tage wurde8 ml Kulturiberstand
abgenommen und durch frisches Kulturmedium erneults dem virushaltigen
Kulturiberstand wurde virale DNA isoliert (3.6.7ndi mit Hilfe der real-time PCR

(3.4.5.1) quantifiziert. AuBerdem wurden die Kudtartaglich mit einer Digitalkamera
(Sony, Cybershot) am inversen Fluoreszenzmikrogkejss, Axiovert 200) fotografiert.

3.6.10 Dual-Luciferase Reporter Assay

Fur den Dual-Luciferase Reporter Assay (Promegajdemu gleichzeitig ein pGL3-
Reporterkonstrukt, welches fur die Firefly Lucifeeakodiert, und ein pRL-Reporter, der
die Renilla Luciferase-cDNA tragt, zusammen mit dgweiligen IE1-Effektorplasmid
oder einem Kontrollplasmid (3.2.2) in MRC-5 Zell¢ransfiziert (3.6.4). Die 6kDa
Firefly Luciferase emittiert durch Oxidation von fi€duciferin unter Anwesenheit von
ATP, M@ und Q Photonen. Durch Zugabe von Coenzym A wird die Inesrenz
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stabilisiert. Fur die Lichtemission der BBa Renilla Luciferase sind und Coelenterazin
notig.

Nach Transfektion der Zellen in einer w2l Platte (3x 10° Zellenivell), 48-stiindiger
Inkubation und Waschen mit 2 ml PBS, erfolgte dallyse mit 250 plPassive Lysis
Bufferund Schutteln der Schalen fir 15 min bei RT. AheBend wurde das Zelllysat in
ein 1,5-ml Sammelgefald Gberfuhrt und die Zelltrimrabzentrifugiert (10 min, RT,
16100x g). Die Messung der Lichtemission erfolgte im Lapmeter (Lumat LB 9507,
Berthold Technologies). Dazu wurden 20 pl des y&dils in ein Testréhrchen pipettiert
und durch Zugabe von 100 ul Luciferase-Assay-Reageih zunéchst die
Chemielumineszenz der Firefly Luciferase gemeskanmnschluss daran wurden 100 pl
Stop&Glo-Reagenz zugegeben, wodurch die Fireflyifesase gehemmt und die Renilla
Luciferase aktiviert wird. Die dabei entstandenehteémission konnte nun ebenfalls

quantitativ erfasst werden.
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4 Ergebnisse

4.1 Gesamtkonzept

Lange Zeit stellte es ein schwieriges und zeitantiiges Unterfangen dar, HCMV-
Mutanten mit genau definierten Genomveranderungenulstellen und deren Phénotypen
zu charakterisieren. Dies fuhrte oftmals zu vonedes abweichenden Resultaten in der
Literatur. Mit der Etablierung neuer Mutageneseésg@n ergab sich jedoch die
Mdoglichkeit, Mutationsanalysen technisch einfacherd schneller durchzufiihren und
reproduzierbare Ergebnisse zu liefern.

Auf der Grundlage bisher beschriebener IE1-defieeRlCMV-Mutanten wurden in der
vorliegenden Arbeit sowohl fiir den attenuierten drgbamm TN als auch fir das klinische
HCMV-FIX-Isolat mit Hilfe der neuartigen BAC-Techlugie IE1-Exon 4-
Substitutionsmutanten generiert, bei der keinelgl-spezifische Genprodukte mehr
produziert werden sollten. Weiterhin wurden im geiszthen Kontext beider Stamme
sieben verschiedene, zu Einzelaminosaureaustausgheende Punktmutationen in das
IE1-spezifische Exon 4 der MIE-Transkriptionseinhgingebracht. Vier davon (L174P,
K192P, C279A, K450R) dienten dazu, die Strukturelisrbekannter oder vermuteter
wichtiger DNA-Motive im kodierenden Bereich des i5&ns zu verandern. Die Ubrigen
drei Nukleotidvariationen (A373Stopp, E421Stopp,/68topp) fuhrten zur Bildung neuer
Stopp-Codons und somit verkirzter IE1-Proteine, edenvichtige Bereiche des C-
Terminus fehlten.

Zunachst wurden IE1-Exon 4-Substitutionsmutantes Mégativkontrollen hergestellt,
sowie |IE1-Revertanten, um die Korrektheit der armmiten Methoden zu Uberprifen.
Danach wurden die genannten IE1-Punktmutationen Hilfie zweier verschiedener
ortsgerichtetein vitro-Mutageneseverfahren (Fusions-PCR und QuikChakgefahren)

in geeignete Transferplasmide integriert (4.2.4)etJhomologe Rekombinationsprozesse
in E. coli wurden daraufhin entsprechende rekombinante HCM\Gide generiert
(4.2.5). Diese wurden nach Transfektion in permessiZellen (primare humane
Fibroblasten) zu infektiossen  Viren  rekonstituiert 4.2,6). Um  gleiche

Infektionsbedingungen fur die folgenden funktioarll Untersuchungen zu schaffen,



Ergebnisse 49

erfolgte die Quantifizierung DNA-haltiger Viruspiel (4.3.1) sowie die néhere
Bestimmung des Anteils an DNA-freien defekten Wjpadikeln (4.3.2) in den
rekombinanten HCMV-Praparationen. Jetzt konnten dignterschiede im
Replikationsverhalten aller hergestellten Virusmtga im Vergleich zu den WT-Viren
beider Stamme TN und FIX mit einer ,Multischritt-\Blsstumskinetik” quantitativ
bestimmt werden (4.3.3). Dazu wurden primare hunfabeoblasten bei niedriger MOI
(Verhéltnis Virus : Zelle= 0,25) jeweils mit WT-HCMV, IE1-Revertanten, IE1-&x 4-
Substitutionsmutanten oder einer der IE1-Viruspomkanten infiziert und die virale DNA
im Kulturiberstand zu verschiedenen Zeitpunktenetsitquantitativer PCR analysiert.
Zusatzlich lie sich die Ausbreitung der verschiegte Viren anhand ihrer EGFP-
Expression fluoreszenzmikroskopisch verfolgen.

Zuletzt wurde durch indirekte Immunfluoreszenzmgiopie der Zusammenhang
zwischen der Expression von IE1-Proteinen und dévigkeit zur Auflosung von PML-
Korpern Uberprift (4.3.4) und durch den Dual-Lu@fe Reporter Assay die
transaktivierenden Eigenschaften der IE1-Mutantmessen (4.3.5).

Auswahl der herzustellenden
IE1-Mutanten

v

Konstruktion der
Transferplasmide

v

Generierung rekombinanter
HCMV-BACmide

v
Virusrekonstitution

v

Isolierung der IE1-Mutanten

v

Quantifizierung der
Viruspraparationen

v y v
subzellulare Lokalisation .
. . N Analyse der viralen
Wachstumskinetiken viraler und zellularer . .
SenElTe Proteinexpression

Abb. 4.1: Schematische Darstellung des Gesamtkonzepts.
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4.2 Auswahl und Herstellung der Virusmutanten

4.2.1 Vorbemerkungen

Viele Jahre lang stellte die gezielte genetischaipdation des 230 kbp groRen HCMV-
Genoms eine grol3e technische Herausforderung daftierte Untersuchungen von
HCMV-Genprodukten einschlie3lich der viralen MIEsEine mittels eukaryotischer
Uberexpressionssysteme lieferten andererseits chaufi begrenzte Aussagen iber die
eigentliche Proteinfunktion im Infektionszyklusediich meist erst im Zusammenspiel mit
anderen viralen Faktoren zeigt. Durch die Herstejlspezifischer Virusmutanten mit der
in dieser Arbeit verwendeten neuartigen BAC-Tecbg@ kann jedoch die Funktion jedes
beliebigen viralen Genproduktes, auch im autheméisc Kontext infizierter Zellen,

untersucht werden.

4.2.2 Beschreibung der HCMV-IE1-Mutanten

Das 491-Aminoséauren umfassende 72 kDa IE1-Prostjnzusammen mit dem 86 kDa
IE2-Protein, das erste wahrend einer HCMV-InfektionUberfluss exprimierte Protein.
IE1-72 kDa besitzt wichtige Funktionen bezuglichllZ&lus-Regulation, Interferon-
Resistenz, Apoptose, Signaltransduktion und Trapéinskontrolle von zellularen und
viralen Genen. Auf diese Weise ubernimmt es eineliSselrolle wahrend der frihen
nukledren Phase der HCMV-Infektion. Die Konstruktioekombinierter Viren mit
Mutationen in diesem Protein kdnnte einen wesdrghc Beitrag dazu leisten, die
komplexen Vorgange wahrend einer viralen HCMV-Iif@k besser zu verstehen.

Alle bisher veroffentlichten genetischen Analyses ¢HCMV IE1-Gens beschrénkten sich
auf die Laborstamme ,Towne" (TN), ,AD169" und ,Tale“ (Plotkin et al. 1975;
Quinnanet al.1984; Cheest al. 1990; Chaet al. 1996; Greavest al. 1998; Davisoret al.
2003). Im Gegensatz dazu wurde im Rahmen diesezittmeben dem HCMV-Stamm TN
auch das ,FIX“-Isolat fusion inducing factor xFIX) verwendet. Der TN-Stamm wurde
ursprunglich aus dem Urin eines infizierten Kindgsvonnen und ist Gber die American
Type Culture Collection (ATCC-Nr. VR-977) erhaltic Im TN-BAC ersetzt der
Plasmidanteil (BAC-Kassette) die Regionen US1-U8&& viralen Genoms (Marchiet
al. 2001). TN wird zu den ,laboradaptierten* Stammez&hlt, die sich durch eine hohe

Anzahl an Zellkultur-Passagen an die Vermehrundgiumanen Fibroblasten angepasst
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haben und allgemein als apathogen gelten (MacCoganat 1999; Pricharcet al. 2001;
Murphy et al.2003; Wanget al. 2004). Dagegen hat der HCMV FIX-Stamm, der aus dem
.Klinischen Isolat* VR1814 einer schwangeren Fraut mprimarer HCMV-Infektion
gewonnen wurde, nur eine sehr begrenzte AnzahPeassagen in kultivierten Fibroblasten
durchlaufen (Revell@t al. 1992; Hahnret al. 2002). Demzufolge gilt der FIX-Stamm als
hoch pathogen und kann sowohl in primaren Fibrodhasls auch in anderen Zelltypen
(z. B. humanen Endothelzellen) replizieren, was @#iysiologischen Situation im
menschlichen Korper entspricht. Im FIX-BAC ersetii¢ BAC-Kassette die Regionen
IRS1-US6. Die Einfuhrung gleicher Mutationen im {B5&n eines attenuierten
Laborstammes und eines pathogenen Priméarisolatie sostmals eine vergleichende
Charakterisierung der zugehérigen Phénotypen eraiigyi.

Es gibt Hinweise darauf, dass genetische Manimrat in der komplex regulierten
viralen MIE-Transkriptionseinheit, die eigentlicih ziner spezifischen Inaktivierung von
IE1 fUhren sollten, zusatzlich unerwinschte, IEahiringige funktionelle Auswirkungen
haben konnen. Dies ist méglicherweise ein Grundkfintroverse Ergebnisse beziiglich
der Bedeutung der IE1-Proteine flr die virale Vemmeg und Pathogenese (Greagtal.
1998; Ghazakt al. 2005). Zur eindeutigen Klarung der Konsequenzehdgezifischer
Gendefekte wurden in der vorliegenden Arbeit neersehiedene Mutationen in das IE1-
spezifische Exon 4 der HCMV MIE-Transkriptionseiitheingefuhrt, die auf einen
vollstandigen oder partiellen Funktionsverlust dEfd-Genprodukte abzielten. Da alle
Mutationen sowohl im FIX- als auch im TN-Stamm ges@ wurden, entstanden so

insgesamt 18 neue HCMV-Virusmutanten, welche faligemalen benannt wurden:

e Exon 4-Substitutionsmutanten (TN_kanlacZ, FIX lka#)

e |E1-Revertanten (TN_rv, FIX_rv)

e L174P-Punktmutanten (TN_L174P, FIX_L174P)

e K192P-Punktmutanten (TN_K192P, FIX_K192P)

e C279A-Punktmutanten (TN_C279A, FIX_C279A)

e KA450R-Punktmutanten (TN_KA450R, FIX_K450R)

e A373-Stoppmutanten (TN_A373Stopp, FIX_A373Stopp)
e E421-Stoppmutanten (TN_E421Stopp, FIX_E421Stopp)

e (G476-Stoppmutanten (TN_G476Stopp, FIX_G476Stopp)
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Die Analyse bekannter HCMV-Mutanten mit kompletletion des MIE Exon 4 deutet
darauf hin, dass IE1 bei Infektion permissiver @ner humaner Fibroblasten mit hoher
MOI nicht, mit niedriger MOI jedoch unbedingt flredVirusvermehrung bendtigt wird.
Dies ist vermutlich auf einen Mangel oder auf ewazOgerte Bereitstellung viraler
Genprodukte der E-Phase zuritickzufihren. AuRerdegiezi=2 in Abwesenheit von IE1
ein verandertes intranukledres Verteilungsmusteoc@vkki et al. 1996; Greave®t al.
1998). Alle bisher vorgestellten IE1-Deletionsmuégmwurden allerdings noch nicht mit
Hilfe der BAC-Technologie hergestellt. Insofern lsoi die beiden im Rahmen dieser
Arbeit konstruierten Substitutionsmutanten (TN/FK&nlacZ) vor allem als
Ausgangskonstrukte fiir die unten beschriebenen tRurtanten und zur Uberprifung der
bereits publizierten Daten dienen. Dazu wurde damsE des MIE-Abschnittes bis auf die
Poly-A-Region durch eine kanlacZ-Kassette ersetziglurch die Bildung von IE1 und
IE19 vollstandig unterbunden wird (Abb. 4.2). Adergs wurde die Akkumulation von
verkirzten MIE-Proteinen (kodiert von den Exons 12d u3) erwartet, welche nach
Infektion von Fibroblasten mit WT-Viren normalensei nur in sehr geringen Mengen
auftreten und wahrscheinlich einen transdominantgatieen Effekt auf die
Virusreplikation austben (Awasthet al. 2004). Die Herstellung IE2-kodierender
Transkripte sollte aber erwartungsgemal nicht beéeintigt sein. Mit der Konstruktion
von FIX-BAC_kanlacZ wurde erstmals eine Exon 4-Sitltsonsmutante in einem
klinischen Isolat geschaffen, was Vergleiche zweschpathogenen und apathogenen
Laborstammen ermdglicht.

Zur Verifizierung der angewandten Methoden wurdeaysgehend von den
Substitutionsmutanten, fir TN und FIX jeweils ,Rea@ten generiert (TN/FIXrv), die
bei korrekter Durchfiihrung wieder WT-Eigenschateweisen sollten (Abb. 4.2).
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Abb. 4.2: Schematische Darstellung der Exon 4-Subgition im Kontext der MIE-Sequenz.
Dunne schwarze Balken stellen Introns, dicke Balkrons dar. Die Exons sind durchnummeriert
(1-5), wobei kodierende Abschnitte farbig dargdisteind. Mittels homologer Rekombination
wurde der fir das Exon 4 kodierende Bereich desBAS- WT durch eine kanlacZ-Kassette
ersetzt. Danach wurde diese Substitution rickgangggnacht. Fur die Herstellung der
FIX_kanlacZ-Substitutionsmutante sowie der FIX-Réaate gilt Entsprechendes.

Neben den Auswirkungen einer kompletten IE1-Detetideressierte uns der spezifische
Verlust einzelner, kritischer funktioneller Bereécinnerhalb des IE1-Proteins (Abb. 4.3).
Zu diesem Zweck sollten mehrere Punktmutanten koiest werden, bei denen im

Gegensatz zu fast allen bisher bekannten HCMV |kdakiten nur jeweils eine einzige
Aminosaure verandert wurde. Samtliche regulatoes8lequenzen zur Herstellung IE2-

spezifischer Transkripte, einschliel3lich wichti§gei3signale, blieben somit unberihrt.

AD1: AA373-386

K450R AD2:  AA 421-445

L174P K192P C279A A373Stopp E421Stapp GA476Stopp AD3:  AA 451-475

-l CTD: AA476-491

TN-IE1 LZ:  AA105-139
72 kDa | NLS1: AA1-24

NLS1 TD Lz ZF NLS2 AD1 AD2 AD3 CTD NLS2: AA 326-342

TD: AA 25-85
ZF. AA 267-284

Abb. 4.3: Schematische Darstellung bekannter strukireller Motive des TN-72 kDa IE1-
Proteins und der einzufiigenden Aminosaureaustausch®er graue Balken kennzeichnet das
491-Aminosauren lange TN-72 kDa IE1-Protein. Dasimd die zwei Bereiche fur die
Kernlokalisierung ifuclear localization signalNLS]) (Wilkinson et al. 1998; Delmast al. 2005)
markiert, desweiteren die Transaktivierungsdomarne) ((Pizzornoet al. 1991), das putative
Leucinzipper- (LZ) und Zinkfingermotiv (ZF), die @rsauren Domaneragidic domain[AD])
sowie die Chromatinbindedoméaneh(omatin tethering domainCTD]). Der gelbe Strich
kennzeichnet die SUMOylierungsstelle im IE1-Protam Lyss, Rote Pfeile symbolisieren die
sieben verschiedenen Stellen fir die in dieser ibdenerierten HCMV-Punktmutanten und ihre
Bezeichnungen. Rechts auf3en sind die jeweiligemasdiurengmino acid§AA]) angefihrt. Fur
das FIX-72 kDa IE1-Protein gilt Entsprechendes.

Bei den drei Stoppmutanten fuhren Nukleotidausta@isoum vorzeitigen Abbruch der

Translation der IE1-spezifischen Exon 4-Sequend(A).
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Abb. 4.4: Schematische Darstellung der HCMV TN-MIETranskriptionseinheit (4450 bp)
von WT und Stoppmutanten. Dicke Balken stellen die durchnummerierten Exons dabei
kodierende Abschnitte farbig unterlegt sind. Rofeil® kennzeichnen die Mutationsstellen im
Exon 4 des TN-MIE-Transkripts. Gestrichelte, niabsgefiilite Balken markieren Deletionen der
Stoppmutanten in der IE1-spezifischen Exon 4-Sexjubm die FIX-MIE-Transkriptionseinheit
wurden entsprechende Mutationen eingefihrt.

Durch die Chromatinbindungsdoméne, bestehend aud @eC-terminalen Aminosauren,
wird die Bindung von IE1 an Metaphasechromatin wébr der Mitose vermittelt
(Lafeminaet al. 1989; Wilkinsonet al. 1998; Reinhardet al. 2005). Dieses Phdnomen
wird nur gelegentlich beobachtet, weil die Mehrltgt HCMV-infizierten Zellen in einer
pramitotischen Phase des Zellzyklus arretiert werdaultet al. 1995; Bresnahaet al.
1996). Moglicherweise tragt die Chromatinbindung &ufrechterhaltung der Latenz und
zur Replikationskontrolle des Virusgenoms bei. Milfe der G476StoppMutation kann
der spezifische Verlust dieser Doméne erstmal&tbeleinktionell untersucht werden.
Auffalligerweise liegen im IE1-Protein C-terminakdextrem saure Aminosaureabschnitte
(AD1-3, Abb. 4.3) vor. Die genaue Bedeutung dieBereiche im IE1-Protein ist nicht
bekannt, obwohl saure Domanen haufig zur Transektimgsfunktion regulatorischer
Proteine beitragen (Ber&t al. 1998). Der Sequenzvergleich mit anderen CMV-Spezie
offenbarte bei Schimpanse, Affe und Rhesusaffe &lbstimmungen beziglich der
Sequenz der sauren Domanen (Reinhatdil. 2005). Unterstrichen wird die Bedeutung
dieses C-terminalen IE1-Bereiches ebenso durch Tditssache, dass hier mehrere
konservierte Motive mit dem zellularesignal transducer and activator of transcription 2
(STAT2)-Protein interagieren, einem wichtigen Medialer antiviralen Interferonantwort.
Diese Interaktion hat eine Blockierung der virusingrten Aktivierung Interferon-
abhangiger zellularer Gene zur Folge (Paudtisal. 2006; Krausset al. 2009). Zur
funktionellen Charakterisierung der sauren Motire IE1-Protein wurden infolgedessen
zwei C-terminale Deletionsmutanten hergestellt. Ygat bei der A373Stopp
Punktmutante alle drei sauren Domanen (AD1-AD3)isodie SUMOylierungs- und
Chromatinbindemotive fehlen, unterscheidet sichEi@1StoppPunktmutante davon nur
durch den Verbleib der ersten sauren Doméane (ADb, A.3).

Die Mutation L174P beruht auf Spekulationen, diezemtralen Bereich des IE1-Proteins
ein Leucinzipper-artiges Motiv vermuten lassen. diezipper vermitteln typischerweise

das reil3verschlussartige Ineinandergreifen von Asd#nre-Seitenketten zwischen DNA-



Ergebnisse 55

Helices. Normalerweise sind Leucinzipper aus eiheptadischen Aminosaurefolge
aufgebaut gbcdefy, wobei Reste an Positioa der Ausbildung einer hydrophoben
Beruhrungsflache dienen, ebenso wie das an jedbtesi Position angeordnete Leucin.
Dadurch ergibt sich die Fahigkeit zur DimerisieruZgvei oder mehrere Leucinzipper
bilden ineinander verdrehie-Helices und es resultiert eine ,helikale Gabeie BNA-
bindende Elemente in der groRen Furche von dsDNsitipoieren kann (Abb. 4.5)
(Landschulzet al. 1988). Haufig wird auf diese Weise die Wechselwigs von DNA mit
Proteinen der Transkriptionsmaschinerie vermitt8lb. finden sich derartige Motive in
vielen transkriptionsregulierenden Faktoren, woaahalE1 gehdrt. Allerdings kann man
bei ndherer Betrachtung den in Frage kommendeneBeghschnitt bei IE1-72 kDa nicht
zu den klassischen Leucinzippern zéhlen. WelcharflUss dieser hoch konservierte
Bereich dennoch fur bestimmte IE1-Funktionen hat@mte, sollte mit der Konstruktion
und Analyse der Virusmutanten TN/FIX174P und TN/FIX_K192P untersucht werden.

™ |
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Abb. 4.5: Grafische Darstellung des Leucinzipper-aigen Motivs in IE1-72 kDa. Links ist der
zentrale relevante Ausschnitt des AminosaurecodedHil-Proteins von HCMV-TN gezeigt (AA
163-200). An Lew, und Lysg, wurden in der vorliegenden Arbeit Punktmutatioeérgefihrt, um
diesen Bereich strukturell zu stéren. Rechts saidimatisch der Aufbau eines Leucinzippers und
die dadurch vermittelte Wechselwirkung mit dsDNAg#stellt.

Daruber hinaus wird in der DNA-Sequenz des Exonnddem ,Zinkfinger® ahnliches

Motiv vermutet. Zinkfinger spielen als DNA-Bindemat vieler bekannter Transkriptions-
regulierender Proteine eine wichtige Rolle, tragaper auch zur Protein-Protein-
Wechselwirkung bei und finden sich unter anderem de# RNA-Polymerase Il und
Metallothioneinen (Milleret al. 1985; Kluget al. 1987). Bei Zinkfinger-Motiven falten
sich wiederholt entweder vier Cystein- oder je zWagstein- und Histidinreste um ein
Zinkatom. Uber Schlaufenbildung aus mehreren bhasiscAminosaureresten wird die
Interaktion mit DNA vermittelt. Im IE1-Protein vOHCMV-TN bzw. HCMV-FIX kann

das putative Zinkfingermotiv durch den Austausclsgygegen Alazg (C279A) gestort

werden (Abb. 4.6). Da fur IE1 bislang keine DNA-Biumg beschrieben wurde,
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konstruierten wir die C279A-Virusmutante, vor allem um den Einfluss einer
maoglicherweise durch dieses Motiv vermittelten Buwotrotein-Interaktion auf die

Aktivitat des viralen Proteins und die Virusvermaing zu untersuchen.
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Abb. 4.6: Grafische Darstellung des putativen Zinkihgermotivs in IE1-72 kDa. Gezeigt ist der
relevante Ausschnitt des Aminosaurecodes (AA 26%)-2&s IE1-Proteins von HCMV-TN bzw.
HCMV-FIX, der durch an charakteristischer Stellehandene Histidin- und Cysteinreste (eckig
umrandet) eine Faltung um ein Zinkatom potenzieihdglicht. Durch die in dieser Arbeit
generierte Viruspunktmutation C279A wird dies vadart. Rechts ist die durch Zinkfinger
vermittelte DNA-Bindung schematisch dargestellt.

Bekanntlich sind IE1 und IE2 Substrate fur eine dtemte Bindung an das Ubiquitin-
verwandte, 11,%Da grol3e SUMO-1-Protein (Hofmaret al. 2000; Ahnet al. 2001).
Dieses ist auch bekannt als Sentrin, GMP1, PIC1l1 Waer SMt3 (Homolog in
Saccharomyces cerevis)a®ei IE2-86 kDa wird durch SUMOylierung die Fakégt zur
Transaktivierung verstarkt (Hofmaret al. 2000; Ahnet al. 2001). Viele andere, fur die
virale Genregulation zustandigen Proteine, sind nfgte Substrate fir eine
SUMOylierung, beispielsweise das ZTA-Protein vonvEdamsonet al. 2001), das E1-
Protein des bovinen Papillomavirus (Rangasaetyal. 2000), das IE1-Protein des
Humanen Herpesvirus 6 (Grawal al. 2002) oder das E1B-Protein des Adenovirus Typ 5
(Endteret al. 2001). Die resultierenden Effekte sind jedoch ggifeils unklar. Bei den
zellularen Proteinen RanGAP1, PML, Sp100, MDM2 B sind die funktionellen
Konsequenzen einer SUMOylierung &ufRerst divers fditren unter anderem zu
Proteinstabilisierung, Wechselwirkung mit andererrotéinen und modifizierter
Genregulation oder Zelllokalisation (Hochstrasse0®. Auch ein Zusammenhang mit
Apoptose, viraler Onkogenese, Zellzyklusprogressioufrechterhaltung der
Genomstabilitat und PML-Kérper-Formation wurde 8WMO-1 beschrieben (Yeét al.
2000; Mulleret al. 2001). Wie in den géangigen SUMO-1-Substraten,dirsich auch bei
IE1 ein konserviertes Motiv ,(I/L/V)KXE* (IE1, AA 49-452: VKSE, Abb. 4.7), welches

durch die Punktmutatio450R (Lyss50>Argaso) derart verandert werden kann, dass keine
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posttranslationale SUMOylierung mehr moglich ispgBgleret al. 2002; Nevelset al.
2004). Demzufolge erlaubt eine derartige Virusmigtaspezifische Aussagen Uber die
bislang weitgehend unbekannten Auswirkungen der SWyMrung von IE1 auf das
Viruswachstum oder andere Eigenschaften. Interéssame beispielsweise, ob die
Modifikation durch SUMO-1 die Fahigkeit zur Bindumgn PML-KOrper vermittelt, was
bei vielen SUMOylierten Proteinen, wie bei PML, &l ist.

TN/TIX- .%

TE1-72 kDa e

...DTVSVKSEPVSEL...
v
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Abb. 4.7: Grafische Darstellung der SUMOylierung van I|E1-72 kDa. Das dafir
verantwortliche Motiv ,(I/L/V)KXE" findet sich alsVKSE" im Aminosaurecode (AA 449-452)
des IE1-Proteins von TN und FIX wieder (rot). Durdle Punktmutation K450R wird eine
SUMOylierung von IE1 verhindert.

4.2.3 Mutagenese der IE1-kodierenden Sequenz uncekstellung der
Transferplasmide

4.2.3.1 Herstellung von Transferplasmiden mit IE1spezifischer Exon 4-
Substitution

Zuerst sollte eine Virusmutante generiert werdesn,der, bis auf den Poly-A-Anteil, das
komplette Exon 4 der MIE-Transkriptionseinheit diele und durch eine kanlacZ-Kassette
ersetzt ist. Hierfur mussten zunachst zwei unged#gich grol3e DNA-Stuckdlanks, die

im HCMV-WT-Genom das Exon 4 zu beiden Seiten flandn, amplifiziert und in das
Transferplasmid pGS284 integriert werden. Danadhesdie kanlacZ-Kassette zwischen
die beiden flankierenden DNA-Bereiche eingebautieer

Im ersten Schritt wurde ein etwa 1000 bp grol3es EBtiAck, das eine Seite des Exons 4
flankiert, in einer ersten PCR-Reaktion amplifiziddbazu dienten das HCMV-TN- bzw.
das HCMV-FIX-BACmid als Matrizen. Fur TN wurden diStarteroligonukleotide
#136/#137 eingesetzt, fur FIX #136/#138. Die rigatiGroie der PCR-Produkte konnte
gelelektrophoretisch bestatigt werden (Abb. 4.9)séhlie3end wurden sie gereinigt und
nach Restriktionsspaltung mit Bgl Il und Not | inehteren gleichen Ansétzen in den

ebenfalls Bgl 1lI/Not I-gespaltenen Vektor pGS28&ldaniert. Daraus entstanden die
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Konstrukte pGS284-TN/FIXlank 1 (Abb. 4.8), die zur Vermehrung in dEncoli-Stamm
S17\pir transformiert wurden. Zur Verifizierung wurdasineu eingefligte Inseftapk 1)
sequenziert und die Plasmidgrof3e mittels RestrikBpaltung Uberprift. Dabei zeigten
sich nach Bgl II/Not I-Spaltung in allen Ansétzeie drwarteten Bandenmuster (Tab. 4.1
und Abb. 4.9).

////
HCMV-TN-BAC
229483 bp Pac | Not |
#137 <
1 2 3 4 l‘_’ 5 S

#136 B pGS284-TN flank 1
PCR-Amplifizierung W
% sacB
FEcor1-Not 1 - Pac I H R B0 !
< > Bgl II/Not I-
1041 bp Spaltung

und
Bglll  Not|  Ligation

Abb. 4.8: Schematische Darstellung der Herstellungon pGS284-TN flank 1. Mittels PCR-
Amplifizierung (Matrize: HCMV-TN-BACmid) wurde eiretwa 1000 bp grof3es DNA-Stlick
generiert, das das Exon 4 flankiert. Es enthalten8ahnittstellen fur die Restriktionsenzyme
EcoRI, Notl (braun), Pad¢ und Bglll (griin). Nach Restriktionsspaltung mit Bglund Notl
wurde das PCR-Produkt in den ebenfalls B§lot I-gespaltenen Vektor pGS284 kloniert.
Dadurch entstand das neue Plasmid pGS284fahk 1. FiUr die Herstellung von pGS284-
FIX flank 1 qilt Entsprechendes, hier wurde das HCMV-FIX-BAIG als Matrize und das
Starteroligonukleotidpaar #136/#138 verwendet, efgstandene PCR-Produkt war 1042 bp lang.
Kodierende MIE-Exons sind farbig markiert und dumaimmeriert (2-5).

Plasmid- . . Plasmidgrof3e | Fragmentgrol3er Enzyme fir
Plasmidbezeichnung . :
nummer (in bp) (in bp) Testspaltung
#672 pGS284-TNflank 1 7308 6290 + 1018 Bgl 1l/Not |
#673 pGS284-FIX flank 1 7309 6290 + 1019 Bgl 1l/Not |

Tab. 4.1: Eigenschaften der Plasmide pGS284-TN/FIXlank 1.
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Abb. 4.9: Gelelektrophoretische Darstellung der PCRProdukte TN/FIX-flank 1 und der
Konstrukte pGS284-TN/FIX_flank 1. Die angegebenen Proben wurden auf 1%ige EtBr-
Agarosegele aufgetragef: Die Uber PCR-Amplifizierung erhaltenen Fragment/HIX-flank 1
wurden ungespalten aufgetrageri, C: Bglll/Not I-Spaltung der Plasmide pGS284-
TN/FIX_flank 1 lieferte das erwartete Bandenmuster (Tab. 4.1i}. dvilnem Pfeil markierte
Ansatze wurden weiterverwendet.

Danach sollte jener DNA-Bereich, der die andereeS#es Exons 4 flankiert, amplifiziert
und in das Plasmid pGS284-TN/Fifank 1 eingefiigt werden. Hierfir wurde wieder
zuerst in einer PCR-Reaktion mit den Starteroligdeatiden #139/#140 sowie dem
HCMV-TN- bzw. dem HCMV-FIX-BACmid als Matrize deugehoérige Abschnitt aus der
MIE-Region vervielfaltigt und gelelektrophoretis&ontrolliert (Abb. 4.10 und 4.11 A).
Nach Reinigung und Addition von 3"-A-UberhangerdaPCR-Produkte wurden diese in
mehreren gleichen Ansatzen in den linearisiertektafepCR4-TOPJ integriert. Mit
dieser schnellen und effizienten Klonierungsmethedtstanden die Konstrukte p&R
TOPC’-TN_flank2 und pCR4-TOPCO-FIX_flank2 (Abb. 4.10). Nach Transformation
und Vermehrung ic. coliDH10B lieferte die gelelektrophoretische Darstejuler Not I-
bzw. EcoR I-gespaltenen Plasmide bei allen Anséatienberechneten Fragmentgréf3en

(Tab. 4.2 und Abb. 4.11 B, C). AuRerdem wurde nsit&quenzierung die Korrektheit der
eingeflgten DNA-Sticke Uberpruft.
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Abb. 4.10: Schematische Darstellung der Herstellungon pCR®4-TOPO®-TN_flank 2. Mittels
PCR-Amplifizierung (Matrize: HCMV-TN-BACmid) wurdein 1036 bp groRes DNA-Stlick mit
Schnittstellen fir EcoR Not I, Pac | und Sph | generiert, das das Exdladkiert. Dieses wurde
in die Polylinkerregion des Plasmids p@RTOPC integriert, somit entstand pCRTOPC-
TN_flank 2. Fur die Herstellung von pCB-TOPC-FIX_flank 2 gilt Entsprechendes, hier wurde
das HCMV-FIX-BACmid als Matrize verwendet. Das ¢atglene PCR-Produkt war 1040 bp lang.
Die MIE-Exons sind farbig markiert und durchnumreeri2-5).

Plasmid- Plasmidbezeichnung Plasmidgrof3e | Fragmentgrol3er Enzyme fir
nummer (in bp) (in bp) Testspaltung
3938 + 1038 + ECOR |
#674 | pCRP4-TOPC-TN_flank 2 4992 16
3954 + 1038 Not |
3938 + 1042 + ECOR |
#675 | pCR?4-TOPC-FIX_flank 2 4996 16
3954 + 1042 Not |

Tab. 4.2: Eigenschaften der Plasmide pC®I-TOPO®-TN/FIX_ flank 2.
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Abb. 4.11: Gelelektrophoretische Darstellung der P®-Produkte TN/FIX-flank 2 und
Plasmide pCRP4-TOPO®-TN/FIX_flank 2. Die angegebenen Proben wurden auf 1%ige EtBr-
Agarosegele aufgetragef: Die Uber PCR-Amplifizierung erhaltenen Fragmehi/FIX-flank 2
wurden ungespalten aufgetrag&).C: Restriktionsspaltung von pCB-TOPC-TN/FIX_flank 2

mit Not | bzw. EcoR | lieferte jeweils das erwaeddandenmuster (Tab. 4.2). Mit grinem Pfeil
markierte Ansatze wurden weiterverwendet.

Als néachstes wurde das durch Not I-Spaltung erdstae Fragment des Plasmids p@R
TOPO-TN/FIX_flank2 mit dem ebenfalls Not I-geschnittenen Vektor A&8&
TN/FIX_flank 1 ligiert (Abb. 4.12). Weil nur ein Restriktionssym verwendet wurde,
wurde durch Zugabe von Phosphatase die Religatiom pGS284-TN/FIXflank 1
verhindert, so dass hauptsachlich die gewlnschteoduRte, namlich pGS284-
TN/FIX_flank 1+2, entstanden. Diese wurden wiederumEincoli S17Apir vermehrt.
AulRerdem wurde mit dem Restriktionsenzym Pac Rligsmidgrof3e und die Orientierung
des zusatzlich inserierten Fragmentdlénk 2) Gberprift (Tab. 4.3 und Abb. 4.13). Dies
war insofern wichtig, da spater zwischen die P&chnittstellen die kanlacZ-Kassette

eingefiigt werden sollte. Bei falscher Orientierungre im Bandenmuster eine etwa
1000 bp grol3e Bande zu erkennen.

Not I-Pac | Pac | Not |

Not I-Spaltung
und
Ligation
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Abb. 4.12: Schematische Darstellung der Herstellungon pGS284-TN flank 1+2.Nach Not I-
Spaltung von pCRA-TOPO'-TN_flank 2 wurde das entstandene Fragmerftgrk 2) in den durch
Not I-Spaltung linearisierten Vektor pGS284-Tidnk 1 kloniert. Somit entstand das Produkt
pGS284-TNflank 1+2. Fir die Herstellung von pGS284-Ffank 1+2 gilt Entsprechendes. Die
MIE-Exons sind farbig markiert und durchnummer{@rb).

Plasmid- . . Plasmidgrof3e | Fragmentgrol3er Enzyme fir
Plasmidbezeichnung . .
nummer (in bp) (in bp) Testspaltung
#676 pGS284-TNflank 1+2 8345 8329 + 16 Pac |
#677 pGS284-FIX flank 1+2 8350 8334 + 16

Tab. 4.3: Eigenschaften der Plasmide pGS284-TN/FIXlank 1+2.

PGS284-TN_flank 142
PGS284-FIX flank 1+2

Liingenstandard

unverdaut

8 kbp

Abb. 4.13: Gelelektrophoretische Darstellung der Kaostrukte
pGS284-TN/FIX_flank 1+2. Nach Pad-Spaltung der Konstrukte
pGS284-TN/FIX flank 1+2 konnte durch Auftragung auf ein 1%iges
EtBr-Agarosegel sowohl die GroRRe als auch die Gidamg des
eingefligten Fragments flank 2) tberprift werden (Ta4.3).

Pac I-Spaltung

Als letzter Schritt wurde die durch Pac I-Spaltuleg Plasmids pGEM-kanlacZ erhaltene
1763 bp groRRe kanlacZ-Kassette in mehreren glei¢es@tzen in den ebenfalls Pac I-
gespaltenen Vektor pGS284-TN/FIX flank 1+2 integrieNach Transformation in
S17\pir, Vermehrung, DNA-Isolierung und Testspaltungt mac | konnten richtige
Transferplasmide pGS284-TN/FIX IE1_kanlacZ idemidrt und isoliert werden (Tab. 4.4
und Abb. 4.14 A). Da Vektor und umkloniertes Fragineur mit einem Enzym gespalten
und anschlieBend ligiert wurden, konnte kein Esglauf die Orientierung der kanlacZ-
Kassette genommen werden. Diese ist aber fur pgegen Experimente nicht relevant.
Durch Bgl 1lI/Not I-Spaltung konnte die Gréf3e deslgintigen, in pGS284 integrierten
Fragmentsflank 1 + kanlacZ-Kassette ftank 2) Uberpruft werden (Tab. 4.4 und Abb.
4.14 B).
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Plasmid- . . Plasmidgrof3e | FragmentgrofRer Enzyme fur
Plasmidbezeichnung . ,
nummer (in bp) (in bp) Testspaltung
8329 + 1763 Pac |
#485 pGS284-TN IE1_kanlacZ 10092 6290 + 3802 Bl 11/Not |
8334 + 1763 Pac |

#486 pGS284-FIX IE1_kanlacZ 10097 6290 + 3807 Bgl /Not |

Tab. 4.4: Eigenschaften der Plasmide pGS284-TN/FI¥1 kanlacZ.
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Pac I-Spaltung
Bgl II/Not I-Spaltung

A B

Abb. 4.14: Gelelektrophoretische Darstellung der Kastrukte pGS284-TN/FIX IE1_kanlacZ.
Die angegebenen Proben wurden auf 1%ige EtBr-Aggete aufgetragerA: Nach Pac I-
Spaltung zeigten sich im Bandenmuster die 1763 bpley kanlacZ-Kassette sowie das
Vektorgerust. Mit grinem Pfeil markierte Ansatzerden weiterverwendeB: Durch Spaltung mit
Bgl 1lI/Not | konnte die Gré3e des gesamten intetgie Fragmentsflank 1 + kanlacZ-Kassette +
flank 2) Gberprift werden (Tab. 4.4).

4.2.3.2 Herstellung von Transferplasmiden mit IE1spezifischer Exon 4-WT-
Sequenz

Um die technische Korrektheit der in dieser Arlvatwendeten Klonierungstechniken zu
Uberprifen, sollte ein pGS284-Konstrukt mit IE1&pscher Exon 4-WT-Sequenz
hergestellt werden, das bei homologer Rekombinatiardem Exon 4-substituierten TN-
bzw. FIX-BAC-Genom wieder ein WT-HCMV-BAC-Genom etien musste. Aul3erdem
sollten mittels Fusions-PCR oder dem QuikChargderfahren Punktmutationen in die
Exon 4-Sequenz integriert werden, wofur ebenfatisAeisgangsplasmid mit einer Exon 4-
WT-Sequenz notig war. Fir das QuikChanyerfahren ware aber pGS284 mit seinen
6309 bp zu grof3, deshalb wurde parallel dazu deindde und einfacher zu handhabende
Plasmid pUC18 als Vektorgerust benutzt. Zu diesamack wurde zuerst ein etwa 3000 bp
grof3er Abschnitt der MIE-Region mit dem TN-WT- bzdem FIX-WT-BACmid als
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Matrize und den Starteroligonukleotiden #155/#156 einer PCR generiert und
gelelektrophoretisch detektiert (Abb. 4.16 A). DEsgment wurde nach Anhéngen von
Phosphatresten durch das Enzym T4-Kinase ungespailie dem Sma I-gespaltenen
Vektor pUC18 ligiert (Abb. 4.15). Nach Vermehrungnvmehreren gleichen Ansétzen in
DH10B-Zellen und DNA-Préaparation wurden einzelneold®n sequenziert und
testgespalten. Durch Kpn I/Xba I-Spaltung konntemvahl korrekt ligierte Plasmide
selektiert werden als auch die Orientierung desin@grierten MIE-Fragments tUberpruft
werden (Tab. 4.5 und Abb. 4.16 B, C). Sie ist ime&oa 4.15 dargestellt. Nun stand ein
kleines, handliches Plasmid fir Mutationszwecke Yarfigung, das den gewlnschten
Exon 4-WT-Bereich der MIE-Region beherbergt.

/]

m HCMV-TN-BAC
229483 bp
1 #156 23 4 Poly A 5 Poly A Xbal BamH |
Not |

#155 (Amp®) £
PCR-Amplifizierung ﬂ Pﬁg;l:]?;rtlr;g?en Y
mit T4-Kinase

MCS-Rest
Fse |

#506
pUC18-TN IE1_rv

Hind Il Ligation rep (pMBL) (3, ~—EcoRV
Sph

Pst| lacZ-Rest mit \, o

Sall MCS-Rest ~ A EcoR V
Xba |
BamH |
Smal
Kpn |
Sac |
EcoR |

FNot | —E-BH-

2958 bp

A
bla A
(ampfS

Abb. 4.15: Schematische Darstellung der Herstellungon pUC18-TN IE1 rv. In einer PCR-
Reaktion wurde ein Bereich aus der MIE-WT-Regiors ddCMV-TN-BACmides mit den
Starteroligonukleotiden #155/#156 amplifiziert. NaB8nh&ngen von Phosphatresten wurde das
entstandene Fragment mit dem Sma I-gespaltenehpspporylierten Vektor pUC18 ligiert, es
entstand pUC18-TN IE1_rv. Fur die Herstellung vedCQi8-FIX IEL1_rv gilt Entsprechendes, hier
wurde das HCMV-FIX-BACmid als Matrize fur die PCRrwendet, das erhaltene PCR-Produkt
war 2963 bp grol3. Kodierende MIE-Exons sind farbaykiert und durchnummeriert (2-5).

Plasmid- . . Plasmidgréle | Fragmentgrof3er Enzyme fur
Plasmidbezeichnung : :
nummer (in bp) (in bp) Testspaltung
#506 pUC18-TN IE1 rv 5644 2977 + 2667 Kon 1/Xba |
#507 pUC18-FIX IE1 rv 5649 2982 + 2667 P

Tab. 4.5: Eigenschaften der Plasmide pUC18-TN/FIXE1_rv mit MIE-WT-Sequenz.
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Abb. 4.16: Gelelektrophoretische Darstellung der P&-Produkte TN/FIX_rv und der
Plasmidkonstrukte pUC18-TN/FIX IE1_rv. Die angegebenen Proben wurden auf 1%ige EtBr-
Agarosegele aufgetragers: Die Uber PCR-Amplifizierung erhaltenen, etwa 3pkigrof3en
Fragmente TN/FIX_rv wurden ungespalten aufgetragerC: Durch Kpn I/Xba I-Spaltung von
pUC18-TN/FIX IE1_rv konnte die Grol3e des etwa 3 gbplden Fragments aus der MIE-Sequenz
uberpruft werden (Tab. 4.5). Mit grinem Pfeil marke Ansétze wurden weiterverwendet.

Weil das neu hergestellte pUC18-Konstrukt fur dierdtellung der HCMV-BAC-
Revertanten und die dafur notige homologe Rekontibimamit Exon 4-substituierten
HCMV-BACmiden jedoch als Transferplasmid nicht e3agtzt werden konnte, musste im
nachsten Schritt ein pGS284-Konstrukt mit einer iE4eWT-Sequenz und flankierenden
Bereichen konstruiert werden. Dazu wurde das estbende MIE-WT-Stlck aus pUC18-
TN/FIX 1IE1_rv mittels Not I/Fse I-Spaltung isolieund in das ebenfalls Not I/Fse I-
gespaltene Plasmid pGS284-TN/FIX IE1_kanlacZ lig{&bb. 4.17). Nach Vermehrung
in S17Apir-Zellen, DNA-Isolierung und Testspaltung mit NdEcoR V konnten richtige
pGS284-TN/FIX IE1_rv-Vektoren selektiert werden §Td.6 und Abb. 4.18).

Not |

Not| EcoRV

MCS-Rest EcoR Vs RP4oriT

Not | / Fse I-Spaltung

pGS284-TN IE1_kanlacZ | und Ligation
10092 bp Ny ——— >

bla

#506

o #502
{  pUC18-TN IE1_rv

pGS284-TN IE1_rv
9534 bp

EcoR V
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Abb. 4.17: Schematische Darstellung der Herstellungron pGS284-TN IE1_rv. Mittels
Not I/Fse I-Restriktionsspaltung wurde das Fragmentemihaltener IE1-spezifischer Exon 4-WT-
Sequenz und flankierenden Bereichen aus dem Plaptdid18-TN IE1_rv in pGS284-TN
IE1 kanlacZ uberfuhrt, es entstand pGS284#EMN rv. Fir die FIX-Konstrukte gilt
Entsprechendes. Die MIE-Exons sind farbig markied durchnummeriert (2-5).

Plasmid- . . Plasmidgrofie | FragmentgrofRen,  Enzyme fir
Plasmidbezeichnung . .
nummer (in bp) (in bp) Testspaltung
#502 pGS284-TN IEL_rv 9534 4357 +3578 +
1153 + 429 + 17 /
4357 + 3579 + EcoR V/Not |
#503 pGS284-FIX IE1_rv 9539 1157 + 429 + 17

Tab. 4.6: Eigenschaften der Plasmide pGS284-TN IEfv mit MIE-WT-Sequenz.
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Abb. 4.18: Gelelektrophoretische Darstellung der Kostrukte pGS284-TN/FIX IE1_rv. Die
angegebenen Plasmid-DNA-Proben wurden nach Réstrigpaltung mit EcoR V/Not | auf 1%ige
EtBr-Agarosegele aufgetragen (Tab. 4.6). GrunddPfearkieren weiterverwendete Ansatze.

4.2.3.3 Herstellung von Transferplasmiden mit IE1spezifischen Exon 4-
Punktmutationen

Fur die Herstellung von Transferplasmiden mit gézieNukleotidaustauschen in der IE1-
spezifischen Exon 4-Sequenz kamen in dieser AdasitQuikChangeVerfahren und die
Fusions-PCR zum Einsatz.

Als Matrizen fir das QuikChangé&/erfahren zur ortsgerichteten Mutagenese (3.4.5.3)
standen die in 4.2.3.2 beschriebenen Plasmide pJGUBIX IE1 rv zur Verflgung. Sie
enthalten einen MIE-WT-Bereich einschliel3lich dewok& 4-Sequenz des TN- bzw. FIX-
BACmides. Auf diese Weise wurden alle Mutanten, emuBN_K192P, generiert. Als
Startermolekile wurden jeweils zwei zueinander kiementdre Oligonukleotide
verwendet, die denselben Sequenzabschnitt der MifeR, mit integrierter Mutation,

trugen (3.2.1). Es wurden stets nur ein bis maximiadi Nukleotide ausgetauscht.
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AnschlieBend wurden die pUC18-Plasmide mit den Rkian TN_A373Stopp,
TN_K450R und FIX_K192P in chemisch-kompetente GMZX@8en transformiert
(Plasmide mit den tbrigen Mutationen in chemischfgetente DH10B-Zellen). Auf diese
Weise entstanden pUC18-TN/FIX IE1-Plasmide, dié sion pUC18-TN/FIX IEL1_rv nur
durch die gewlnschten Nukleotidaustausche in denExSequenz unterschieden. Nach
Verifizierung durch Sequenzierung (Abb. 4.20) kender punktmutierte IE1-Abschnitt
mit Hilfe von Fse I/Not I-Spaltung in den Vektor 8&84-TN/FIX IE1_kanlacZ integriert
werden (Abb. 4.19). Dieses Verfahren wurde angeegefid die TN-Mutationen L174P,
C279A, A373Stopp, K450R und G476Stopp, aulRerdendigirFIX-Mutationen L174P,
K192P, C279A, A373Stopp, K450R und G476Stopp. Deedén E421Stopp-Mutanten
wurden in den Vektor pGS284-TN/FIX IE1_rv integti€Abb. 4.21). Restriktion mit
geeigneten Endonukleasen und analytische Gelepidrese sowie erneute
Sequenzierung oder Selektion auf Antibiotika-haligNahrmedium diente der Kontrolle
richtig mutierter Plasmide (Tab. 4.7 und Abb. 4.2Der Vektor pGS284-TN/FIX
IE1 kanlacZ war fur die Umklonierung der zuvor reuien Fragmente insofern besser
geeignet als pGS284-TN/FIX IEL1_rv, well richtig cekbinierte Plasmide keine Resistenz
gegen Kanamycin mehr aufwiesen und so gegen dagaAgsplasmid selektioniert
werden konnten. Weiterhin wurde Bgl Il als Restaksenzym deshalb ausgewanhlt, weil
es im Exon 4 und im pGS284-Vektor spaltet, nictdrah der kanlacZ-Kassette oder im
pUC18-Vektorgeriist. Damit konnten Proben ausgesondeerden, bei denen
falschlicherweise der pUC18-Vektor in das pGS284HIX IE1_kanlacZ-Gerust kloniert
wurde. SchlieBlich konnten korrekt mutierte Transfesmide fir die homologe
Rekombination mit Exon 4-substituierten HCMV-TN/FBACmiden eingesetzt werden.
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Abb. 4.19: Allgemeines Prinzip zur Herstellung vonpGS284-Transferplasmiden mit einer
Punktmutation in der IE1l-spezifischen Exon 4-Sequen ,mut steht fur die jeweilige
gewunschte Mutation im Exon 4. Als Matrize fur démzelnukleotidaustausch der jeweiligen
Mutation mittels QuikChangePCR diente das pUC18-TN/FIX IE1_rv-Plasmid. Naoctniolle
durch Sequenzierung konnte der mutierte MIE-Abdthmittels Fse I/Not I-Spaltung in den
pGS284-TN/FIXIE1_kanlacZ-Vektor subkloniert werden. Die MIE-Exonsind farbig
hervorgehoben und durchnummeriert (2-5).

B o W "y ¥
AGCCGCA'l ACAGC 1G T IGT CCGGTC CGGIAGAT TCTIGAG
fin "y\
| 'rlﬁz'n‘fnﬁ‘ --‘4..
TN_C279A
GC TCCGGC pcagecicT CGGIAGAT(
“: A [‘} ‘Il'\ A .;ﬂ‘ b | *_X/km’d ,T.\ r\‘ j
FIX_L174P FIX_K192P FIX_C279A FIX_K450R FIX_A373Stopp FIX_G476Stopp

Abb. 4.20: Mutationsnachweis durch SequenzierungDie durch das QuikChang&/erfahren
eingefiigten Nukleotidaustausche wurden vor Umkiomig in pGS284-TN/FIX IE1_kanlacZ

durch Sequenzierung verifiziert (rote Pfeile). Disdie jeweils relevante Aminosaure codierende
Basentriplett ist schwarz unterstrichen.

Plasmid- . . Plasmidgrofie | FragmentgrofRer Enzyme fur
Plasmidbezeichnung . :
nummer (in bp) (in bp) Testspaltung
#542 | pGS284-TN IE1_E421Stopp 9534 8088 + 1446 Bal Il
#543 | pGS284-FIX IE1_E421Stopp 9539 8092 + 1447 g

Tab. 4.7: Eigenschaften der Plasmide pGS284-TN/FI¥E1_E421Stopp.
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QuikChangeP-Mutagenese: Mutationsnachweis
Einfugen der Mutation durch
E421Stopp Sequenzierung rep

- " (MB)
7

pUC18-TN/FIX IE1_
E421Stopp

Fsel E421Stopp

Fse I/Not I- Not |

Spaltung
und Ligation ”’ oriR6K

RP4ori

Bgl Il ~
E421Stopp—

E421Stopp
E421Stopp

pGS284-FIX IEL,

\—|
[
Z
iy
<
P
N
)
Q
2

pGS284-TN/FIX IE1_
E421Stopp

‘fnochmalige ......

TGGCTTAGAA(  sequenzierung

Bgl ll-Spaltung .\ q n ,. I|

Abb. 4.21: Ubersicht zur Herstellung der pGS284-TNFIX IE1_E421Stopp-
Transferplasmide. Als Matrize fiir den Nukleotidaustausch mittels KiLiang€-PCR diente das
pUC18-TN/FIX IE1_rv-Plasmid. Uber Fse I/Not | -Spaig konnte der mutierte MIE-Abschnitt in
den pGS284-TN/FIX IE1_rv-Vektor kloniert werden. i Sequenzierung wurde die Mutation
vor und nach der Umklonierung nachgewiesen (@A@G, roter Pfeil). Restriktionsspaltung mit
Bgl 1l und Analyse auf einem 1%igen EtBr-Agarosd-@&sigte das erwartete Bandenmuster (Tab.
4.7). Die MIE-Exons sind farbig markiert und durahmmeriert (2-5).

Trotz wiederholter Versuche gelang es aufgrund anekl technischer Schwierigkeiten
nicht, die Mutation TN_K192P mittels QuikChangdutagenese zu generieren. Versuche
mit unterschiedlichen Starteroligonukleotidlangéiertien ebenso erfolglos. Deshalb wurde
auf das in 3.4.5.2 beschriebene Verfahren der ReSRCR zuriickgegriffen. Dabei wurde
in einer ersten PCR-Reaktion das Fragment ,strowé$” der gewinschten
Mutationsstelle im IE1l-spezifischen Exon 4 mit déligonukleotiden #140/#319
amplifiziert. Das ,stromabwarts” davon gelegenec8tivurde mit den Oligonukleotiden
#318/#136 in einer zweiten PCR-Reaktion verviafiltAls Matrize diente jeweils das
HCMV-TN-BACmid (Abb. 4.22). Die Oligonukleotide #81319 enthielten an ihrem 5'-
Ende einen die gewiinschte Mutation tragenden Ubgemilen Bereich von 21 bp, der
komplementar zum jeweils anderen Oligonukleotid. vizadurch waren die aus den ersten
beiden Reaktionen resultierenden PCR-Produktpaarediesem Abschnitt homolog
zueinander. Das nicht-komplementéare Ende des Qlideatids #140 wies daruber hinaus
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eine Erkennungsstelle fur das Restriktionsenzym ISpdwuf, wohingegen das

Oligonukleotid #136 in diesem Bereich eine Bgl dh8ittstelle besal3.

Fur die Herstellung des Gesamtfragments mit deraliuisstelle wurden in einer dritten
PCR-Reaktion die ,aufleren” Oligonukleotide #1408t1td als Matrizen die beiden
Amplifikate aus den ersten zwei PCR-Reaktionenesetyt (Abb. 4.22). Im Anschluss an
die Aufreinigung konnte durch Restriktionsspaltushgs Fusionsproduktes ein EcoR V-
Fragment mit der enthaltenen Mutation in den Ecege¥paltenen Vektor pUC18-
TN IE1_rv inseriert werden (Abb. 4.22 und 4.23 Nach Vermehrung in GM169-Zellen
und nach DNA-Préparation wurde zur Orientierungsiatie das erhaltene Plasmid
pUC18 TN IE1 K192P Nco I-gespalten und mit dem Amgplasmid pUC18 TN

IE1 rv verglichen (Tab. 4.8 und Abb. 4.23 B). Da Austausch von zwei Nukleotiden im
Agarosegel nicht erkennbar ist, wurden wie erwagleiche Bandenmuster detektiert.
Jedoch konnte mittels Sequenzierung des EcoR Vafeats der richtig eingefugte
Nukleotidaustausch bestatigt werden (Abb. 4.22hli8Blich wurde die Mutation Uber

Fse I/Not I-Spaltung in den parentalen Vektor pGBZ8| IE1_kanlacZ Ubertragen und
der Erfolg durch analytische Restriktionsspaltubgrpriift (Tab. 4.8 und Abb. 4.23 C).

#318

#140 — Poly A Poly A
HCMV-TN- (AmpR) BB
B ——
319 v rd

#136

pUC18-TN IE1 rv

ﬂ PCR 1: #140/4319
5644 bp

#140 PCR 2: #318/#136 rep |

Uberlappung
21 bp 1354 bp i |
1926 bp o« lacZ-Rest

#136 b 0% AN
mit MCS-Rest
ﬂ PCR 3: #140/#136 : S EcoR V

—~EcoR V

K192P
EcoR V-Spaltung
und

EcoR V| EcoRV Fse |
K192P-

Fusionsprodukt sph I——&-— }ﬁ»BgllH
3259 bp ﬂ

W (oMB1) Y
GC 'T%GC

TSEcoR V

% K192P
EcoR V

Abb. 4.22: Schematische Darstellung der Herstellungon pUC18-TN IE1_K192P Als Matrize

fur die Fusions-PCR diente das HCMV-TN-BACmid. lendersten beiden PCR-Reaktionen
wurden zwei Fragmente mit endstandigen, die gewilasdutation tragenden homologen
Bereichen generiert. Das in der dritten PCR anzidifte Gesamtfragment enthielt so die Mutation



Ergebnisse 71

K192P. Mittels EcoR/-Restriktionsspaltung konnte die Mutation in demktér pUC18-TN
IEL_rv Uberfuhrt werden. Kodierende MIE-Exons diaidbig markiert und durchnummeriert (2-5).

Plasmid- Plasmidbezeichnung Plasmidgréle | Fragmentgrof3er Enzyme flr
nummer (in bp) (in bp) Testspaltung
5215 + 429 EcoR V
#506 pUC18-TN IE1_rv 5644 2635 + 1009 NGO |
5215 + 429 EcoR V
#541 pUC18-TN IE1_K192P 5644 4635 + 1009 Nco |
2898 + 2746 Fse I/Not |
#596 pGS284-TN IE1_K192P 10092 8088 + 1446 Bgl Il

Tab. 4.8: Eigenschaften der Plasmide pUC18-TN IE1vf pUC18-TN IE1_K192P und pGS284-
TN IE1_K192P.

pUC18-TN IE1_rv
Lingenstandard
pUC18-TN IE1_rv
pUC18-TN IE1_K192P

=
=
s
=
g
=
7]
=
@
epn
=
o
-

pUC18-TN IE1_K192P

Lingenstandard

Lingenstandard

pGS284-TN IE1_K192P

5kbp

AR AL

0,5 kbp

Bgl I1-Spaltung

EcoR V-Spaltung Nco I-Spaltung

A B C

Abb. 4.23: Gelelektrophoretische Darstellung der Kastrukte pUC18-TN IE1_rv, pUC18-TN
IEL_K192P und pGS284-TN IE1 _K192P Die angegebenen Proben wurden auf 1%ige EtBr-
Agarosegele aufgetrageA, B: EcoR V- bzw. Nco I-Spaltung der Plasmide pUC18-H4_rv
und pUC18-TN IE1_K192P diente der Gr6R3en- und @remngskontrolle des eingefiigten MIE-
FragmentsC: Mittels Bgl 1I-Spaltung wurde aus mehreren Ansatzin korrektes pGS284-TN
IE1_K192P-Konstrukt ausgewahlt (grine Pfeilspi{@egb. 4.6).

4.2.4 Herstellung rekombinanter BACmide

Die gewiinschten Veranderungen in der IE1-spezifisdixon 4-Sequenz der erfolgreich
generierten pGS284-Transferplasmide sollten nuAaGMV-TN- bzw. HCMV-FIX-BAC-
Genome integriert werden. Dies geschieht Uber Kgatjan zwischerk. coli, wobei durch
homologe Rekombination gezielt genetisches Matait@l pGS284-Konstrukte in die
HCMV-BAC-Genome uberfuhrt wird. Samtliche bescheebn pGS284-Derivate wurden
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in E. coli S17\pir propagiert, wohingegen die Ausgangs-BACmideEncoli GS500
vorlagen. Dieser Stamm bringt alle fir die homoldgekombination nétigen Enzyme
(recA, recBCD) mit (3.4.7). Jedes BAC-Genom enthé#tatzlich eine EGFP-Kassette und
als Selektionsmarker ein Cam-Resistenzgen. Um obgghrfde Ergebnisse zu verifizieren,
wurden aus jedem Rekombinationsereignis immer dgeidrei unabhangige Klone zur
weiteren Charakterisierung ausgewahlt. Aul3erdem nteon Uber Analyse des
Bandenmusters nach EcoR I-Spaltung groRere unechimmd$Rekombinationsereignisse
zwischen internen viralen Sequenzwiederholungem pdeschen viralen und bakteriellen
Sequenzen ausgeschlossen werden.

Zuerst wurden die Transferkonstrukte pGS284-TN/HEL_kanlacZ und die infektiosen
WT-BACmide der HCMV-Stamme TN und FIX fur die homage Rekombination
eingesetzt (Abb. 4.24 A). Daraus konnten GS500edethit BACmiden (Cam+, Kan+,
lacZ+) isoliert werden, die sowohl auf Cam- als rawuf Kan-haltigem N&hrmedium
wuchsen. Bei diesen neuen BAC-Genomen TN-BAC_kanland FIX-BAC_kanlacZ war
nun die komplette Exon 4-Sequenz, bis auf die kadierenden 3‘-Bereiche, gegen eine
kanlacZ-Kassette substituiert worden. Wie erwartevar in der EcoR I-
Restriktionsspaltung der Verlust der WT-spezifisth€ kbp-Bande klar erkennbar (Abb.
4.25 A), da innerhalb der kanlacZ-Kassette jetat @ieue Schnittstelle fur dieses Enzym
vorlag. Allerdings waren die neuen, etwa 5,7- urfdl kbp-grol3en Fragmente im Gelbild
aufgrund Uberlagerung teilweise nur undeutlich #edkenzieren.

Im néchsten Schritt wurden die eben beschriebermrstkukte als Ausgangs-BACmide
fur die homologe Rekombination mit den Transfenplaen pGS284-TN/FIX IEL1 rv
verwendet (Abb. 4.24 B). In diesem Fall wurden BA@en(Cam+, Kan-, lacZ-) erzeugt,
die bei korrekter Vorgehensweise wieder WT-Eigenftelm zeigen sollten. Sie konnten
mittels Resistenztestung und Blau-Weil3-Screening Xellen mit nicht rekombinierten
BACmiden (Cam+, Kan+, lacZ+) unterschieden werdenGelbild nach EcoR I-Spaltung
war die WT-spezifische 10 kbp-Bande wieder eindputirhanden (Abb. 4.25 A).

Zuletzt wurden die unter 4.2.3.3 beschriebenen 13S284-Derivate, mit sieben
verschiedenen Mutationen im Exon 4, jeweils furziei Stdamme TN und FIX, eingesetzt
(Abb. 4.24 C). Als Ausgangs-BACmide dienten aucer fiN-BAC_kanlacZ und FIX-
BAC_kanlacZ. Erneut wuchsen samtlichE. coli mit erfolgreich rekombinierten
BACmiden (Cam+, Kan-, lacZ-) nicht mehr auf Kantlgdm Medium. Desweiteren
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entsprach das EcoR I-Restriktionsmuster dem des M. FIX-WTs, da der jeweils
vorliegende Nukleotidaustausch im Gelbild nichtdeslbar war (Abb. 4.25 B).

Mit dieser aufwandigen Methode hatte man nun neG&W-BAC-Genome der Stdmme
TN bzw. FIX fur weitere Untersuchungen zur Verfuguibei denen einmal die Exon 4-
Sequenz substituiert worden war, eben dieser Asshawvieder rickgéngig gemacht
worden war, oder bei denen uber Nukleotidaustaustheeinziges Triplett verandert

worden war (Tab. 4.9).

e kriacz | M6 TNBACWT | g or'a hanipey | TN-BAC Kanlac
#4?£1Fi(lfasnzlgglx HZLFICBAC WT | oSt | FIXBAC kanlacZ
#SOZIEE_S@S“'TN #138 FIX-BAC_kanlacz| | SUPSTUION |y gac v
#03 ,%(iizvs“":'x #138 FIX-BAC_kanlacz| | SUStION | pixgac v
#5?21'0_?_?52;'TN #134 TN-BAC_kanlacz| " rKIWaION | 1n.paC_1174P
#5ﬁ6Efi?%i‘Fl,'F'x #138 FIX-BAC_kanlacz| s MUBION | Eix.BAC_L174P
#5?21'0_%5%'TN #134 TN-BAC_kanlacz| o coU@lON | 1y ac_K192p
#5?21‘)_(;%%‘;':')( #138 FIX-BAC_kanlacz| 0 s'TWAION | Eix.BAC_K192P
#5?§1Fi%§§gi'TN #134 TN-BAC_kanlacz| T aixnWialon | ry.gac_c2794
#5721{%227%‘}\":“ #138 FIX-BAC_kanlacz| s U0 | pix gac_c279A
#;5E§7_£§7S3288t§-p1;3N #134 TN-BAC_kanlacz|  "o0€"TUIAION | 1y BAC_A373Stopp
#35818_2(57832;40-;;X #138 FIX-BAC_kanlacZ| o< I Ha00N | Fix BAC_A373Stopy
ﬁ%‘llz_gfzslzgt‘égp'\' #134 TN-BAC_kanlacz| -y oalion | tn-gaC_E4215topp
#Féf_gﬁgfgfégéx #138 FIX-BAC_kanlacZ| a0 8al0n | Fix BAC_E421Stopy
#S?SEGK%%'TN #134 TN-BAC_kanlacz| " a <00 | 1. BAC_K450R
#57|é1p_?<ié%‘|§':'x #138 FIX-BAC_kanlacZ| a0 atO | FiX-BAC_KA450R
ﬁ%ﬁigﬁfgg@g ;\' #134 TN-BAC_kanlacz| "k 0UION | 1y gac_G476Stopp
#ﬁzsliga%gfégéx #138 FIX-BAC_kanlacZ Ztgl‘fgu%tig” FIX-BAC_GA476Stopy

Tab. 4.9: Ubersicht aller neu generierten rekombinaten HCMV-BACmide.
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Abb. 4.24: Schematische Ubersicht zur Herstellungekombinanter TN-BACmide. A-C: Die
obersten Reihen zeigen relevante Ausschnitte dedifihomologe Rekombination eingesetzten
pGS284-TN-Transferplasmide. Darunter ist der zuAndernde Abschnitt des parentalen TN-
BACmids dargestellt. Gebogene Pfeile rechts auidgralésieren die Insertion der mutagenisierten
IE1-Abschnitte durch homologe Rekombination. Aufsdi Weise neu entstandene TN-BACmide
sind in den untersten Reihen dargestellt. KodiezeldE-Exons sind farbig hervorgehoben und
durchnummeriert (2-5). Die relative Position angemder EcoR I-Schnittstellen (grine Pfeile)
sowie die jeweiligen Fragmentlangen sind angegebéndie Herstellung der FIX-BACmide gilt
EntsprechendesA: Konstruktion Exon 4-substituierter BACmid®: Umkehr der Exon 4-
Substitution.C: Exemplarisch fir alle anderen Punktmutationerdist Herstellung der Exon 4-
Punktmutation TN_A373Stopp gezeigt.
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Abb. 4.25: Vergleich der Restriktionsmuster rekombnanter HCMV-TN-BACmide. A, B : Die
BAC-DNA wurde mit EcoR | geschnitten und in einefi%igen EtBr-Agarosegel aufgetrenAt.
Rote Pfeile kennzeichnen die WT-spezifische 10 Rapde. Diese verschwindet bei BACmiden
mit Exon 4-Substitution (TN-BAC_kanlacZ) zugunstemeier 4,9 und 5,7 kbp groRRer Fragmente
(grune Pfeile, Abb. 4.24). TN-BAC rv lie3 wie entgrein dem TN-BAC-WT entsprechendes
Bandenmuster erkenndd:. Exemplarisch fur alle Punktmutanten ist TN-BAC_78%topp gezeigt.

425 Rekonstitution von HCMV-Partikeln aus BACmidDNA

Nach abgeschlossener Herstellung aller gewlinsoktembinierter HCMV-BACmide der
Stamme TN und FIX (4.2.4), galt es nun, ausgehead der reinen BAC-DNA, durch
Transfektion in permissive primare humane Fibraelas(MRC-5) Viruspartikel zu
rekonstituieren und erste Anhaltspunkte Uber dfekbositat der einzelnen Mutanten zu
erhalten. Dies erfolgte wie unter 3.6.3 beschriebattels Elektroporation. Jedesmal
wurden etwa 3 pug BAC-DNA und zur Steigerung derektibsitat je 1 ug pp71-
Expressionsplasmid transfiziert. Als Positivkonalienten die parentalen BACmide TN-
BAC_WT und FIX-BAC_WT. Fir jede Mutation wurden inemzwei aus der homologen
Rekombination unabhéngig entstandene Klone traesfizAufgrund der in allen BAC-
Genomen enthaltenen EGFP-Expressionskassette kaienggfolgreiche Transfektion und
Virusrekonstitution fluoreszenzmikroskopisch vegtolwerden. So wurden erste grin
fluoreszierende Zellen in den Ansatzen TN-BAC_WTmatwa drei bzw. FIX-BAC_WT

nach etwa vier Tagen entdeckt. Erwartungsgemafielen sich die Proben TN-BAC_rv
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und FIX-BAC _rv in gleichartiger Weise. Dagegen ktenhei allen Proben mit einer Exon
4-Substitution (TN-/FIX-BAC_kanlacZ) zu keinem Zaiinkt ein griines Signal detektiert
werden. Was die verschiedenen Exon 4-Punktmutdmeéraf, lie3en sich grine Zellen
regelmafig erstmals nach etwa drei bis vier Tagmbéchten, danach prasentierten sie
aber ein relativ unterschiedliches WachstumsvezhaltAm WT-&hnlichsten war die
Mutante C279A, nur geringfiigige Wachstumseinschuagk zeigten K450R und
G476Stopp, wohingegen K192P, E421Stopp und vomalk373Stopp und L174P
deutliche Attenuierung gegeniiber den WT-Viren enlegnlielen. Die entsprechenden
Mutanten der Stdmme TN und FIX verhielten sich d@ige gleichférmig. In den
folgenden Tagen und Wochen nahm die Anzahl fluseesader Zellen bei den WT-Viren,
Revertanten und allen Punktmutanten stetig zu, vabdweine langsame Ausbreitung
rekonstituierter Viren nachgewiesen wurde. Sobaié &chale vollstandig durchinfiziert
war, wurden die darauf befindlichen Zellen einseRlich dem Uberstand geerntet. Bei den
WT-ahnlichen Proben war dieser Zeitpunkt nach dagihittlich 11-15 Tagen, bei den
leicht attenuierten Ansétzen nach etwa 15-20 Tageh bei den stark attenuierten erst
nach 20 Tagen oder langer erreicht. Bezuglich demE-Substitutionsmutanten wurde
dafur ein Moment ausgewahlt, bei dem kein Auftrederer Fluoreszenz mehr zu erwarten
war (Tag 30). Insgesamt ergaben sich bereits elist@eise auf moglicherweise wichtige
DNA-Bereiche in der IE1-Gensequenz, die fur eineingeschrankte Proteinfunktion
unabdingbar zu sein scheinen. Im Gegensatz zurstémotigen Exon 4-Verlust (TN-/FIX-
BAC_kanlacZ) war jedoch keiner der mutierten Rédisthnitte absolut essenziell fir die
Vermehrung von laboradaptierten oder klinischen HEIgblaten in kultivierten humanen
Fibroblasten.

4.2.6 Schlussfolgerungen

Zunéchst wurden pGS284-Transferplasmide mit IEXifipeher Exon 4-Substitution
(pGS284-TN/FIX IE1_kanlacZ, 4.2.3.1) und pUC18-Riae mit Exon 4-WT-Sequenz
hergestellt (pUC18-TN/FIX IE1_rv, 4.2.3.2). In letee wurden mit dem QuikCharige

Verfahren bzw. durch Fusions-PCR ausgesuchte Niidtestausche eingeflgt, von
denen erwartet wurde, dass sie die Funktion des7mHdDa-Proteins beeinflussen
(4.2.3.3). Danach wurden alle Mutationen in pGSP@4ivate uberfuhrt, da sich nur
dieses Vektorgeriist als Transferplasmid eignet (AbR9 und 4.21). Mit Hilfe von
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Konjugation und homologen Rekombinationsprozessda. coli zwischen den einzelnen
Transferplasmiden und parentalen BAC-Genomen wuadeohliel3end generiert:

Durch Exon 4-Substitution IE1-defiziente HCMV-BACe@Gome, desweiteren BACmide,
bei denen diese Substitution wieder rickgangig gbmavorden war, sowie sieben
verschiedene HCMV-Exon 4-Punktmutanten (4.2.4). Dias im Kontext zweier
unterschiedlicher Virusisolate (TN und FIX) geschiaatte man nun fir die Transfektion
in permissive humane Fibroblasten insgesamt 18mbkwante HCMV-BACmide, davon
jeweils zwei unabhangige Klone, zur Verfigung. Dar&onnten, bis auf die Exon 4-
substituierten BAC-Genome, alle rekombinanten BAdsmizu infektiosen Viren
rekonstituiert werden (4.2.5). Im nachsten Absc¢hnitd auf die Ph&notypen der neuen

Virusmutanten genauer eingegangen.

4.3 Charakterisierung der HCMV-IE1-Mutanten

4.3.1 Quantifizierung infektioser Viruspartikel

Fur eine genaue und reproduzierbare Charaktengjeder HCMV-IE1-Mutanten in
verschiedenen Infektionsexperimenten war es erflictie gleiche Ausgangsbedingungen
zu gewahrleisten. Dazu mussten zunéchst die Tteo, die Konzentrationen infektioser
Viruspartikel in den einzelnen Viruspraparationemmittelt werden. Diese wurden fur die
beiden WT-Viren im Plaque-Test (3.6.6) bestimmt tetrugen fiir TN 2,6& 10’ PFU/m
und fur FIX 2x 10’ PFU/ml. Auf die IE1-Punktmutanten lieR sich diedésrfahren
aufgrund des ,Initiationsdefektes” (5.1.2) nichtwemden, da die tatsachlichen Titer
dadurch unterschétzt werden wirden. Es war jeddilion, die Partikelkonzentration der
mutanten Viruspraparationen indirekt durch Quazigfung der viralen DNA zu
bestimmen. Uber einen Vergleich der DNA-Daten voim \WWhd Mutanten und dem
bekannten WT-Titer lie3en sich so die Titer dergigyen IE1-Punktmutanten berechnen.
Im ersten Schritt wurde aus allen geernteten Vidsgrationen Gesamt-DNA isoliert
(3.6.8) und als Matrize fur die quantitatireal-timePCR (3.4.5.1) eingesetzt. Mit dem fur
samtlichereal-time PCR-Versuche dieser Arbeit verwendeten Starteyoligleotidpaar

#294/#295 wurde ein 71 bp-Fragment aus dem viftdleésd-Promotor amplifiziert.
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Sobald alle CP-Werte, welche die Zykluszahl beimtriit der Amplifizierungsreaktion in
die logarithmische Phase kennzeichnen, bekannt nyateonnten die relativen
Ausgangsmengen an viraler DNA ermittelt werden. Algsatzliche Kontrolle der
Spezifitat der PCR-Produkte dienten die entspredé@ischmelzkurven.

Wie aus den Ergebnissen ersichtlich ist, verhietieh die DNA-Mengen der einzelnen
Viruspraparationen im Vergleich zum WT sehr unteisdlich (Abb. 4.26). Die beiden
unabhangigen Klone der jeweiligen rekombinantereNizeigten jedoch grofl3tenteils (mit
Ausnahme von TN_C279A, TN_E421Stopp und FIX_K45@Rj)liche Werte. Bezuglich
des FIX-Stammes liel3 sich erkennen, dass diejenidetanten, die nach spaterer
Infektion humaner Fibroblasten attenuiertes Wachstgegeniber dem WT zeigten
(FIX_L174P, FIX_A373Stopp, FIX_E421Stopp, 4.3.3)ch eine entsprechend geringere
Menge an viraler DNA enthielten. Im Gegensatz daaludieser Effekt bei TN nur auf die
L174P-Mutante zu. Eindeutige Parallelen zwischem elgsprechenden Mutanten bei TN
und FIX ergaben sich nicht. Insgesamt sollte altgysl darauf hingewiesen werden, dass
nicht alle Viruspréaparationen im genau gleichereltibnsstadium geerntet wurden. Dies

konnte, neben spezifischen Replikationsdefekten \densmutanten, die relativ stark

divergierenden DNA-Mengen erklaren.

TN FIX
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Abb. 4.26: Quantifizierung viraler DNA zur Bestimmung der Virustiter. Die virale DNA der
einzelnen Viruspraparationen wurde rgal-time PCR-Verfahren quantifiziert und relativ zu den

WT-Viren der Stamme TN und FIX (= 1,0) grafischgistellt.

Mit Hilfe der viralen DNA-Daten aus Abb. 4.26 undrdaus dem Plaque-Test bekannten
Virion-Konzentrationen der WT-Praparationen konngerschlieRend die Titer der IE1-
Mutanten berechnet werden (Tab. 4.10). Einzelne akteh wie TN_C279A 2,
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TN_E421Stopp_2 oder FIX_K192P Ubertrafen mit ihk&ferten dabei sogar die WT-
Viren. Dies konnte dadurch bedingt sein, dass dieWWen beim Erntezeitpunkt bereits in
einem fortgeschrittenen Infektionsstadium warergem viele Zellen die Virusproduktion

schon eingestellt hatten.

HCMV-TN- Klon- Titer HCMV-FIX- Klon- Titer
BACmid Nummer (PEU/mI) BACmid Nummer (PEU/mI)
WT #167 26x10 |fwt #121 2x10
rv_1 #155 0,49x10 |[[rv_ 1 #158 3,39 x 10
rv_2 #157 0,47 x10 [{rv 2 #160 1,21 x 16
L174P_1 #170 0,41x16 |[L174P_1 #172 0,79 x 10
L174P_2 #171 0,36 x 10 || L174P_2 #174 0,68 x 10
K192P_1 #198 1,03x 10 |[[K192P 1 #201 3,1x 10
K192P_2 #192 1,6x10 || K192P_ 2 #190 3,59 x 16
C279A 1 #177 0,93x10 |[[Cc279A 1 #180 3,02 x 10
C279A 2 #178 3,24x16 || C279A_2 #181 2,92 x 16
A373Stopp_1] #188 1,97 x 10 |[ A373Stopp_1 #179 0,69 x 10
A373Stopp_2| #189 1,01 x 16 || A373Stopp_2 #166 0,83 x 16
E421Stopp_1] #161 2,34x 10 ||E421Stopp_1 #164 1,39 x 10
E421Stopp_2 #163 4,14 x 106 || E421Stopp_2 #165 1,39 x 16
K450R_1 #185 3,42x10 |[K450R_1 #183 3,11 x 10
K450R_2 #186 441 x 10 || K450R_2 #184 5,3 x 10
G476Stopp_1 #168 22x10 |[G476Stopp_1 #173 0,65 x 10
G476Stopp_2  #169 3,36 x 10 || G476Stopp_2 #175 1,47 x 10

Tab. 4.10: Berechnete Virustiter der HCMV Mutanten.

Um nachzuweisen, dass die angewendete Methode d&A-ISblierung aus
Viruspraparationen mit dem NucleoSpiBlood Kit (3.6.8) reproduzierbare Ergebnisse in
der real-time PCR-Quantifizierung liefert, wurden exemplariscie dVT-Viren der
Stamme TN und FIX sowie die Virusmutanten TN/FIX74P und TN/FIX_A373Stopp
genauer untersucht. Dazu wurden nach erneuter fE€kdizs der entsprechenden BAC-
Genome in humane Fibroblasten alle Proben nachgleithen Schema zelltrimmerfrei
geerntet. AnschlieRend wurde aus denselben Virpaparionen je zweimal ein definiertes
Volumen entnommen, daraus die DNA isoliert und elstteal-time PCR quantifiziert.
Abb. 4.27 zeigt deutlich, dass sich bei der Quemgifung viraler DNA fur die beiden

unabhangigen Proben aller Ansétze jeweils annalgeinche Werte ergaben.
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Abb. 4.27: Reproduzierbarkeit der Quantifizierung viraler DNA. Diese wurde exemplarisch
fur die WT-Viren beider Stamme (TN und FIX) sowig flie Virusmutanten TN/FIX_L174P und
TN/FIX_A373Stopp getestet. Aus den einzelnen Virgpprationen wurde ein definiertes
Volumen zweimal unabhéangig voneinander fur die DN@lierung eingesetzt (Probe 1, Probe 2).
Die daraus erhaltene DNA wurde iral-time PCR-Verfahren quantifiziert und relativ zu den
entsprechenden WT-Viren (= 1,0) grafisch dargdstell

4.3.2 Analyse von Strukturproteinen der Viruspartkel

Durch die alleinige Quantifizierung von Viruspa#dik mittelsreal-time PCR ist keine
Unterscheidung zwischen DNA-haltigen infektibserd UDNA-haltigen nicht-infektiosen
Viren moglich. Zusatzlich kénnten die berechnetarusfiter einer Beeinflussung durch
DNA-freie, nicht-infektiése Virionen unterliegenrrgichen solche defekten Viruspartikel
zusammen mit kompletten Virionen die gleiche Zelénnten virale Tegumentfaktoren
bereits unmittelbar nach Beginn der Infektion uodhg unabhangig vom Einsetzen der
viralen Genexpression aktiv werden (Mocarski 200Dgas Protein pp65 blockiert
beispielsweise zellulare Immunmechanismen, wohiegeg pp71 als
Transkriptionsaktivator die Infektiositdt von HCMYNA verstarkt (Liu et al. 1992;
Gilbert et al. 1996; Baldicket al. 1997), was auch fur BAC-Transfektionen ausgenutzt
wird (3.6.3). Durch das Ubermalflige Angebot DNAdreiefekter Viruspartikel kdnnte
also die Infektiositat intakter Viren erheblich gggert werden.

Ein Vergleich der Gesamtmengen an infektiosen uetinfektiosen Partikeln in den
einzelnen Ansatzen koénnte diesen Effekt ausschiieBaflr wurden Praparationen der
beiden WT-Viren (TN und FIX) sowie exemplarisch diitanten TN/FIX_L174P und
TN/FIX_A373Stopp, auf Proteinebene im Western Bloharakterisiert. Nach
Sedimentation der zelltrimmerfrei geernteten Viauskel (3.6.7) konnte dann der Gehalt
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an den viralen Tegumentproteinen pp28 und pp65nedtwerden (Abb. 4.28). Die dabei
gewonnenen Ergebnisse korrelierten gréftenteils darten der DNA-Quantifizierung
(4.3.1 und Abb. 4.26). Obwohl die auf Proteinebemaittelten Unterschiede zwischen
WT-Virus und Mutanten generell etwas geringer al der DNA-Quantifizierung

ausfielen, ist davon auszugehen, dass der GehalfTegumentproteinen bei den
Virusmutanten im Vergleich zum entsprechenden WT dem Gehalt an viraler DNA
Ubereinstimmt. Sollte dennoch unerwarteterweise einer hier nicht untersuchten
Viruspraparation ein groRerer Anteil an DNA-freielefekten Viruspartikeln im Vergleich

zum WT vorliegen, wirde dies nicht ibermalig stovesil dieser Effekt besonders nach
Infektion mit mehreren infektiosen Partikeln prollggMOI > 1) relevant wird und in

dieser Arbeit ausschliel3lich Infektionsexperimenteer single hitBedingungen (MOK

1) durchgefihrt wurden.
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Abb. 4.28: Western Blot-Analyse viraler Strukturproteine in den HCMV-Praparationen.
Viruspartikel der WT-Viren (TN und FIX) sowie der uvanten TN/FIX_L174P und
TN/FIX_A373Stopp wurden aus zelltrimmerfrei geetertePraparationen pelletiert, in 12%igen
SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt und im Westdat-Berfahren mit Antikérpern gegen pp28
bzw. pp65 nachgewieseA). Die Proteinbanden wurden densitometrisch quaigit (Scionimage
Software) und als Anderung im Vergleich zu den WifeX (= 1,0) als Saulendiagramm grafisch

dargestelltB).
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4.3.3 Analyse der Virusreplikation

Nachdem zur Schaffung gleicher Ausgangsbedingundien Konzentrationen aller

Viruspraparationen ermittelt waren, konnte das Rapbnsverhalten der generierten
Virusmutanten naher charakterisiert werden. In reidultischritt-Wachstumskinetik

(3.6.9) wurden zunéchst primare Fibroblasten (60° Zellen je Ansatz) mit einer MOI

von ~0,25 PFU/Zelle infiziert. Fur jeden Klon eir&l-Mutante und fir beide WT-Viren

wurden dabei jeweils zwei unabhéngige Ansatze sabthit. Um das unterschiedliche
Wachstumsverhalten der Mutanten genau zu bestimmwanale alle drei Tage virale DNA
aus dem Kulturmedium isoliert und mitteisal-time PCR quantifiziert. Dartber hinaus
wurde die EGFP-Expression aller Proben regelmafdig-luoreszenzmikroskop verfolgt
und dokumentiert.

Insgesamt zeigte sich, dass alle FIX-Viren gegenidem TN-Stamm eine deutlich
langsamere Kinetik und niedrigere DNA-Mengen au$eie (Abb. 4.29). Die

entsprechenden Mutanten der beiden Stamme sowiewde Klone derselben Mutante
verhielten sich aber im Wesentlichen analog zuelaan Daher kdnnen

Replikationsdefekte durch fehlerhafte Klonierungewodzufallige Rekombination der
BACmide weitgehend ausgeschlossen werden.

Bei den Revertanten beider Stdmme ergab sich, weartet, ein WT-&hnliches

Wachstumsverhalten mit deutlichem Anstieg der gimaDNA ab Tag drei bis neun (TN)
bzw. ab Tag neun bis 15 (FIX) (Abb. 4.29). Eineliwe WT-Charakteristik ergaben die
Mutanten C279A und K450R. Bezlglich der Mutation768topp zeigte sich bei FIX ein
WT-ahnliches Replikationsverhalten, bei TN jedonteestwas verlangsamte Kinetik. Eine
deutlich verzégerte Zunahme der viralen DNA lieghshinsichtlich der Mutation K192P
feststellen (Abb. 4.29). Das am starksten verlamgsaWachstum zeigte allerdings die
L174P-Mutante. Obwohl hier Unterschiede im Ausma@r Replikationskapazitat

zwischen den beiden Klonen des TN-Stammes bestandan die Attenuierung klar

erkennbar. Bei FIX_L174P war sogar bis Tag 21 kewerlassiger Nachweis viraler DNA
madglich und im Fluoreszenzmikroskop war eine Augbng der Infektion erst ab Tag 23
post infectionemzu beobachten (nicht abgebildet).

Die Wachstumsgeschwindigkeit der Stoppmutanten 883 und E421Stopp war stark
verzogert, wobei die finalen DNA-Mengen bei TN abgT18 bzw. bei FIX ab Tag 21
jeweils WT-Werte erzielten (Abb. 4.29). Allgemeirigte sich beim TN-Stamm ein
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zunehmender Replikationsdefekt, je groRer der feldeC-terminale Anteil des IE1-

Proteins war. Die Tatsache, dass im Gegensatz bezélX die Mutation E421Stopp

durch ein leicht verzdgertes Verhalten gegenubX¥r AB73Stopp charakterisiert war, lasst
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Abb. 4.29: Wachstumskinetiken der HCMV-IE1-Mutanten. 6 x 10° primdre humane
Fibroblasten (MRC-5) wurden bei einer MOI von ~0RIBU/Zelle mit WT-Virus, Revertante oder
einer der sieben IE1-Mutanten der Stamme TN bzw¥. (lweils zwei Klone) infiziert. Wahrend
die Abszisse die Zeitpunkte nach Infektion angmot,denen der Gehalt an viraler DNA in den
Kulturiberstanden gemessen wurde, ist auf der @melidie relative Menge der quantifizierten
viralen DNA aufgefihrt. Alle Messwerte sind Mittedwte aus zwei unabhangigen Experimenten.

Da alle untersuchten Viren das grin fluoreszierdPraéein EGFP exprimieren, konnte der
Infektionsverlauf mit einem inversen Fluoreszenzwskop beobachtet und dokumentiert

werden. Dazu wurde der infizierte Zellrasen alleidrage mit einer digitalen Kamera
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fotografiert (Abb. 4.30). Die Ergebnisse der DNAdptifizierung der einzelnen
Zeitpunkte lie3en sich so im Wesentlichen bestétige

Tag 3 Tag 6 Tag 9 Tag 12 Tag 15

TN_WT

TN_rv

TN_L174P

TN_K192P

TN_C279A

TNA3738top. . .
. .

TN_E421Stop

: G4765t0p. . . .
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Abb. 4.30: Fluoreszenzmikroskopische Dokumentatiordes Wachstums der HCMV-IE1-
Mutanten. 6 x 10° primare humane Fibroblasten (MRC-5) wurden bei reM®©I von ~0,25
PFU/Zelle mit WT-Virus, Revertante oder einer deben IE1-Mutanten der Stamme TN bzw.
FIX (jeweils beide Klone) infiziert. Alle drei Tagewurde ein reprasentativer Ausschnitt der
Zellkulturschalen im inversen Fluoreszenzmikroskoggrafiert (VergroRerungx 50). Da sich
beide Klone einer Mutante jeweils annahernd glemtnielten, ist nur ein Klon gezeigt.

Zusammenfassend liel3 sich erkennen, dass untétigrfsbedingungen mit niedriger MOI
einige Punktmutationen in der IE1-spezifischen EdeBequenz, wie L174P und K192P,
zu stark attenuiertem Wachstum fuhrten, was dieitsevermutete funktionelle Bedeutung
der zugehorigen Proteindomane fir eine produktiresvermehrung in humanen Zellen
unterstreicht. Ahnliches traf auf die Stoppmutan&873Stopp und E421Stopp zu. Die
Elimination der aziden Doméanen am C-Terminus voi-T2 kDa fuhrt also offenbar zu
einem Wachstumsdefekt im Vergleich zum WT. DiesiéekE war zumindest bei den TN-
Stoppmutanten umso starker ausgepragt, je grofRkerdeletierte C-terminale DNA-
Abschnitt war. Der Verlust der Chromatinbindedoméemultierte nur beim TN-Stamm in
einer verzogerten Replikationskinetik, was auf stepezifische Unterschiede hindeutet.
Im Gegensatz dazu verhielten sich die Revertardemesdie Mutanten C279A und K450R
WT-ahnlich, ein Hinweis darauf, dass weder der ¥a&rides putativen Zinkfingermotivs
noch der SUMOylierung einen nachteiligen Effekt digf Replikationseffizienz ausibt.

4.3.4 IE1-abhangige subzellulare Lokalisation virker und zellularer Proteine

Sowohl IE1 als auch IE2 kolokalisieren bereits kuaech Infektion mit subnukle&ren
PML-Ko6rpern (Koriothet al. 1996; Ahnet al. 1997). Da das virale IE1-Protein fur die
Auflésung und die daraus resultierende diffuse e@ild Verteilung dieser sonst globularen
Multiproteinkomplexe unabdingbar ist, stellte sidle Frage, inwiefern sich die durch
Punktmutationen konstruierten Sequenzverdnderuagédiese Fahigkeit auswirken. Fur
immunzytochemische Doppelfarbungen wurden MRC-5dhlasten auf Deckglasern
ausgesat und mit einer niedrigen MOI von ~0,1 PEU&Zmit je einem Klon aller IE1-

Mutanten infiziert. Sobald sich nach einigen Tagarhand der EGFP-Expression im
inversen Fluoreszenzmikroskop erste Plaques betdradie3en, wurden die Zellen mit
Methanol fixiert. Dies diente gleichzeitig der Elmerung der Eigenfluoreszenz des
virusexprimierten EGFP. AnschlieBend erfolgte  diemmiundetektion — mit

Primarantikrpern gegen das virale IE1-Protein geden Spl00 bzw. PML, zweier
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konstitutiver Strukturkomponenten der PML-Koérperls ASekundarantikérper wurden
passende fluoreszenzgekoppelte Immunglobuline vetete Zusatzlich wurde der
Zellkern mit dem DNA-Farbstoff DAPI angefarbt.

Um eine mogliche Kolokalisation zwischen IE1 undl@® bzw. PML nachzuweisen,
wurden von jeder Probe repréasentative Ausschnitterater (IE1), gruner (Sp100 bzw.
PML) und blauer (DAPI) Fluoreszenz fotografiert uhd entstandenen Einzelaufnahmen
Ubereinander gelagert.

In einigen Vorversuchen war eine unerwartete zgsiplatische, perinuklear betonte IE1-
Anfarbung zu beobachten. Dies war wahrscheinlictingg durch Assoziation des aus
Kaninchen stammenden Primé&rantikdrpers gegen IHiInapezifische fFrezeptorédhnliche
Strukturen im Zytoplasma. Durch Zugabe von humaig® zur Priméarantikérperldsung
konnten diese Bindungsstellen erfolgreich bloclkieztden.

Im ersten Experiment (Abb. 4.31 A) wurde die Kolidation von PML und IE1 aller TN-
und FIX-IE1-Mutanten untersucht. TN_WT, TN_rv, TN2T®A und TN_K450R wiesen
wie erwartet fur IE1 und PML ein vom Infektionsstad abhangiges Bild auf, zuerst eine
punktférmige Kolokalisation zwischen IE1 und PML durdanach eine gleichméafig
nukleére Verteilung beider Proteine.

Im Gegensatz dazu konnte in L174P-infizierten Zels keinem Zeitpunkt ein diffus
nukledres PML-Muster festgestellt werden. Bezuglien Mutanten K192P, A373Stopp
und E421Stopp ergab sich ein uneinheitliches Rl bei gleichzeitiger nuklear diffuser
IE1-Farbung PML beim Grof3teil der Zellen nur nukldéfus, bei einigen Zellen jedoch

nukleér diffus mit einzelnen nuklearen Restpunkierag.
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DAPI + IE1
DAPI IE1 + PML
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Abb. 4.31: Immunfluoreszenzanalyse zur Integritat ér PML-Korper und Lokalisation von
IEL. FUr die fluoreszenten Doppelfarbungen wurden Pamiékorper gegen IEL (GST-IBN aus
Kaninchen) und gegen PML (5E10 aus Maus) verwendlist. Sekundarkonjugate wurden rot
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fluoreszierende (Alexa Fluor 594-markierte) Immuwimlline gegen Primérantikdrper aus dem
Kaninchen sowie grin fluoreszierende (Alexa Flu@8-iarkierte) Immunglobuline gegen
Primarantikbrper aus der Maus eingesetzt. Die DNArde zusatzlich durch den blau
fluoreszierenden, interkalierenden DAPI-Farbstofigefarbt. Zusatzlich wurden unspezifische
zytoplasmatische Bindungsstellen des anti-IE1-Pramidkorpers aus dem Kaninchen mit
humanem IgG blockiert.

Um noch einmal die Ergebnisse fur L174P zu vesfien, wurden erneut MRC-5-
Fibroblasten, diesmal wachstumsarretiert, mit densvnutanten TN/FIX_L174P infiziert,
jedoch schon nach zwdlf Stunden Methanol-fixiert.ie DAntikdrper-vermittelte
Fluoreszenzfarbung der Zellpraparate erfolgte daienoben beschrieben. Zellkerne mit
griner (IE1), roter (Sp100) und blauer (DAPI) Fesxenz wurden fotografiert und die
entstandenen Einzelaufnahmen Ubereinander gelagert.

Wieder war deutlich sichtbar, dass L174P keine @&aifhg der PML-Koérper mehr
bewirken kann (Abb. 4.27). Es liel3 sich jedoch tdmrhend erstmals eine im frihen

Infektionsstadium noch vorhandene Kolokalisationsziven IE1 und Sp100 nachweisen.

nicht
infizierte
Kontrolle TN L174F FIX L174F
- ..

IE1

Sp100

DAPI + IE1
+ Sp100

Abb. 4.32: Immunfluoreszenzanalyse zur Integritdt ér PML-Korper und Lokalisation von
IEL1. Fur die fluoreszenten Doppelfarbungen wurden Pamikorper gegen IE1 (1B12 aus Maus)
und Spl100 (aus Kaninchen) eingesetzt. Als Sekundirgate wurden rot fluoreszierende (Alexa
Fluor 594-markierte) Immunglobuline gegen Primdkdmper aus dem Kaninchen sowie griin
fluoreszierende (Alexa Fluor 488-markierte) Immutglline gegen Primarantikbrper aus der
Maus verwendet. Die DNA wurde zusétzlich durch désu fluoreszierenden, interkalierenden
DAPI-Farbstoff angefarbt.
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4.3.5 Einfluss der Punktmutationen auf die transaltvierenden Eigenschaften
von IE1-72 kDa

IE1 verstarkt bekanntlich nicht nur die IE2-vermiitt® Transaktivierung vieler Gene aus
der E-Phase (Chargg al. 1989; Stenbergt al. 1990; Kerryet al. 1994), sondern aktiviert
auch einige zellulare Promotoren, wie die der DNAyfmerasen CCAAT Box-abhangig
(Hayhurstet al. 1995) oder der Dihydrofolat-Reduktase tUber E2F d@Vet al. 1992;
Margoliset al. 1995).

Mit Hilfe des Dual-Luciferase Reporter Assays (B(®. sollte nun bestimmt werden,
inwieweit die einzelnen IE1-Punktmutanten die Tektiwierungsfahigkeit des IE1-WT-
Proteins erreichen. Die dafur verwendeten PlaspitieFP-TN IE1 bzw. pEGFP-FIX IE1
aus der laboreigenen Stammsammlung entstanden @uwicklonierung der IE1-cDNA
von TN und FIX in den eukaryotischen ExpressionsmeREGFP-C1 (Meinel 2006). Als
Effektorplasmide dienten desweiteren Plasmidkokstrudie in der IE1-cDNA-Sequenz
die in dieser Arbeit zu untersuchenden Nukleotitusche beinhalteten (3.2.2). Die
jeweilige Reportergenaktivierung wurde dabei anhded enzymatischen Aktivitat der
exprimierten Luciferase im Vergleich zum pEGFP-C&kior quantifiziert (Meinel 2006).

In zwei Versuchen wurden jeweils andere Reporteskkaite, welche fur die Firefly bzw.
Renilla Luciferase kodieren, eingesetzt (Tab. 4.1lig Luciferase-Gene werden von
verschiedenen viralen oder zellularen Promotorantrkdiert, welche durch das Wildtyp
IE1-Protein aktiviert werden konnen. Abhangig voer ddurch multiple Faktoren
beeinflussten Promotoraktivitat werden letztlichtewschiedliche Mengen Luciferase
hergestellt. Die Ergebnisse der Lumineszenzmessumyin Abb. 4.33 dargestellt. Die
Proteinmutante K192P beider Virusstamme stand eiirdér Versuchsdurchfiihrung noch

nicht zur Verfiigung, weshalb sie hier nicht mitgaffihrt ist.

Reporterplasmid Luciferase | enthaltene Promotorregion
Versuch 1 pGL3-ICP36-Promotor Firefly HCMV UL44
pRL-TK Renilla HSV Thymidinkinase TK
Versuch 2 pGL3-Control Firefly SV40
pRL-CMV Renilla HCMV MIE

Tab. 4.11: Fur den Dual-Luciferase Reporter Assayirgesetzte Reporterplasmide.
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Abb. 4.33: Relative Promotoraktivitit nach Expressbn der verschiedenen IE1-
Punktmutanten im Vergleich zur EGFP-Kontrolle. Die Aktivitdt nach Transfektion des
Kontrollvektors wurde auf 100% gesetzt und gemesdaran die mittlere Aktivitat einer
Doppelbestimmung sowie Standardfehler des IE1-Wfilslund der IE1-Punktmutanten dargestellt.

Wie erwartet, war die Effizienz der Transaktiviegudurch den IE1-WT und der IE1-
Mutanten hinsichtlich der Promotoren unterschiddlltoch. So konnte das IE1-WT-
Protein die Transkription am Thymidinkinase (TKew SV40-Promotor erfolgreicher
aktivieren als am HCMV UL44- oder MIE-Promotor. Dech war bei allen vier
Promotoren die gleiche Tendenz erkennbar. Wahrend\ktivitdt des WT-Proteins von
TN und FIX im Vergleich zur Kontrolle einen im Dirgchnitt etwa 5,3fach héheren Wert
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aufwies, zeigte die IE1-Mutante G476Stopp nur noemme 3,5fach so hohe
Promotoraktivitat. Aul3erdem wurde deutlich, dass Alktivitat umso starker abnahm, je
groRer die C-terminale Deletion ist. Fur A373Stoppd auch L174P lag die
Promotoraktivitat sogar nur nahe am Kontrollwert.

Dagegen erreichten die IE1-Punktmutanten C279AK#BOR beider Virusstamme WT-

ahnliche oder noch Ubertreffende Aktivitaten beiighller getesteten Promotoren.

4.3.6 Schlussfolgerungen

Die genaue Anzahl infektibser Virionen in allen destellten Viruspraparationen der
HCMV-IE1-Punktmutanten konnte dank Bestimmung dexlen DNA durch quantitative
real-time PCR (Abb. 4.26) und Ermittlung der Partikelkonzatitm mittels Plaque-Test
bei den WT-Viren (Tab. 4.10) berechnet werden. Ad&m wurde exemplarisch fir einige
zelltrimmerfrei geerntete Praparationen die weikgele Ubereinstimmung der Werte aus
der quantitativen Analyse viraler DNA und viralerudkturproteine nachgewiesen (4.3.2).
Hiermit konnten fur die folgenden Infektionsexpeemte gleiche Ausgangsbedingungen
gewahrleistet werden, die alle unter niedrigen NB8dingungen (MOK 1 PFU/Zelle)
durchgefuhrt wurden. In der Untersuchung der Ragikskinetiken (4.3.3) konnte
gezeigt werden, dass bei den Mutanten L174P und2R1€ark attenuiertes Verhalten
bestand. Im Gegensatz dazu verhielten sich die tMoen C279A und K450R WT-
ahnlich. Interessanterweise war bei den TN-Stoppnah ein proportionaler
Zusammenhang zwischen GroR3e des deletierten C-esafinteils und verzogerter
Replikationsgeschwindigkeit feststellbar. Allerdsnggar dies bei den FIX-Stoppmutanten
nicht so deutlich zu erkennen, FIX_G476Stopp waagas keinerlei Replikationsdefekt im
Vergleich zum WT auf, was Platz fur weitere Spekaten lasst. Allgemein prasentierten
alle FIX-Proben gegeniber den TN-Ansatzen ein oéutl langsameres
Vermehrungsverhalten.

Weiterhin wurde mit Hilfe immunzytochemischer Koddisationsstudien (4.3.4) belegt,
dass bei allen konstruierten Punktmutanten noch Kiolokalisation zwischen IE1 und
PML-Korpern mdglich war (Abb. 4.32 und interne Baobtungen). Bei der
Viruspunktmutante L174P der beiden Stamme TN unlkdm es allerdings nicht mehr
zur |E1-abhangigen Auflosung nukledrer PML-Korpe&vohingegen die Mutationen
C279A, G476Stopp und K450R darauf keinen Einflustéeim (Abb. 4.31). Die fehlenden
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sauren Domanen der Stoppmutanten A373Stopp und3Ed@2d bewirkten, dass die PML-
Kdrper in infizierten Zellen nicht mehr vollstandagfgeldst werden konnten. Gleiches traf
fur den Grof3teil der mit K192P-infizierten Zellen. z

Die in Transfektionsstudien getesteten transakewiden Eigenschaften von IE1-72 kDa
wurden durch Vorhandensein der Mutationen L174P73S3opp, E421Stopp und in
leichterem Mal3e durch G476Stopp beeintrachtigt.§4.8bb. 4.33). Dagegen scheint
sowohl die vermutete Zinkfingerdomane als auch Sli#gMOylierung von IE1 fur die
Transaktivierung viraler oder zellularer Promotodemch IE1 entbehrlich.

Insgesamt bestatigen alle Ergebnisse eindeutig, idasrhalb der IE1-spezifischen Exon-
4-Sequenz dem zentralen Bereich, einschliel3liciLdasinzippermotivs, sowie den im C-
Terminus des Proteins enthaltenen sauren Doméan@&ersiuwichtige Bedeutungen
hinsichtlich der produktiven Virusvermehrung in hamen Zellen, der Wechselwirkung

mit PML-Ko6rpern und der transaktivierenden Eigermrgtdn von IE1 zukommen.
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5 Diskussion
51 Herstellung und Charakterisierung von HCMV-Mutanten
5.1.1 Herstellung von Virusmutanten mit Hilfe deBAC-Systems

Der adaquate experimentelle Ansatz zur Erforschund Analyse der Funktion eines
viralen Genproduktes besteht darin, das entspreleh&en zu deletieren oder gezielt zu
mutagenisieren und den daraus resultierenden Blpinotcharakterisieren. Dazu kénnen
virale DNA-Genome bis zu einer Gro3e von etwa 3p &ls normale Plasmide H. coli
kloniert und nach erfolgreichém vitro-Mutagenese zur Rekonstitution von Viruspartikeln
in permissive eukaryotische Zellen transfiziert adesr. Auf Viren mit gré3eren DNA-
Sequenzen ist dieses Verfahren jedoch aufgrundasmid-Instabilitaten ik. coli nicht
anwendbar. Wegen der GrolRe des HCMV-Genoms (et@&B@) stellte hier lange Zeit
die gezielte Insertionsmutagenese durch homolodemleination in Saugerzellen den
klassischen Weg der HCMV-Mutantenherstellung daaébeet al. 1987; Manninget al.
1988). Nachteile dieser Methode waren die geringekoRbinationshaufigkeit bei
langsamer Replikationsgeschwindigkeit von HCMV sowdie aufwandige Selektion
rekombinanter Viren und deren Abtrennung von WTeYlir Dabei musste haufig das
zusatzliche Problem eines Wachstumsnachteils detaen Gberwunden werden.
Grundsatzlich konnten nur virale Gene mutiert werddie nicht essenziell fur die
Virusvermehrung sind. Weitere Fehlerquellen ergatieh aus der Instabilitat der viralen
Genome aufgrund direkter und invertierter Sequenmeedfholungen, die zu
unerwinschten Rekombinationsereignissen fuhrend@(Bpaetet al. 1994).

Der entscheidende Durchbruch bezlglich der Mutémetestellung bei Herpesviren gelang
Martin Messerle und Mitarbeitern im Jahre 1997 (8ekeet al. 1997), als sie erstmals
das komplette, infekticse Genom des murinen Zytaiegrus (MCMV) in Form eines
zirkularen ,kinstlichen Chromosoms” (BACmid) in Baken propagierten. BACmide
basieren auf dem Replikon des bakteriellen F-Pldsmind liegen nur in ein bis zwei
Kopien pro Bakterium vor, was eine stabile Vermealgruon bis zu 300 kbp-langen DNA-
Sequenzen ii. colierlaubt (Shizuyat al. 1992). Damit war es endlich moglich, beliebige
Mutationen mit Hilfe des bakteriellen RekombinaBapparates und damit vollig



Diskussion 97

unabhangig von eukaryotischen Zellkultursystemen das herpesvirale Genom
einzubringen. Weitere Verbesserungen in den letzadinen (Wagnest al. 1999; Bruneet

al. 2000; Adleret al. 2003; Borstet al. 2004) und die generelle Anwendbarkeit fur grof3e
DNA-Viren wie HCMV, EBV, HSV und PRV (Delecluset al. 1998; Saeket al. 1998;
Stavropouloset al. 1998; Borstet al. 1999; Smithet al. 1999) trugen dazu bei, dass die
BAC-Technologie mittlerweile die bevorzugte Methodeur Konstruktion von
Herpesvirusmutanten darstellt (Wardehal. 2011). Im Vergleich zur Rekombination in

Zellkultur hat die BAC-Mutagenese folgende entsdbede Vorteile:

1. Die zur Mutagenese ndétigen Manipulationen im vimaléenom konnen alle mit
effizienten genetischen Werkzeugertincoli erreicht werden.

2. Die korrekte Mutagenese und Charakterisierung detegtitat der viralen
Genomstruktur kanwor der Virusrekonstitution kontrolliert werden.

3. Die Mutagenese unterliegt nicht den ineffizientekaum kontrollierbaren
(homologen) Rekombinationsmechanismen in eukactmis Zellen; adventive
Deletionen oder inkorrekt rekombinierte Viren werdeltener beobachtet.

4. Nach Transfektion des mutierten BACs wird nur dakombinante Virus
rekonstituiert; eine Selektion gegen das WT-Virstsdamit nicht mehr erforderlich
und sogar stark attenuierte Virusmutanten kbnngeaichtet werden.

5. Wegen der kurzen Generationszeit ist sie um eitfadiees schneller.

Die Herstellung von Virusmutanten mit Verdnderunganfir die Virusvermehrung
essenziellen Genomabschnitten, wie beispielswese HE2-Gen, gestaltete sich jedoch
weiterhin schwierig. Speziell fur IE2 war es sellfigt Bedingungen, unter denen das
mutierte virale Gen durch ein ektopisch exprimef@otein ,transkomplementiert” wird,
nicht moglich (Whiteet al. 2000; Marchiniet al. 2001; Heideret al. 2002; Sancheet al.
2002). Daruber hinaus bereitete auch die Rekotistituvon HCMV-Mutanten mit
inaktivierenden Mutationen im IE1-Gen Problemege@aAusfall dieses Gens in schweren
Replikationsdefekten resultiert (Mocarskial. 1996).

In der vorliegenden Arbeit konnte die Technik deAMutagenese herpesviraler
Genome erfolgreich in der Arbeitsgruppe etabliegrden, was eine deutlich einfachere

und schnellere Konstruktion und Analyse rekombieieZytomegalieviren ermoglicht.
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5.1.2 Problematik der Titerbestimmung von Virusmugnten

FUr eine genaue und reproduzierbare Charaktengjeder HCMV-IE1-Mutanten in
verschiedenen Infektionsexperimenten war es erflictie gleiche Ausgangsbedingungen
zu gewahrleisten. Dazu mussten zunachst die Taleg die Konzentration infektioser
Viruspartikel der einzelnen Viruspraparationen, ieett werden. Fir die WT-Viren wurde
dazu der bewdahrte Plaque-Test durchgefihrt (3.8uf)die in dieser Arbeit konstruierten
IE1-Punktmutanten liel3 sich dieses Quantifizierneggahren jedoch nicht anwenden,
weil Mutationen in funktionell wichtigen Genen oftle eine verminderte Fahigkeit zur
Plaque-Bildung zur Folge haben. Deshalb wirden tdisdchlichen Titer unterschéatzt
werden. So wird bei IE1-defizienten HCMV-Mutantenter Bedingungen des Plaque-
Tests (niedrige MOI) ein ausgepragter , Initiatioefekt” beobachtet (Greaves al. 1998),
wobei ein Teil der potenziell infektiosen Virioneauf normalen Fibroblasten keine
detektierbaren Plaques erzeugen kann. Dassellde dadth fir Punktmutationen in
funktionell wichtigen DNA-Bereichen solcher Gene. ZDurch Komplementation des
mutierten oder fehlenden Genprodukitesranskonnte dieser Defekt kompensiert werden.
Ein entsprechendes Wirtszellsystem mit |E1l-expniemden priméren humanen
Fibroblasten stand jedoch noch nicht zur Verfiigung.

In der vorliegenden Arbeit wurden deshalb die Ralitonzentrationen in den mutanten
Viruspraparationen indirekt bestimmt. Durch Quamgfung der viralen DNA mittels
kinetischer PCR (4.3.1), welche unabhangig von bardn Replikationsdefekten ist,
sowie dem anschlieBenden Vergleich mit der Plagnd-DNA-Quantifizierung der WT-
Viren, konnten die Titer der IEl-mutierten Viruspa#ationen berechnet werden.
Allerdings wird in der kinetischen PCR nur die Qesaenge an viraler DNA ermittelt,
eine Unterscheidung zwischen DNA-haltigen infeldidsind nicht-infektiosen Viren ist
nicht mdglich. Es wurde postuliert, dass diesesh@émis in den Praparationen der WT-
Viren und der Mutanten jeweils gleich ist. Wenn geld aufgrund der DNA-
Modifizierungen bei den Virusmutanten im Verglemlr WT-Préparation relativ weniger
infektiose DNA-haltige Viren vorlagen, wirde die BMuantifizierung zu hohe Werte
liefern. Umgekehrt ware der tatsachliche Virustitgiher als angenommen, wenn das
Verhaltnis infektioser DNA-haltiger Viren in dendparationen der Mutanten hoher als in
denen der WT-Praparation ware. Diese potentiellderguelle konnte in Zukunft dadurch

eliminiert werden, dass man nicht DNA aus extrad&ten Viruspartikeln, sondern nur
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intrazellulare virale DNA fur die PCR verwendet.ZDanisste man Zellen mit identischen
Volumina der jeweiligen Viruspréaparationen infizar und gleiche Mengen an DNA-
Material aus den entsprechenden Zelllysaten flrgdantitative PCR einsetzen. So sollte
eine Fehleinschatzung der Titer durch DNA-haltigehninfektiose Viruspartikel
grol3tenteils ausgeschlossen sein, denn es ist eimnem, dass HCMV-DNA nur

zusammen mit infektiosen Virionen in die Zellenayejt.

52 Neue Erkenntnisse zur Funktion des 72 kDa |IEProteins

52.1 Verlust des 72 kDa IE1-Proteins

IE1 wird nach einer HCMV-Infektion als erstes vasl Genprodukt im Uberfluss
synthetisiert und stellt einen Schliisselregulats lgtischen und latenten Infektionszyklus
dar (Castilloet al. 2002; Maul 2008). Es akkumuliert in groRen MengenKern der
Wirtszelle, interagiert mit dem Chromatin und maelil dort die zellulare und virale
Genexpression sowie die antivirale InterferonantWioafeminaet al. 1989; Nevelset al.
2004; Pauluset al. 2006; Krausset al. 2009). Dementsprechend weist die sogenannte
CR208-Virusmutante mit kompletter Exon 4-Deletioesbnders nach Infektion mit
niedriger MOI (MOI <1 PFU/Zelle) schwere Replikatgmefekte auf, die mit einer
globalen Blockierung der Expression viraler E-Gdwerelieren (Greave®t al. 1998;
Gawnet al. 2002). Nach Infektion mit mehreren infektiosentiRain pro Zelle (MOI>1
PFU/Zelle) hingegen verhélt sich die IE1-Deletionsamte WT-ahnlich (Mocarsket al.
1996; Greaveet al. 1998). Obwohl die genauen Mechanismen fir dies@s-abhangige
Wachstum nicht bekannt sind, geht man davon auss d&l die IE2-vermittelte
Expression essenzieller viraler E- und L-Gene wstifiézt und verstarkt. Eine der CR208-
Mutante nachempfundene, jedoch mit der BAC-Techgielgenerierte Virusmutante wies
ebenfalls stark attenuiertes Wachstum auf (Knob2496).

In unserer Arbeitsgruppe wurde nun der Versuch rootamen, eine IE1l-defiziente
Virusmutante des laboradaptierten Stammes TN uagathogenen Primarisolates FIX zu
generieren, die anstelle des Exon 4 der MIE-Seqeare kanlacZ-Kassette enthélt. Eine
Virusanzichtung nach Transfektion der erfolgreigngkstellten BAC-DNA in primare

Fibroblasten war jedoch bei beiden Stammen nichglict@a Dies liegt moglicherweise
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einerseits an der inserierten kanlacZ-Kassettesselthie auf ungeklarte Weise die
Virusvermehrung verhindern konnte. Andererseitgttréermutlich die Akkumulation
eines verkurzten MIE-Proteins, kodiert von den Ex@r8, ebenfalls dazu bei. Fir solche
MIE-Genprodukte, die nach Infektion von Fibroblastait WT-Viren bestenfalls in sehr
geringen Mengen auftreten, wird ein transdominardgativer Effekt auf die
Virusreplikation vermutet (Awasthet al. 2004). Diese Annahme wird auch dadurch
bestétigt, dass eine von einer Laborkollegin kanstte IE1-Deletionsmutante, bei der es
ebenfalls zur Akkumulation eines putativen, verkéinz MIE-Proteins kommt, ein
erheblich ausgepragteres Wachstumsdefizit im Vetgle zu anderen IE1-
Deletionsmutanten prasentierte (Knoblach 2006). @emirzten IE1-Protein &hnlich ist
die Spleilvariante IE9, deren mRNA-Nachweis erstlkih gelang (Awasthet al. 2004).
Sie wird von den Exons 2 und 3 der MIE-Region expert und kodiert fir einen 80
Aminosauren langen Leserahmen. Versuche, das I&@iRrim Verlauf einer HCMV-
Infektion zu detektieren, scheiterten bisher. Aeder der Literatur beschriebene, kleine
MIE-Genprodukte wie 1E17,5, IE19 und IES5, die duaternatives Spleil3en der MIE-
Sequenz gebildet werden, zeichnen sich ebenfaltshdtranskriptionell reprimierende
Eigenschaften aus (Shirakagal.2002; Awasthiet al.2004).

5.2.2 Verlust spezifischer funktioneller Bereicheles 72 kDa IE1-Proteins

Ziel dieser Arbeit war es, im Kontext einer authsstien Infektion mit verschiedenen IE1-
Virusmutanten genauere Informationen tber funktieridereiche im HCMV IE1-Protein
zu erlangen. So entstanden durch BAC-Mutagenesersimfektiose BAC-Genome mit
Einzelnukleotidaustauschen in der IE1-spezifisckson 4-Sequenz der HCMV MIE-
Transkriptionseinheit. Da alle entsprechenden Nutah sowohl in dem attenuierten
Laborstamm (TN) als auch in einem humanpathogenemé&Hsolat (FIX) generiert
wurden, konnte nach Rekonstitution infektioser &uen eine vergleichende Analyse der
resultierenden Phanotypen erfolgen. Aus Zeitgrindéeschrankte sich die
Charakterisierung im Wesentlichen auf Versuche zWachstumsverhalten, der
subzellularen Lokalisation  viraler  und zellularer roteine und  der

Transaktivierungsfahigkeit von IE1.
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5.2.2.1 Auswirkungen auf das Wachstumsverhalten

IE1 kommt in der viralen Replikation unzweifelhafhe wichtige Rolle zu. So zeigen IE1-
defiziente Viren bei Infektion mit niedriger MOl ™ < 1 PFU/Zelle) ein erhebliches
Wachstumsdefizit (Mocarskiet al. 1996; Greaveset al. 1998). Um die dafur
entscheidenden kodierenden DNA-Bereiche genauerdemntifizieren, wurden humane
permissive Lungenfibroblasten mit den konstruierBamktmutanten bei niedriger MOI
(MOI ~0,25 PFU/Zelle) infiziert und die Replikatioverfolgt und quantifiziert. Dabei
zeigten samtliche vom klinischen FIX-Isolat abstanae Viren eine im Vergleich zum
laboradaptierten TN-Stamm leicht verzogerte Refpibkskinetik. Desweiteren war
eindeutig erkennbar, dass zu jedem Zeitpunkt HendFIX-Infektionen weniger virale
DNA vorhanden war als bei den entsprechenden Thd?ProDas liegt vermutlich daran,
dass die verwendete PCR-Methode ausschlie3lich Miage an viraler DNA im
Kulturiberstand der infizierten Zellen bestimmt. Ktigemeinen wird weniger virale
DNA im Medium nachgewiesen, wenn Viren sich bevgtziiber Zell-Zell-Kontakte
verbreiten. Das trifft fur das klinische PrimarsbFIX zu, wahrend zur Ausbreitung der
Infektion mit laboradaptierten Stdmmen (einschl@3ITN) extrazellulare und Uber
interzellulare Kontakte weitergegebene Virionenajeweils die Halfte beitragen.

Das Replikationsverhalten, das sowohl durch DNA+@iiaierung als auch durch
Betrachtungen im Fluoreszenzmikroskop analysientdequwar jedoch bei den analogen
Virusmutanten von HCMV-TN und -FIX jeweils anndheérngleich. Einzig das
Replikationsverhalten der Mutante G476Stopp, beidilech Translationsabbruch die am
aullersten C-terminalen Ende des IE1-Proteins befed Chromatinbindedomane
deletiert wurde, zeigte bei FIX ein WT-ahnlichegj BN jedoch ein leicht attenuiertes
Wachstumsverhalten. Worauf diese unterschiedlicBegebnisse zuriickzufihren sind,
bleibt ungeklart. Die Deletion der Chromatinbindedme zeigte auch schon in friheren
Komplementationsstudien keinen Phanotyp (Reinhatrdtl. 2005). Nicht auszuschliel3en
ist allerdings, dass eine durch diese Doméane visiteitFunktion des IE1-Proteins beim
FIX-Stamm durch andere virale Proteine ersetzt amrkdann, wahrend diese Funktion
beim TN-Stamm, mdglicherweise bedingt durch dieendimzahl an Zellkulturpassagen,
fehlt. Die genaue Bedeutung der konservierten Chtmiindedoméne bleibt aber
weiterhin unklar. Bekannt ist, dass die zweierpesvirusproteine EBNA-Epstein-Barr

virus nuclear antigen )lund LANA (Kaposi's sarcoma-associated herpesvirus latency-
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associated nuclear antigeiber ihre Chromatinbindung zur Aufrechterhaltuley Latenz
und zur Replikationskontrolle des Virusgenoms hegién (Marechaét al. 1999; Piolotet
al. 2001). Allerdings besteht nur begrenzte Sequenzékeit mit der
Chromatinbindedoméne von IE1. AuRerdem bindet IEEhtrwie EBNA-1 und LANA
direkt an DNA (Marechakt al. 1999; Piolotet al. 2001) und bislang ist fur IE1 keine
Funktion wahrend der Latenzphase beschrieben worden

Obwohl in der Literatur schon von einigen HCMV-K4&¥iruspunktmutanten berichtet
wurde (Leeet al. 2004; Nevelset al. 2004), konnte in dieser Arbeit erstmals gezeigt
werden, dass die durch die posttranslationale Madibn mit SUMO-1 am Lysinrest 4o
einhergehenden Eigenschaften des IE1-Proteins egdenziell fir die Ausbreitung der
Infektion in Zellkultur sind (4.3.3). Die funktioflen Konsequenzen der SUMOylierung
bei anderen zellularen oder viralen Proteinen sin@erst divers und umfassen unter
anderem eine Proteinstabilisierung (Destegb al. 1998; Bies et al. 2002), eine
Veranderung der subzellularen Lokalisation von &n&n (Pichleret al. 2002; Vergeret
al. 2003) oder eine modifizierte Transaktivierungsatit (Gostissat al. 1999; Rodriguez
et al. 1999). Frihere Transfektionsstudien zeigten elisnfeeinen nachweisbaren
Funktionsverlust eines nicht mehr SUMOylierbared-Froteins im Vergleich zum WT
(Xu et al.2001; Spengleet al.2002). Spekulativ bleibt, inwiefern sich der ggendurch
SUMO-1 modifizierte Anteil von IE1 auf in dieser #git nicht untersuchte oder noch
unbekannte Funktionen von IE1 auswirkt. Mdglichassetragt die SUMOylierung von
IE1 zur Proteinstabilitat bei, da Lysinreste sowfiltldie SUMOylierung als auch fur die
Ubiquitinierung, die letztlich zu proteosomalem Ablfthrt, benétigt werden. Dies kdnnte
durch den Vergleich der Halbwertszeiten der IEltétn@ von WT und K450R-Mutante
untersucht werden. Andererseits spielen posttraostde Modifikationen fur Protein-
Protein-Interaktionen eine wichtige Rolle, was pmlsweise fur die genregulatorische
Funktion von IE1 wichtig sein konnte.

Bezuglich der Mutation C279A und der damit verburate Zerstérung eines postulierten
Zinkfingermotivs innerhalb des IE1-Proteins war riflaéls keinerlei negative Auswirkung
auf das Replikationsverhalten festzustellen. Dalfilr wie erwahnt keine direkte DNA-
Bindung beschrieben ist, konnte dieses Motiv ubberstanden der Wechselwirkung mit

anderen Proteinen dienen.
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Warum die Verdnderung um Lys bei beiden verwendeten Virusstdmmen zu einem
deutlich eingeschrankten Wachstumsverhalten fuhste,unklar. Vermutlich wird ein
zentraler Abschnitt mit noch unklarer Funktion ktaell gestért. Das ebenso in diesem
Bereich lokalisierte Leucinzipper-artige Motiv unew,4 fuhrte nach Veréanderung in
Form der Virusmutanten TN/FIX_L174P zu den am &k ausgepragten
Replikationsdefekten. Der beobachtete Wachstumseiaader L174P-Mutanten kdnnte
sich beispielsweise daraus ergeben, dass Wechsahgen mit Proteinen der
Transkriptionsmaschinerie gestort werden. Schoheir# Transfektionsstudien wiesen auf
erhebliche Funktionsverluste nach Mutation in diegzereich hin (Wilkinsoret al. 1998;
Muller et al. 1999; Xuet al.2001).

Erstaunlicherweise tragt das IE1-Protein am C-teaten Ende drei saure Domanen, deren
genaue Funktion zwar noch nicht bekannt ist, dieraim Allgemeinen bei der
Transaktivierung vieler regulatorischer Proteindgelhgt sind (Berk et al. 1998). Ein
Sequenzvergleich des C-Terminus von HCMV-IE1 mdeaen CMV-Spezies offenbarte
bei Schimpanse, Affe und Rhesusaffe auffallendelilhkeiten (Reinhardet al. 2005),
was deren Bedeutung noch unterstreicht und uns Kamstruktion von C-terminal
deletierten IE1-Virusmutanten veranlasste. Alle i dsauren Domanen sowie die
SUMOylierungsstelle um Lyso und die Chromatinbindedomane sind bei der
Virusmutante A373Stopp deletiert. Die Mutante E4®pP unterscheidet sich davon nur
durch die verbliebene erste saure Doméane. Demewtspnd verhielten sich beide
Mutanten &hnlich und zeigten stark attenuierteshstaen im Vergleich zum WT. Bei TN
zeigte die  A373Stopp-Mutante sogar eine noch  starkeerlangsamte
Replikationsgeschwindigkeit als die E421Stopp-MtéanOb dies jedoch mit dem
zusatzlichen Verlust der ersten sauren Domane B&38topp zusammenhangt, bleibt
fraglich, denn bei FIX verhielten sich beide Mutmtinnahernd gleich. Allgemein scheint
der beobachtete Replikationsnachteil gegenuber\@nVirus allein auf den Verlust des
sauren Bereiches zuriuckzugehen, weil die SUMOvyilgsmutante (K450R) und die
Mutante mit fehlender Chromatinbindedoméane (G4769to wie oben beschrieben,
anndhernd WT-ahnliches Wachstum zeigten. Nicht garszuschlie3en ist eine fur den
Replikationsdefekt der beiden Stoppmutanten (A3F@&t E421Stopp) mdglicherweise
verantwortliche mRNA-Instabilitdt. Dies scheint aleher unwahrscheinlich, da jeweils

nur ein einziges Nukleotid verandert wurde. In aitpen Komplementationsversuchen
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konnte eine IElsgProteinmutante das Wachstum einer |IE1-defizienfemsmutante
weniger effizient komplementieren als das IE1-\&itjenprotein (Reinhardit al. 2005),
was ebenfalls die Bedeutung der aziden Bereicherstneicht. Es ist davon auszugehen,
dass alle beobachteten attenuierten PhanotypendaurExpression veranderter IE1-
Produkte zuzuschreiben sind. Es sollte aber nodrpiiifit werden, inwieweit sich die
Replikationsdefekte durch ektopische Expressionlizdrtranskomplementieren lassen.
Die erhobenen Daten unterstreichen, dass keiresediArbeit veranderter Sequenzbereich
des MIE-Transkripts fir die Rekonstitution infeld@ Viren und deren produktive
Vermehrung in humanen Zellen absolut erforderlicar.wDartber hinaus Uben das
vermutete Zinkfingermotiv um Cys, die SUMOylierung an Lysound vermutlich auch
die Chromatinbindedoméne (Aminosduren 476-491) l&@dsProteins keine essenzielle
Funktion hinsichtlich des effizienten Wachstumsadtdns aus. Im Gegensatz dazu sind
fur eine ungehinderte Replikationsaktivitdt sowdld aziden Abschnitte am C-Terminus
(Aminosauren 373-475) als auch der zentrale Bergicbchlie3lich Lys, und Leyz4 von
grof3er Wichtigkeit. Dadurch stellen diese Abscleniteue potenzielle Angriffsziele fir

antivirale Interventionsstrategien dar.

5.2.2.2 Domaénen fir die Wechselwirkung des IE1-Pteins mit PML-Koérpern

Als eines der ersten Ereignisse nach Infektion Kalisiert IE1 transient mit den
interchromatinischen PML-Kérpern und induziert kutlanach deren Auflésung, was zu
einer diffusen nukledren Verteilung der sonst glaten Multiproteinkomplexe flhrt
(Korioth et al. 1996; Ahnet al. 1997; Ahnet al. 1998; Wilkinsonet al. 1998). Bis heute
sind sowohl die genaue Relevanz der PML-Korpeaath die Folgen ihrer Auflésung fur
die Zellfunktion und den Infektionsverlauf unklar.

Bei HCMV verlauft dieser Auflésungsprozess im Geggdmn zu HSV-1 Proteasom-
unabhangig (Xwet al.2001; Leeet al.2004), der genaue Mechanismus ist aber noch nicht
bekannt. Kurzlich wurden Theorien veroffentlichtpwach die Modifizierung des PML-
Proteins durch SUMO-1 fiir die Bildung von PML-Kérpaunverzichtbar ist. Gleichzeitig
wurde berichtet, dass IE1 diese SUMOylierung direlder indirekt verhindern oder
rickgéngig machen konnte (Ishet al. 1999; Muller et al. 1999; Zhonget al. 2000;
Lallemand-Breitenbaclet al. 2001). Mdglicherweise kompetiert IE1 als SUMO-Stdis
mit PML um die fur eine SUMOylierung nétigen Komporen. Ein solcher Mechanismus

wurde beispielsweise fur das ZTA-Protein bei EBVYgeschlagen (Adamsaet al. 2001).
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Die Konstruktion von IE1-Virusmutanten kénnte zunesn genaueren Verstandnis der
Wechselwirkung von IE1 mit PML-Kdrpern verhelfen.

Unlangst wurde fir das IE19-Protein, einer IE1-$dariante, der die Exon 4-kodierten
Aminosauren 86 bis 404 fehlen, eine stabile Assimziamit den PML-Koérpern gezeigt,
die nicht zu einer Auflésung der Multiproteinkomydeflhrt (Knoblach 2006). Gleiches
gilt fur die in dieser Arbeit konstruierte L174Pssmutante, bei der keinerlei nuklear
diffuse PML- bzw. Sp100-Farbung mehr nachgewieserden konnte (4.3.4). Vorstellbar
ware, dass durch die L174P-Mutation eine posteli&TP-Bindedoméane innerhalb des
IE1-Proteins (AA 173-179) (Pajoviet al. 1997) zerstort wird, die fur die potenzielle
Kinaseaktivitat von IE1 bendtigt wird. Dies reseiti moglicherweise in einer weniger
starken Phosphorylierung von PML. Eine zunehmentasphorylierung von PML -wie
auch von c-jun und p53 (Mullest al. 2000)- die in HCMV-infizierten Zellen durch IE1
vermittelt werden konnte, fuhrt namlich zu einenmetttmenden SUMOylierungsgrad und
damit zu einer verminderten Stabilitat der PML-KérEverettet al. 1999). Schon in
friheren Transfektionsstudien wurde gezeigt, das$Ed -Protein mit Mutation an Le
die Fahigkeit zur De-SUMOylierung von PML verliditee et al. 2004). Das ist in der
Zusammenschau mit unseren Ergebnissen ein welignereis auf einen Zusammenhang
zwischen De-SUMOylierung von PML und der Umvertedquder PML-Kdrper. Die
Tatsache, dass die stabile Kolokalisation zwisd&B4nL174P und PML nur nach HCMV-
Infektion und nicht nach Plasmid-Transfektion zwhechten ist (Wilkinsoret al. 1998;
Muller et al. 1999; Leeet al. 2004) (Abb. 4.32), deutet darauf hin, dass dafichnein
zusatzlicher, nur im Kontext einer Infektion vordaner Faktor eine wesentliche Rolle
spielt.

Eine nur noch unvollstandige Fahigkeit zur Auflogutier PML-Korper wurde bei den
Mutanten A373Stopp und E421Stopp beobachtet, wahsh@ahrscheinlich mit dem
Verlust der sauren Domanen zusammenhangt. DasrFdBleSUMOVylierungsstelle oder
der Chromatinbindedomane fuhrte namlich im Verdiesam IE1-WT-Protein zu keinem
entsprechenden Funktionsverlust (4.3.4). Jedoch am direkt proportionaler
Zusammenhang zwischen der Grol3e der C-terminaléti@® und dem Funktionsverlust
feststellbar. In Ubereinstimmung dazu resultiertepublizierten Kotransfektionsstudien
die Expression eines trunkierten I&izProteins in einer unvollstindigen De-
SUMOylierung von PML (Leet al.2004).
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Obwohl die SUMOylierung vieler Proteine, einschlield PML, interessanterweise flr die
Assoziation mit PML-Ko6rpern notwendig ist, kbnnemsare Ergebnisse diese Tatsache flr
das IE1-Protein nicht bestatigen (Abb. 4.31). DesSgMOylierung ist fur die Bindung an
PML-Korper und deren Umverteilung vollstdndig vemhtbar, was Ergebnisse friherer
Transfektionsstudien bestatigt (etial. 2001; Spengleet al.2002; Leeet al.2004).
Bezlglich der K192P-Mutation entstand ein uneinictieés Bild. In einigen Zellen waren
die PML-Korper vollstandig aufgeldst, in andereres@rum fand sich, trotz diffuser IE1-
Farbung, nur ein punktformiges PML-Verteilungsmusta Zellkern (Abb. 4.31). Die
Tatsache, dass Lys sehr nahe am zentralen Bereich um jkeliegt, konnte ursachlich
dafur sein, dass eine Mutation an dieser Steller zmaeiner verminderten, aber nicht
verlorenen Fahigkeit zur Auflésung von PML-Korpdirnrt. Dies stitzt die Vermutung,
dass dieser Bereich sehr sensibel auf genetiscliikédionen zu reagieren scheint.
Insgesamt deuten die erstmals im Kontext einer lanralnfektion in Zellkultur
untersuchten Beobachtungen darauf hin, dass fuvwgiehselwirkung mit PML-Koérpern
im IE1-Protein mehrere genetisch trennbare, fumigile ,Domanen” verantwortlich sind.
Insbesondere sind die Bereiche, welche (direkt odbrekt) die physikalische Interaktion
mit PML-KoOrpern vermitteln, unabhangig von den fidie Auflosung der nuklearen
Komplexe verantwortlichen Domanen. Alle in diesenbdit generierten Virusmutanten
kolokalisierten mit PML-Korpern. Demnach sind dafieeder der C-Terminus (AA 373-
491), einschlieBlich des fir die SUMOylierung veveortlichen Lysse noch die
Aminosaurereste Lew, Lysigo oder Cysyg wesentlich. Die Bindung an PML allein ist
hingegen nicht ausreichend fir die Auflosung derLRfdrper, wie die Virusmutanten
L174P, K192P, A373Stopp und E421Stopp impliziereéssenziell dafur ist jedoch die
Integritat von Lew,s Der Abschnitt innerhalb des zentralen Bereichad.ys, g, sowie die
C-terminalen sauren Doméanen zwischen den Aminosa8r&8 und 476 scheinen daflr
aber zumindest untersttitzende Funktion zu haben.vlgss also von einem komplexeren
Zusammenhang zwischen der Wechselwirkung von IEL RML-K6rpern ausgehen, zu
dem mehr als nur ein kontinuierlicher Bereich immalen Protein beitragt. Dies trifft
offensichtlich auch fir das HSV-1-Protein Vmw11CRIO) zu, wo sowohl eine RING-
Fingerdoméane als auch eine C-terminale Region férlateraktion mit PML-Ko&rpern
verantwortlich sind (Mauét al. 1994; Meredittret al. 1995).
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5.2.2.3 Domaénen fir die transaktivierenden Eigenbsaften des IE1-Proteins

IE1 moduliert als Schlusselregulator der frihereltibnsphase die virale und zellulare
Genexpression (Castillet al. 2002), so kann es die IE2-vermittelte Transaktivig
verschiedener viraler E-Gene verstarken (Malonaletl990), autoreguliert den MIE-
Promotor positiv (Cherringtort al. 1989; Sambucettt al. 1989) und aktiviert zellulare
Promotoren, beispielsweise die der DNA-Polymeras®ihydrofolatreduktase und von
Prointerleukin (Hunninghakeet al. 1992; Hayhurset al. 1995; Margoliset al. 1995).
Weiterhin interagiert es mit den Transkriptionstakn SP-1 (Hayhurst al. 1995), E2F1
(Margoliset al.1995) und CTF-1 (Lukaet al.1994). Fir die Transaktivierung scheint vor
allem das Exon 3 der MIE-Region von Bedeutung mu (&tenberget al. 1990).

Mittels des Dual-Luciferase Reporter Assays wunamitéelt, inwieweit die Fahigkeit der
IE1-Punktmutanten zur Aktivierung verschiedenemistoren im Vergleich zum IE1-WT-
Protein noch vorhanden war (4.3.5).

Der Verlust der Chromatinbindedoméne hatte darsmfjohl bei TN- als auch bei FIX-
G476Stopp, einen malig negativen Effekt, was dafiiicht, dass die Interaktion mit
zellularem Chromatin zur Rolle von IE1 als Transakbr beitragen kénnte.

Bekanntlich sind auch saure Domanen haufig in dien3aktivierungsfunktion
regulatorischer Proteine involviert, so bei VP16 WSV (Cresst al.1991) oder bei Gal4
von Saccharomyces cerevisi&&ill et al. 1987). Zwar ist die Struktur der C-terminalen
sauren Doméanen von IE1 andersartig als bei kldssiscTransaktivierungsdoménen,
jedoch ergab sich ein deutlicher Zusammenhang hersder Grof3e des fehlenden C-
terminalen  Abschnitts und einer daraus folgenden rnN¥federung der
Transaktivierungsfahigkeit (Abb. 4.33). Fur A373%ipbei der alle drei sauren Domanen
fehlen, wurden sogar fast nur noch der Kontrollepreergleichbare Werte ermittelt.
Unsere Erkenntnisse bestatigen frihere Beobachtyhge denen ein trunkiertes 1ELgs
Protein im Gegensatz zum IE1-Volllangenprotein tdéaskriptionelle Repressorfunktion
von PML nicht mehr vollstandig zu hemmen vermochee et al. 2004).

Wie schon in den letzten Versuchen, resultiertdhaliesmal die Mutation L174P an einer
vermuteten Leucinzipperregion in einer stark gestbiFunktion von IE1. Leucinzipper
vermitteln bei zahlreichen genregulierenden Faktalie Wechselwirkung von DNA mit
Proteinen der Transkriptionsmaschinerie. Obwohl der Frage kommende

Sequenzabschnitt in IE1-72 kDa nicht zu den klaksis Leucinzippern gezéahlt werden
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kann, scheint er unbestreitbar eine wichtige Rbbletglich der Transaktivatorfunktion
von IE1 zu spielen.

Dagegen war die Transaktivierung durch IE1-C279A&hnibeeintrachtigt, obgleich
Zinkfinger als DNA-Bindemotive vieler bekannter mekriptions-regulierender Proteine
bekannt sind. Wie oben erwahnt, ist dieses Motiimlich eher an Protein-Protein-
Wechselwirkungen beteiligt.

Gleiches galt fur die Proteinmutante K450R, dieldeie Bindung an SUMO-1 hat
offensichtlich keine negativen Auswirkungen auf @i@nsaktivierungsfahigkeit von IE1.
Da der Grofiteil der IE1-Proteine in nicht-SUMOwieer Form vorliegt, durften die
wichtigsten Funktionen von IE1 ohnehin eher SUM@hlmngig verlaufen. Bei IE2-
86 kDa (Hofmanret al.2000; Ahnet al.2001) und p53 (Rodriguest al. 1999) wird durch
SUMOylierung die Fahigkeit zur Transaktivierungstérkt.

Auffallig ist, dass samtliche Mutanten mit deutkch Wachstumsnachteil gegeniiber dem
WT-Virus sowohl in ihrer Fahigkeit zur Auflosung rd€ML-Koérper als auch zur
Transaktivierung beeintrachtigt waren (L174P, K198B73Stopp, E421Stopp; Abb. 5.1).
Am ausgepragtesten stellte sich dies bei der LMiddismutante beider Stamme dar. Sie
wies den starksten Replikationsdefekt auf, zeitpeksverminderte Transaktivierung und
war als einzige Mutante nicht mehr fahig, die Zusensetzung der PML-Korper zu
verandern. Da PML ein Repressor von Zellteilung tinghskription ist (Muet al. 1994;
Liu et al. 1995) und IE1 vollstandig die Unterdrickung dearigkription durch PML
blockiert (Xu et al. 2001), kénnte die Auflésung der PML-Kérper zu eiedfizienten
lytischen Infektion und zu einer Steigerung der nBkaiption durch IE1 beitragen.
Zumindest bei Infektionen mit niedriger MOI schedi¢ IE1-vermittelte Auflosung dieser
Kerndomanen demnach mit der Funktion von IE1 agnSkriptionsregulator und letztlich
mit einer erfolgreichen Ausbreitung der Infektiam korrelieren. Die Beziehung zwischen
der Auflosung der PML-Kérper und den transaktivielen Eigenschaften von IE1 l&sst

vermuten, dass PML-Kérper zur Transkriptionsregofabeitragen.
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Kolokalisation Aufiésung der

Wachstum zwischen IE1 und PMIL-K& Transaktivierung
PML-Korpern -horper
WT, rv
[ —— — | WT + + W
L174P
-:A—L—.:.:- Stark attenuiert + o W
K192P
Mafig bis stark
| — | L .- attenuiert + +/-
C279A
J WT + + WT/ T
| — | -
K450R
WT + + WrT/ T
A373Stopp
[ — ) Stark attenuiert + +/- Wl
E421Stopp
Stark attenuiert + +/- [N
G476Stopp
TN: schwach attenuiert
+ + +

| i— | FIX: WT

Abb. 5.1: Struktur der IE1-Proteine der verwendetenrekombinanten Virusmutanten und
deren in dieser Arbeit explorierte EigenschaftenRote Pfeile markieren die an diesen Stellen
eingeflgte Einzelnukleotidaustausche. + WT-ahnlichicht nachweisbar,-1 | | leicht bis stark
abgeschwacht im Vergleich zum WIT starker als WT.

5.3 Ausblick

Auf der Grundlage der in der vorliegenden Arbetii@ten neuen Ergebnisse zur Funktion
von MIE-Genprodukten in HCMV-infizierten primareribFoblasten bieten sich eine Reihe
weiterfihrender wissenschaftlicher Versuche an. Miilfe der konstruierten
Virusmutanten wird es erstmals moglich sein, di¢givAMlaten des IE1-Proteins im Kontext
einer authentischen HCMV-Infektion humaner Zellecmdetaillierter zu Gberprifen.
Durch die Herstellung eines Wirtszellsystems mit-Exprimierenden primaren humanen
Fibroblasten kénnte kiinftig untersucht werden, ewait sich die Replikationsdefekte der
konstruierten IE1-Virusmutanten durch ektopische prégsion von IE1 trans
komplementieren lassen. Weitere Studien konntem die Auswirkung von spezifischen
Veranderungen im IE1-Protein auf das virale Prole oder die Aktivierung Interferon-
abhangiger zellularer Gene zum Ziel machen.

Bezlglich der Wechselwirkung zwischen IE1 und PMarbern ware eine Analyse des

SUMOylierungsgrades von PML nach Infektion mit demrschiedenen HCMV-
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Virusmutanten im Vergleich zum WT interessant. iesém Zusammenhang kénnte auch
erforscht werden, welche IE1-Virusmutanten die Piéimittelte Repression der basalen
Transkription noch erfolgreich verhindern kdnnenusdizlich konnte der putative
transdominant negative Effekt des verkirzten Ex@ik@dierten MIE-Proteins naher
charakterisiert werden, indem das Protein ersemgm geeigneten Expressionsplasmid in
Zellen transfiziert wird, um im Anschluss daran esiDetektion mittels Western Blot-
Verfahren zu erlauben. Aul3erdem wére eine Wachstoamhgse des WT-Virus in
Exon2/3-Protein-exprimierenden Zellen aufschlussreDies sollte weitere Rickschlisse
auf den molekularen Mechanismus zulassen, Uberddsrkleine MIE-Protein die virale
Replikation moduliert.

Langfristig gesehen konnten die Erkenntnisse aeasedi Experimenten zur Entwicklung

innovativer Konzepte der antiviralen Pravention Uiherapie beitragen.
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oD optische Dichte

p phosphoryliert

P Prolin

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese

PBS Phosphat-gepufferte Kochsalzlosystgpéphate-buffered salipe

PCR Polymerasekettenreaktigrolymerase chain reactipn

Pen Penicillin

PFU Plague-bildende Einhegil@que forming unjt

PML Promyelozytisches Leukamie-Protgimdmyelocytic leukem)a

POD PML Oncogenic Domains

PolyA Polyadenylierungsstelle

pp Phosphoprotein

PRV Pseudorabiesvirus

R Arginin

RARa Retinsaurerezeptor (Retinoic Acid Receptar)

RNA Ribonukleinsaureriponucleic acid

RNase Ribonuklease

rpm Umdrehungen pro Minuteounds per minutgs

RT Raumtemperatur

S Sekunde

SCID schwerer kombinierter Immundefegéyere combined
immunodeficienqy

SDS Sodiumdodecylsulfat

STAT2 signal transducer and activator of transcription 2

Strep Streptomycin

SUMO small ubiquitin like modifier

T Thymidin

Tab. Tabelle

TAE Tris-Acetat-EDTA
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TD Transaktivierungsdomane

TEMED N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin

TK Thymidinkinase

TN HCMV-Stamm Towne

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

TRL lange terminale repetitive Sequeterrhinal repeat lonp
TRS kurze terminale repetitive Sequetezriinal repeat shojt
USW. und so weiter

U Enzymatische Aktivitat ipmol/min units)

UL lange nicht repetitive Sequenm(que long

U kurze nicht repetitive Sequenmigue shorx

uv ultraviolett

Vv Volt

% (v/v) Volumenprozent

vgl. vergleiche

wB Western Blot

WT Wildtyp

% (w/v) Gewichtsprozent

X-Gal 5-Brom-4-chlor-3-indoxyp-D-galactopyranosid
YAC yeast artificial chromosome

z. B. zum Beispiel

ZF Zinkfinger
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