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ABKURZUNGSVERZEICHNIS 1

1. Abktrzungsverzeichnis

BGH bovines Wachstumshormon

CD8 Plasmamembranprotein von cytotoxischen Lymphozyten
D Deletion

FRT FLP- Recombinase- Erkennungssequenz

| cos Verpackungssignal des Bakteriophagen | - Genoms
mab monoklonaler Antikorper

m.o.i. Multiplizitat der Infektion

pA eukaryontisches Polyadenylierungssignal

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

Oris temperatursensitiver Replikationsursprung

SVv40 Simian Virus 40

TEMED N,N,N¢ N¢Tetramethylethylendiamin
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2. Zusammenfassung

Das humane Cytomegalievirus (HCMV) gehort zur b- Subfamilie der
Herpesviren. Es ist gekennzeichnet durch eine strikte Spezies- und Zelltyp-
Spezifitét, einen langsamen Replikationszyklus und besitzt dartber hinaus
das grosste bekannte DNA- Genom humanpathogener Viren.

Das Glykoprotein B (gB) des HCMV ist innerhalb der Familie der Herpesviren
hoch konserviert und dbernimmt vermutlich essentielle Funktionen beim
Eintritt des Virus in die Zelle, der Ausbreitung der Viren sowie der Fusion
infizierter Zellen miteinander.

Die funktionelle Analyse von viralen Proteinen erfolgt in der Regel durch die
Herstellung und Charakterisierung von Virusmutanten.

Eine solche Konstruktion von HCMV- Mutanten ist durch die Klonierung der
Gesamt- Virus- DNA (240 kbp) als ,kiunstliches Bakterienchromosom®
(Bacterial Artificial Chromosome, BAC) moglich, was eine gezielte
genetische Manipulation des Virusgenoms in Bakterien erlaubt.
Cytomegalieviren mit Mutationen in essentiellen Proteinen sind bislang
bislang nicht beschrieben worden. Grund hierfur ist, dass kein Zellsystem
existiert, mit dem es mdoglich ist, den Effekt einer letalen Mutation in HCMV
durch phanotypische Komplementation aufzuheben.

In der vorliegenden Arbeit wird die Entwicklung eines Testsystems
beschrieben, mit der dieses experimentelle Hindernis umgangen werden
kann. Dieser sogenannte ,Ein- Zyklus- Replikations- Komplementations-
Assay“ beruht auf der Beobachtung, dass plasmidgestitztes, transient
exprimiertes gB in der Lage ist, eine Virusmutante mit einem letalen Defekt in
gB phénotypisch zu komplementieren. Die letale Mutation wurde durch die
Insertion des enhanced green flourescent protein (EGFP) in die codierende
Region des gB auf BAC- Ebene erreicht. Das so entstandene
replikationsdefiziente BACDgB wurde zusammen mit gB-
Expressionsplasmiden in eukaryontische Zellen transfiziert, in denen die
transiente Expression des plasmidcodierten authentischen gB zu einer
phanotypischen Komplementation fuhrte und einen Zyklus der
Virusreplikation zuliess. Die abortive Infektion der umliegenden Zellen durch
die freigesetzten Tochtervirionen fihrte durch die Insertion des



ZUSAMMENFASSUNG 3

Fluoreszenzmarkers EGFP zur Bildung von grin fluoreszierenden
Miniplagues. In diesen Assay wurden gB- Expressionsplasmide mit
verschiedenen definierten Mutationen eingesetzt und hinsichtlich ihrer
Fahigkeit untersucht, das BACDgB zu komplementieren. Auf diesem Wege
konnten definierte Bereiche des gB- Molekils im Hinblick auf ihre
Notwendigkeit fur die Replikation in Zellkultur eingegrenzt werden. Essentiell
waren das Signalpetpid des Molekiils, der Membrananker, eine hydrophobe,
vermutlich fusionsrelevante Doméne (Mhdl) sowie ein Abschnitt im
cytosolischen Anteil des Molekiils. Als nichtessentiell erwiesen sich die
carboxyterminalen 51 Aminosauren, welche sowohl die einzige
Phosphorylierungsstelle des Molekils als auch das Signalmotiv fur die
Lokalisation des gB in der inneren Kernmembran umfassen, sowie das
Spaltmotiv des Proteins fir die zellulare Protease Furin.

Um die Ergebnisse des Assays zu verifizieren, wurden drei der gB-
Mutationen durch Herstellung von Virusmutanten mittels BAC- Mutagenese
Uberprift. Als Beispiel fur einen essentiellen Bereich wurde die Hydrophobe
Domaéne | (Mhdl) deletiert, als Beispiele fiir nichtessentielle Dom&nen wurden
das Signal fir die Lokalisation des gB in der inneren Kernmembran sowie die
zerstorte Spaltstelle fur Furin ausgewahlt. Die so hergestellten Virusmutanten
zeigten nach Transfektion in humane Fibroblastenzellen das erwartete
Verhalten: Nur die Viren mit den Mutationen im Lokalisationssignal fur die
innere Kernmembran und der zerstérten Furinspaltstelle erwiesen sich als
replikationsfahig.

Bei der anschliessenden Charakterisierung der Virusmutanten zeigte sich,
dass das Ausbleiben der gB Spaltung Uberraschenderweise keinen Einfluss
auf das Wachstumsverhalten zeigte. Die Virusmutante mit dem substituierten
Signal flur die Lokalisation in der inneren Kernmembran hingegen zeigte
einen leicht attenuierten Ph&notyp.

In der vorliegenden Arbeit werden erstmals HCMV- Mutanten mit gezielten

Mutationen in einem essentiellen Gen beschrieben.



EINLEITUNG 4

3. Einleitung

3.1 Taxonomie

Das humane Cytomegalievirus (HCMV) gehort zur Familie der b-
Herpesviren (Roizman et al., 1981, Smith, 1956). Diese Virusfamilie umfasst
mehr als 100 beschriebene Spezies, davon acht humanpathogene (Tab. 1).
Die einzelnen Vertreter teilen eine Reihe von charakteristischen biologischen
Eigenschaften:

Alle Herpesviren besitzen ein komplexes doppelstrangiges DNA- Genom und
ein breites Spektrum an Enzymen, die am Nukleinsduremetabolismus, der
DNA- Replikation und der Proteinprozessierung beteiligt sind (Britt & Alford,
1996). Alle Herpesviren weisen die gleiche Architektur auf: sie bestehen aus
einem ikosaedrischen Nukleokapsid, welches die DNA entalt, einer
Matrixschicht und einer Lipiddoppelmembran, in welche die viralen
Glykoproteine inseriert sind. Die Replikation der DNA wund der
Zusammenbau der Kapside erfolgt im Zellkern. Die Bildung von
Tochtervirionen fuhrt zur Zerstérung der infizierten Zelle. Ausserdem sind alle
Herpesviren in der Lage, nach der Primarinfektion latent im Wirt zu
persistieren.

Unterschiedliche Eigenschaften der einzelnen Herpesviren bezuglich der
Dauer ihres Replikationszyklus, der speziellen Zytopathologie und des Ortes
ihrer Viruspersistenz haben zu einer Unterteilung der Herpesviren in drei

Unterfamilien gefiihrt (Tab.1).

Die a- Herpesviren sind durch ein breites Wirtsspektrum und einen kurzen
Replikationszyklus gekennzeichnet. Diese Viren, deren bekanntester
Vertreter das Herpes Simplex Virus ist, persistieren in sensorischen Ganglien
des Wirtes.

Die b- Herpesviren, zu denen das HCMV gehdrt, zeichnen sich durch eine
strikte  Spezies- und Zelltypspezifitait sowie einen langsamen
Replikationszyklus aus. Sie kdnnen in verschiedenen Organen, wie z.B. der

Leber, der Niere und Iymphoretikularen Zellen persistieren. Die
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Vergrdsserung der infizierten Zellen ist verantwortlich fur die Namensgebung

(Zytomegalie).

Die Familie der g Herpesviren zeigt eine ausgepragte Gewebsspezifitat, sie
infizieren vorwiegend B- und T- Lymphozyten und persistieren auch in
lymphoiden Geweben. Viren dieser Subfamilie, zu denen das Epstein Barr
Virus und das Kaposi- Sarkoma assoziierte Virus gehoren, haben zudem

onkogene Eigenschaften.

Tabelle 1: Klassifizierung der humanpathogenen Herpesviren (Roizman et al., 1992).

Subfamilie Art Ab- Literatur
kiirzung

a- Herpesvirinae Herpes- Simplex Virus 1 HSV 1 (Gruter, 1924)
Herpes- Simplex Virus 2 HSV 2 (Schneeweis, 1962)
Varizella- Zoster Virus VzVv (Dumas et al., 1981)

b- Herpesvirinae Humanes Cytomegalievirus HCMV (Smith, 1956)
Humanes Herpesvirus 6 HHV 6 (Lindquester & Pellett, 1991)
Humanes Herpesvirus 7 HHV 7 (Frenkel et al., 1990)

g Herpesvirinae Epstein- Barr Virus EBV (Epstein et al., 1965)
Humanes Herpesvirus 8 HHV 8 (Chang et al., 1994)

3.2 Medizinische Aspekte der Humanen Cytomegalievirus- Infektion

3.2.1 Epidemiologie

Der Mensch ist das einzige Reservoir des HCMV. Das Virus ist ubiquitar
verbreitet, der Grad der Durchseuchung hangt jedoch vom sozio-
O0konomischen und damit verbundenen Hygienestandard ab (Britt & Alford,
1996, Krech, 1973, Kumar & Nankervis, 1979). So liegt die
Durchseuchungsrate in den westlichen Landern in der Gruppe der 20
jahrigen bei 20% und in der Gruppe der Uber 40 jahrigen bei 50 — 80%. In
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den sogenannten Entwicklungslandern lasst sich jedoch teilweise schon bei
Kindern eine Durchseuchungsrate von 100% feststellen (Britt & Alford, 1996)
Das Virus wird Uber Korperflissigkeiten bei engem Kontakt oder durch
Bluttransfusionen und Transplantationen Ubertragen (Britt & Alford, 1996,
Doerr, 1987). Nach der Priméarinfektion persistiert es lebenslang im

Organismus.

3.2.2 Krankheitsverlaufe

Ausschlaggebend fir den klinischen Verlauf ist der Zeitpunkt der Infektion
und der Immunstatus des Infizierten. Im immunkompetenten Menschen
verlauft die Infektion meist symptomlos. Im Fall von pranatalen Infektionen
oder bei immunsupprimierten Personen kann es allerdings zu schweren
klinischen Verlaufsformen kommen. Tritt z. B. wahrend der Schwangerschaft
eine Primarinfektion der Mutter auf, hat dies in 10% der Félle bleibende
Schaden des Kindes, wie Wachstumsstdrungen, Taubheit,
Lernbehinderungen, u.v.m. zur Folge (Stagno, 1986). Eine besonders
schwere Form der pranatalen Infektion stellt das kongenitale
Cytomegaliesyndrom dar (Doerr, 1987), welches auf eine Primarinfektion der
Mutter in einer frihen Phase der Schwangerschaft zuriickzufihren ist. 20 —
30% der geschadigten Kinder sterben bereits im ersten Lebensjahr.

In Patienten mit Immunsuppression nach einer Organtransplantation, kann
es durch die Reaktivierung des persistierenden Virus zu schweren klinischen
Symptomen wie Lungenentziindung oder Hepatitis kommen, was zur
Abstossung des Organs und sogar zum Tod fuhrt.

In Patienten, deren Immunsystem durch eine Infektion mit dem Human
Immunodeficiency Virus (HIV) geschwacht ist, kann eine Reaktivierung oder
eine Primarinfektion ebenfalls zu ausgepragten Krankheitsbildern und zum
Tod fahren. In AIDS- (Acquired Immunodeficiency Syndrome) Patienten stellt
eine durch HCMV verursachte Form der Lungenentzindung (atypische
Interstitielle Pneumonie) eine der haufigsten Todesursachen dar (Macher et
al., 1983).
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3.2.3 Therapeutische Ansatze

Als antivirales Chemotherapeutikum steht Ganciclovir (9-[1,3-dihydroxy-2-
poproxymethyllguanin) zur Verfigung. Es wird durch eine viruseigene Kinase
(pUL97) in den infizierten Zellen aktiviert (Sullivan et al., 1992) und wirkt als
Inhibitor der viralen DNA- Polymerase (Matthews & Boehme, 1988, Oram &
Herold, 1998). Foscarnet (Phosphoameisensdure) oder Cidofovir (ein
Nukleotidanalogon) werden ebenfalls als Inhibitor der viralen Polymerase
eingesetzt, sind allerdings aufgrund ihrer starken Toxizitat nur bedingt
geeignet. Dartber hinaus sind bereits Resistenzentwicklungen beschrieben
worden (Mascolini, 1996).

Ein wirksamer Impfstoff gegen HCMV existiert bislang nicht.

3.3. Molekularbiologie des HCMV

3.3.1. Genomstruktur

Das Genom des HCMV besteht aus einer doppelstrangigen, linearen DNA
von etwa 230 Kilobasen (kbp) Lange und einem GC- Gehalt von etwa 59%.
Damit ist es das grosste bekannte Genom humanpathogener Viren (Chee et
al., 1990). Es ist in zwei Abschnitte, ein nichtrepititives langes (U.) und ein
nichtrepititives kurzes Segment (Us) unterteilt (Chee et al., 1990) (Abb. 1).
Diese konnen jeweils in unterschiedlichen Orientierungen zueinander
vorliegen, so dass es theoretisch vier Isoformen des Genoms geben kann.
Diese Isoformen werden in &quimolaren Verteilungen in jeder
Viruspopulation gefunden (Oram et al., 1982). In Abb. 1 ist der als “P”
definierte Prototyp dargestellt. Das U - Segment ist eingerahmt von den
invertierten repetitiven Sequenzen b und b’, das Us- Segment entsprechend
von den Sequenzen ¢’ und c. An den Enden des Virusgenoms und an der
Verbindungsstelle zwischen den Segmenten U_ und Us finden sich weitere
Sequenzbereiche, die als “a- Sequenz” bezeichnet werden. In diesen
Sequenzabschnitten liegen die konservierten Erkennungsregionen fir die
Prozessierung und Verpackung der Virus- DNA. Die Anzahl und Lange der a-

Sequenzen sind variabel.
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a b UL —> b ac US_> ca
Y —d

Abbildung 1: Aufbau des Prototyp- Genoms des humanen Cytomegalievirus.

Die oberste Linie zeigt eine Grossenskala mit der Einheit Kilobasenpaare (kbp). Ori.yt bezeichnet den
Replikationsursprung. Dargestellt ist der Prototyp “P” des HCMV- Genoms. die Pfeile bezeichnen die
Orientierung der Segmente zueinander.

Das Genom des HCMV ist seit 1990 vollstdndig durchsequenziert (Chee et
al., 1990). Eine computergestitzte Analyse ergab, dass es 208 potentielle
Leserahmen gibt, die fur Proteine mit mehr als 100 Aminosauren (AS)
codieren konnen. Von diesen zeigen etwa 40 Leserahmen signifikante
homologien zu Genen anderer Herpesviren. Diese Gene, deren Produkte
grundlegende Virusfunktionen wie z.B. DNA- Replikation und Verpackung
sowie Kapsidstruktur und Zusammenbau der Virionen steuern, sind in allen
bekannten Herpesviren konserviert. Sie sind in sieben charakteristischen
Genblécken angeordnet, welche sich zwar in ihrer Position auf dem Genom
und ihrer Orientierung zueinander unterscheiden kénnen, aber beziiglich der
Anordnung innerhalb des Genblocks nur wenig variieren (McGeoch et al.,
2000). Diese sieben “Module” stellen die genetische Grundausstattung aller
bekannten Herpesviren dar, ihre Genprodukte sind fur das entsprechende
Virus absolut essentiell.

Die offizielle Namensgebung eines viralen Proteins basiert auf der
fortlaufenden Numerierung ihrer potentiellen Leserahmen auf dem Prototyp
des Genoms. So wird beispielsweise das Glykoprotein B auch als gpUL55
bezeichnet; gp weist es als Glykoprotein aus, UL bezeichnet die Lokalisation
des Gens auf dem UL- Segment. Zudem wird die Nummer des Leserahmens
auf diesem Segment mit angegeben (55).



EINLEITUNG 9

3.3.2 Virionstruktur

Cytomegalieviren zeigen die typische Morphologie der Herpesviren (Abb. 2).
Die elektronendichte innere Strukturkomponente (core) besteht aus einem
DNA- Protein- Komplex und besitzt einen Durchmesser von ca. 75 nm. Sie
wird von einem ikosaedrischen Kapsid umgeben, welches sich aus 162
Kapsomeren zusammensetzt und einen Durchmesser von 100 nm besitzt.
Zwischen Nukleokapsid und Lipidhille befindet sich das sogenannte
Tegument, eine amorphe Proteinmatrix, die Uberwiegend aus
Phosphoproteinen besteht. Der Hauptbestandteil, das Phosphoprotein pp65,
kann bis zu 95% der Proteinmasse des Teguments ausmachen (Gibson &
Irmiere, 1984). Die Virushulle besteht aus einer Lipiddoppelschicht von etwa
11 nm Dicke (Tooze et al.,, 1993), in die sowohl zellulare als auch virale
Glykoproteine eingelagert sind. Sie vermitteln das Andocken der Viren an die
Rezeptoren der Wirtszelle, und leiten die Fusion der Virushille mit der
Zellmembran ein. Durch ihre exponierte Position sind sie ein Hauptziel fir
neutralisierende Antikdrper im infizierten Wirtsorganismus.

Die viralen Glykoproteine des HCMV sind in definierten Komplexen auf der
Virusoberflache organisiert. Der Glykoproteinkomplex | besteht aus
Homodimeren des Glykoprotein B (gpUL55), welche Uber intermolekulare
Disulfidbriicken miteinander verbunden sind (Eickmann et al., 1998). Der
Glykoproteinkomplex Il besteht aus den Glykoproteinen M (gpUL100) und N
(gpUL73), die ebenfalls kovalent miteinander verknipft sind (Kari & Gehrz,
1993, Mach et al., 2000). Der Glykoproteinkomplex Il besteht aus den
Glykoproteinen H, L und O (gpUL75, gpUL115 und gpUL74) (Cranage et al.,
1988, Huber & Compton, 1998, Huber & Compton, 1999, Kaye et al., 1992).
Diesem Komplex wird eine besondere Bedeutung bei der Fusion der
Virushulle mit der Plasmamembran der Wirtszelle zugeschrieben (Milne et
al., 1998).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des humanen Cytomegalievirus (HCMV) (3 M. Reschke).

3.3.3 Viraler Infektionszyklus

Ein Infektionszyklus des HCMV in Zellkultur dauert von der Adsorption bis
zur Freisetzung der Tochterviren etwa 72 Stunden.

Zuerst bindet das Virion unspezifisch an Heparansulfatproteoglykane der
Zelloberflache (Compton et al., 1993). Fur diese Bindung ist vermutlich der
Glykoproteinkomplex I, moéglicherweise auch der Glykoproteinkomplex |
verantwortlich (Kari & Gehrz, 1992). Diese relativ unspezifische Interaktion
ermoglicht den nachsten Schritt, die spezifische Bindung eines Virusliganden
an den zellularen Rezeptor. Als Rezeptoren wurden einige Proteine
diskutiert, z.B. ein Protein von 30-34 kDa (Adlish et al.,, 1990, Taylor &
Cooper, 1990) sowie ein Protein von 92,5 kDA (Keay & Baldwin, 1995),
bislang ist aber noch kein zellulares Protein eindeutig als Rezeptor
identifiziert worden.

Nach dem Andocken der Viren fusionieren die Membranen von Virus und
Zelle in einem pH- unabhangigen Prozess (Compton et al., 1992), wodurch
die nackten Nukleokapside ins Zytoplasma gelangen. Die Kapside werden
vermutlich analog zu Herpes Simplex- Virus 1 (HSV1) mit Hilfe des zellularen
Motorproteins Dynein an den Mikrotubuli entlang zum Zellkern transportiert
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(Sodeik et al., 1997). Durch die Bindung der Kapside an die Kernpore wird
die Virus- DNA ins Nukleoplasma abgegeben (Ojala et al., 2000).

Im Zellkern wird die virale DNA zirkularisiert. Danach findet die kaskadenartig
gestaffelte Transkription und Expression von sehr friihen (imediate early, a),
frihen (early, b) und spaten (late, g Genen statt.

Die Transkription im immediate early- Stadium (0 bis 3 Stunden nach
Infektion) flihrt zur Synthese von regulatorischen Proteinen (a- Genprodukte)
und ist unabhéangig von der Synthese anderer viraler Proteine. Die
Transkription dieser Gene wird Uberwiegend durch den major immediate
early Promotor reguliert, einen der starksten bekannten eukaryontischen
Promotoren.

Die regulatorischen a- Genprodukte leiten daraufhin die zweite Kaskade der
Genexpression ein, die early- Phase (3 bis 24 Stunden nach Infektion). In
dieser Phase werden die b- Genprodukte exprimiert, zu denen ebenfalls
regulatorische Proteine gehoren, aber auch einige virale Glykoproteine. Auch
die Expression der viralen Polymerase fallt in diesen Zeitraum.

Mit dem Einsetzen der Replikation der Virus- DNA (etwa 24 bis 36 Stunden
nach Infektion) beginnt die late- Phase der Virusvermehrung. Wahrend
dieser Phase werden Uberwiegend Strukturproteine, d.h. Bestandteile der
reifen Virionen synthetisiert. Die g Proteine der spaten Phase werden in zwei
Gruppen unterteilt: gl- Proteine kdnnen unabhangig von der Replikation
viraler DNA exprimiert werden. Die Synthese von ¢2- Proteinen ist jedoch
absolut abhangig von der Replikation der Virus- DNA und der vorherigen
Synthese anderer viraler Proteine.

Die Replikation des HCMV- Genoms erfolgt nach dem Rolling circle-
Mechanismus (McVoy & Adler, 1994). Die konkatemere virale DNA wird
unter Beteiligung des Proteins p130 (pUL56) an den a- Sequenzen auf
Genomgrosse zurechtgeschnitten und in die Kapside verpackt (Bogner et al.,
1998).
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3.3.4 Morphogenese des humanen Cytomegalievirus

Der Reifungsprozess der Virionen beginnt mit dem Zusammenbau der
Kapside im Zellkern. Bei elektronenmikroskopischen Aufnahmen infizierter
Zellen kénnen drei verschiedene Kapsidformen unterschieden werden, die A-
B- und C- Kapside: Die B- Kapside stellen unreife Vorlaufer der A- und C-
Kapside dar, die noch keine DNA enthalten. Wird die DNA korrekt in die
Kapside verpackt, kommt es zur Bildung von reifen C- Kapsiden. Kommt es
zu Fehlern bei der DNA- Verpackung, entstehen die DNA- freien A- Kapside.
Die Kapside verlassen den Kern und gelangen ins Cytoplasma durch einen
Vorgang, der als Transportknospung bezeichnet wird (Radsak et al., 1996).
Diesem Schritt geht zunachst eine Auflockerung der mit der inneren
Kernmembran assoziierten Kernlamina- Proteine voraus, die durch Anderung
des Phosphorylierungsstatus dieser Proteine bewirkt wird (Radsak et al.,
1991). Die Kapside gelangen durch diesen Knospungsprozess durch die
innere Kernmembran in die perinukleare Zisterne, wobei sie eine temporare,
von der inneren Kernmembran abgeleitete Lipidhille erhalten (Abb. 3). Diese
Hulle fusioniert anschliessend mit der dusseren Kernmembran und setzt die
nackten Nukleokapside ins Cytoplasma frei. Die endgultige Umhallung der
Kapside findet an Membranen des Trans- Golgi- Netzwerkes (TGN ) oder
des frihen Endosoms statt (Tooze et al, 1993). Die beiden
Zellkompartimente sind in infizierten Zellen nicht mehr deutlich voneinander
zu trennen (Sodeik et al., 1993). Diese zweite Knospung, die sogenannte
Reifungsknospung, fiihrt zu Kapsiden mit einer doppelten Lipidhtlle. Die
aussere dieser Hullen fusioniert mit der Innenseite der Plasmamembran und

setzt die reifen, einfach umhdillten Virionen aus der Zelle frei (Abb. 3)
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Morphogenese des humen Cytomegalievirus und des
intrazelluldaren Transportes des Glykoproteins B.

Die schmalen Pfeile bezeichen den Weg der reifenden Virionen, die starkeren Pfeile bezeichnen die
intrazellulare Transportroute des gB (Radsak et al., 1990). Abkirzungen: ER = Endoplasmatisches
Retikulum, TE = tubulédres Endosom, G = Golgi, N = Zellkern, TGN = Transgolgi Netzwerk.

3.4 Das Glykoprotein B (gB) des Humanen Cytomegalievirus

Das Glykoprotein B (gB, gpUL55) ist ein innerhalb der Famile der
Herpesviren hochkonserviertes Oberflachenglykoprotein. Die Aminoséaure-
identitat verschiedener Klinischer Isolate des HCMV untereinander betragt
mehr als 90% (Chou, 1992). Auch zwischen gB- Proteinen von Herpesviren
verschiedener Subfamilien betragt die Identitdt auf Aminosaureebene etwa
40% (Chou & Marousek, 1992).

Das gB ist die Hauptoberflachenkomponente des reifen Virions. Es kann bis
zu 50% des Gesamtproteingehaltes der Virushulle ausmachen (Britt & Mach,
1996).
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Der Leserahmen UL55 des gB ist in dem am starksten konservierten
Genblock des Virusgenoms zu finden (Chee et al., 1990) (siehe 3.1). In
diesem Genblock sind ausserdem eine Gruppe von Genen lokalisiert, die
ebenso wie das gB- Gen absolut essentiell fur die Virusreplikation sind, wie
die DNA- Polymerase (pUL54) (Huang, 1975), das an der Verpackung der
Virus- DNA beteiligte p130 (pUL56) (Bogner et al., 1998) und das DNA-
Einzelstrang- bindende Protein p140 (pUL57) (Anders et al., 1987).

Die Expression des gB- Gens erfolgt in zwei Abschnitten: Friih nach Infektion
erscheint ein  bicistronisches  Transkript, welches neben den
Sequenzinformationen fur gB auch noch die der benachbarten Polymerase
tragt (Kouzarides et al., 1987, Smuda et al., 1997). Dartiber hinaus wird ein
monocistronisches gB- Transkript gebildet, welches erst 36 Stunden nach
Infektion nachweisbar wird, also einer late- Kinetik folgt (3.3) (Smuda et al.,
1997)

3.4.1 Struktur, Reifung und Transport des Glykoproteins B

Das Glykoprotein B gehért zu den Typl Membranglykoproteinen, d.h. der
Carboxyterminus des Moleklls ist cytoplasmatisch lokalisiert, der
Aminoterminus befindet sich dagegen im Lumen des jeweiligen
Zellkompartiments (Basgoz et al., 1992). Es trdgt am Aminoterminus ein 24
AS langes Signalpeptid (Abb. 4A) und weist 16 Cysteinreste (Eickmann et
al., 1998) und 16 potentielle N- Glykosilierungsstellen auf. Das 906 AS lange
Molekul wird zundchst am Rauhen Endoplasmatischen Retikulum als
Vorlauferprotein mit einer molekularen Masse von 102 kDa synthetisiert. Ein
hydrophober Abschnitt des Molekiils zwischen AS 751 und 771 (Reschke et
al., 1995) dient der Verankerung in der Membran (Abb. 4A und B). Es wird
kotranslational oligomerisiert und zu einer mannosereichen Form von 158
kDa N- glykosiliert. Wahrend der Passage durch den Golgiapparat werden
einige der endstadndigen Mannosereste entfernt und durch komplexe Zucker
ersetzt, so dass die Molekularmasse auf 160 kDa ansteigt (Britt & Vugler,
1992, Gretch et al., 1988). Im Transgolgi Netzwerk wird das Molekul durch
die zellulare Endoprotease Furin proteolytisch prozessiert (Vey et al., 1995),

wodurch ein aminoterminales 90 — 110 kDa und ein carboxyterminales 52-58
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kDa Prozessierungsprodukt entstehen, die Gber Disulfidbriicken miteinander
verbunden bleiben (Abb. 4B) (Britt & Vugler, 1992, Farrar & Greenaway,
1986).

Vom Transgolgi wird das Molekil entlang dem exozytotischen Weg an die
Zelloberflache transportiert (Abb. 3) (Radsak et al., 1996) und von dort in
Vesikel des tubularen Endosoms reinternalisiert (Abb. 3). Es wurde
beschrieben, dass die einzige Phosphorylierung des Molekuls an AS 900 bei
diesem Prozess eine Rolle spielt (Fish et al., 1998).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des Glykoproteins B des humanen Cytomegalievirus.

A: Darstellung des ungespaltenen Molekdls. Einige der funktionellen Doméanen sind eingetragen. Die
Zahlen bezeichnen die Aminoséurepositionen der hervorgehobenen Doménen. Abkirzungen: P =
Phosphorylierungsstelle, SP = Signalpeptid, Furin = Spaltstelle fur die zellulare Endoprotease Furin,
Mhdl = Hydrophobe Doméne 1, Mhdll = Hydrophobe Doméne 2, DRLRHR = Lokalisationssignal fur die
innere Kernmembran.

B: Darstellung des gB- Homodimers. Abkirzungen: N = Aminoterminus, C = Carboxyterminus, gBN =
Aminoterminales Spaltfragment, gBC = Carboxyterminales Spaltfragment, S-S = Disulfidbriicke, mab =
Bindestellen fir monoklonale Antikérper.
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3.4.2 Lokalisation des Glykoproteins B in der inneren Kernmembran

Ein Teil des am Endoplasmatischen Retikulum synthetisierten gB folgt jedoch
einem anderen Transportweg. Es gelangt nicht in den Golgi, sondern erféahrt
einen retrograden Transport in die innere Kernmembran (Radsak et al.,
1996).

In vorangegangenen Arbeiten konnte das Aminosauresignal eingegrenzt
werden, welches fur die Lokalisation des gB in der inneren Membran
verantwortlich ist (Bogner et al., 1998, Meyer & Radsak, 2000). Dieses
Signal, welches aus den Aminosauren DRLRHR am &ussersten
Carboxyterminus besteht (Abb. 4A), wurde in einem heterologen
Expressionssystem identifiziert. Es ist in der Lage, nach der Ubertragung auf
den Carboxyterminus des Reportermembranproteins CD8 dieses in die
innere Kernmembran umzudirigieren. Gezielte Mutationen des Signals
fuhrten dagegen sowohl im rekombinanten authentischen gB- Molekdl als
auch im Reporterprotein dazu, dass die Lokalisation in der inneren
Kernmembran ausbleibt.

Die Vorstellung zur Lokalisation von gB in der inneren Kernmembran ist die,
dass das Molekul durch Diffusion in der Membranebene konstitutiv in die
innere Kernmembran gelangt. Dabei wird es membrangebunden durch
laterale Kandle an den Kerporenkomplexen vorbei transportiert (Meyer &
Radsak, 2000, Smith & Blobel, 1993, Soullam & Worman, 1993, Soullam &
Worman, 1995). Das Signal fihrt vermutlich durch Interaktion mit einem
Protein der inneren Kernmembran oder des Nukleoplasmas zu einer
Retention des gB im Kernkompartiment.

Die Lokalisation in der inneren Kernmembran wird auch von den gB-
Homologen anderer Herpesviren beschrieben, wie z.B. denen des Epstein
Barr Virus (Gong & Kieff, 1990, Qualtiere & Pearson, 1979) und des Herpes
Simplex Virus (Compton & Courtney, 1984). Aus diesen Beobachtungen
wurde die Vorstellung entwickelt, dass die Lokalisation der viralen
Glykoproteine in diesem Kompartiment der Zelle notwendig ist fur den
Prozess der Transportknospung durch die Kernmembranen ins Cytoplasma
(3.3.4, Abb. 3).
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3.4.3 Die Hydrophobe Doméne 1

Nach kotranslationaler Abspaltung des Signalpeptides besitzt das
Glykoprotein B noch zwei hydrophobe Domanen (Abb 4A und B): die 21 AS
lange Hydrophobe Domane 2 (Mhdll) dient der Verankerung des Molekils in
der Membran. Der Hydrophoben Domé&ne 1 (Mhdl) wird hingegen eine
Funktion bei der Fusion der Virushille mit der Plasmamembran der
Wirtszelle zugeschrieben (Bold et al., 1996, Reschke et al., 1995). Die
Vorstellung zum Fusionsprozess bei der Infektion lipidumhdllter Viren ist die,
dass zunéchst ein virales Oberflachenptrotein (Ligand) an seinen
spezifischen zellularen Rezeptor bindet. Durch die Bindung erfahrt der virale
Ligand eine Konformationsanderung, bei der ein hydrophobes Fusionspeptid
exponiert wird. Dieses interagiert dann mit der Zielmembran und leitet den
Fusionsprozess durch die Verschmelzung der Membranen ein.

Die klassischen Fusionspeptide, z.B. des Influenza- oder des Humanen
Immundefizienzvirus 1 (Hallenberger et al., 1992, Klenk & Rott, 1988), sind
20 bis 25 Aminoséuren lang und liegen nach proteolytischer Prozessierung
am aminoterminalen Ende des membranverankerten Molektlfragmentes. Die
MhdI des gB von HCMYV ist mit 34 Aminosauren allerdings bedeutend langer
und liegt nicht terminal.

Es konnte gezeigt werden, dass eine Veranderung der Mhdl direkt mit dem
Fusionsverhalten des Molekuls korreliert. Ob aber die Mhdl dabei selbst als
“internes” Fusionspeptid fungiert oder ob sie lediglich fur die korrekte Faltung
des gB notwendig ist, ist bislang nicht geklart (Bold et al., 1996, Reschke et
al., 1995). Es wird auch diskutiert, dass fur die Fusionsprozesse zusétzlich
der aus den Glykoproteinen gH, gL und gO bestehende Glykoproteinkomplex
[l verantwortlich ist (Milne et al., 1998).

3.4.4 Die proteolytische Spaltung des Glykoproteins B

Die gB- Homologen aller bekannten b- Herpesviren einschliesslich des
humanen Cytomegalievirus besitzen das spezifische Erkennungsmotif fur die
zellulare Endoprotease Furin (RXK/RR) (Abb. 4A) (Britt & Vugler, 1989, Loh,

1991, Vey et al., 1995). Bei den meisten der bekannten a- Herpesviren, wie
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z.B. dem Varizella Zoster Virus (Keller et al.,, 1986), dem Bovinen
Herpesvirus Typl (van Drunen Littel-van den Hurk & Babiuk, 1986), dem
Pseudorabiesvirus (Hampl et al., 1984), dem Equinen Herpesvirus (Meredith
et al., 1989, Sullivan et al., 1989) und dem Marek’s Disease Virus werden die
gB- Homologe proteolytisch prozessiert. Die Ausnahme unter den a-
Herpesviren stellen Herpes Simplex Virus Typ 1 und 2 dar, in denen das gB
ungespalten vorliegt (Claesson-Welsh & Spear, 1986, Eberle & Courtney,
1982). Gleiches gilt fir das gB- Homologe des Epstein Barr Virus (Gong et
al., 1987), welches zu den g Herpesviren gehort.

Es gibt Studien, in denen lebensfahige Mutanten von a- Herpesviren mit
ungespaltenem gB hergestellt wurden. Diese erwiesen sich sogar als
Uberlebensfahig, wenn ihr gB durch das eines anderen a- Herpesvirus
ersetzt wurde (Kopp et al., 1994). Diese Komplementation mit gB- Proteinen
anderer Herpesviren, gespalten oder ungespalten, war jedoch nur innerhalb
der Familie der a- Herpesviren mdglich. Eine funktionelle Komplementation
bei a- und g Herpesviren mit gB- Homologen von Herpesviren anderer
Subfamilen konnte hingegen nicht erreicht werden (Lee et al., 1997).

Diese Beobachtung impliziert, dass Aussagen zur Funktion der gB- Spaltung
nicht von einer Unterfamilie auf eine andere tbertragen werden kdnnen. Die
Frage nach der Notwendigkeit der Spaltung ist demnach auch im Falle des
HCMV mit den an anderen Herpesviren gewonnenen Ergebnissen nicht zu

beantworten.

3.5 Virusmutanten des Humanen Cytomegalievirus

3.5.1 Herstellung von Virusmutanten durch Insertionsmutagenese

Der experimentelle Ansatz, die Funktion eines viralen Genproduktes
aufzuklaren, besteht darin, das entsprechende Gen zu entfernen oder gezielt
zu mutagenisieren und den resultierenden Ph&notyp zu charakterisieren.

Bei Viren mit kleinen Genomen, wie z.B. dem Adenovirus (Berkner & Sharp,
1983, Ghosh-Choudhury et al., 1986) oder dem Ebolavirus (Volchkov et al.,

2001) ist es moglich, das Gesamtgenom in Form von cDNA in ein einziges
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Plasmid zu inserieren und darin durch molekularbiologische
Standardverfahren gezielt zu mutagenisieren.

Bei HCMV mit einer Genomgrosse von etwa 230 kbp ist der klassische Weg
der Mutantenherstellung hingegen die gezielte Insertionsmutagenese. Bei
dieser Methode wird ein Selektionsmarker- Gen auf einem Plasmid zu beiden
Seiten mit flankierenden homologen Regionen versehen. Diese
flankierenden Regionen sind identisch mit den DNA- Abschnitten, die das zu
deletierende Gen auch auf der viralen DNA flankieren. Dieses Plasmid wird
zusammen mit viraler DNA entweder durch Cotransfektion mit gereinigter
Virus- DNA oder durch Transfektion und anschliessende Uberinfektion in die
Wirtszelle eingebracht. Durch homologe Rekombination dber die
flankierenden Bereiche kann das zu untersuchende Gen durch den
Selektionsmarker ersetzt werden (Strive, 1997). Auf diese Weise sind einige
Mutanten des HCMV hergestellt worden (Jones & Muzithras, 1992, Jones et
al., 1991, Patterson & Shenk, 1999, Spaete & Mocarski, 1987). Der Nachteil
dieser Methode ist das gleichzeitige Entstehen von Wildtypvirus aus viraler
DNA, welche nicht rekombiniert hat. Daher muss eine aufwendige
Plaquereinigung angeschlossen werden, um die Mutante von Wildtypvirus zu
trennen, wobei haufig das zusatzliche Problem eines Wachstumsnachteils
der Mutante Uberwunden werden muss. Mit dieser Methode kdnnen
grundsatzlich nur Virusmutanten hergestellt werden, deren Mutation

nichtessentiell fur die Virusvermehrung ist.

3.5.2 Bacterial Artificial Chromosomes (BACS)

Einen entscheidenden Fortschritt im Hinblick auf die Mutantenherstellung bei
Herpesviren erzielten 1997 M. Messerle und Mitarbeiter (Messerle et al.,
1997), indem es ihnen gelang, das gesamte Genom des murinen
Cytomegalievirus (MCMV) als zirkulares kinstliches Bakterienchromosom
(Bacterial Artificial Chromosome, BAC) in Bakterien zu propagieren. BACs
sind Derivate von F- Plasmiden (fertility- Plasmide), die in E. coli die
Konjugation steuern. BACs werden unter anderem als Vektoren zur
Herstellung von grossen eukaryontischen Genbanken verwendet (Shizuya et
al., 1992). Grosse Fremd- DNA Stlicke bleiben in den BACs lange Zeit stabil,

da sie als Plasmide mit geringer Kopienzahl in Bakterien vermehrt werden,
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welche ihre Fahigkeit zur Rekombination verloren haben (Borst et al., 1999,
Shizuya et al., 1992).

Um die virale DNA in die F- Plasmide einzubringen, wurde zun&chst ein
Schritt der klassischen Insertionsmutagenese (3.5.1) vorgeschaltet:

Der fur die Replikation in Bakterien notwendige F- Anteil des Plasmids wurde
mit flankierenden DNA- Abschnitten versehen, die homolog zu einem Bereich
der viralen DNA waren. Die Integration des F- Plasmid- Anteils durch
homologe Rekombination in das Virusgenom erfolgte nach Cotransfektion
des Plasmides mit gereinigter Virus- DNA in eukaryontische Zellen.

Die in reifen Herpesviren lineare doppelstrangige Virus- DNA wird nach dem
rollig- circle- Mechanismus repliziert (Pfuller & Hammerschmidt, 1996) und
muss daher zur Replikation in den eukaryontischen Zellen zirkularisiert
werden. Diese Zirkularisierung ermoglichte die Extraktion von ringférmig
geschlossener Virus- DNA mit F- Plasmidanteilen (Hirt, 1967), die nach
Transformation in E. coli repliziert werden konnte.

Auf diese Weise sind mittlerweile zahlreiche BACs mit den Genomen
verschiedener Herpesviren hergestellt worden (Adler et al., 2000, Delecluse
et al., 1998, Messerle et al., 1997, Saeki et al., 1998, Schumacher et al.,
2000, Smith & Enquist, 1999), unter anderem auch ein HCMV- BAC (Borst et
al., 1999). Durch die gut etablierten Mutagenesemethoden in Bakterien
(Borst et al., 2001, Messerle et al., 1997, Muyrers et al., 1999) kann im BAC-
System jede beliebige Mutation in das herpesvirale Genom eingebracht
werden.

Die mutagenisierten Virus- BACs konnen in grossen Mengen aus den
Bakterien prapariert und in eukaryontische Zellen transfiziert werden. Durch
die klonale Selektion in Bakterien entfallt die Kontamination mit Wildtypvirus-
DNA, weshalb sogar eine Anziuchtung von stark attenuierten Virusmutanten
maoglich ist.

Virusmutanten, deren Mutation zu einem letalen Phanptyp fihrt, kénnen
jedoch nur gewonnen werden, wenn ihr Defekt durch Komplementation des
fehlenden Genproduktes in trans in einem entsprechenden Wirtszellsystem

kompensiert wird.
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3.5.3 Komplementierende Zellsysteme

Das Fehlen derartiger komplementierender Zellsysteme ist das grosste
experimentelle Problem bei der Herstellung von Mutanten des humanen
Cytomegalievirus.

Mutationen in essentiellen Genen, zu denen auch das gB- Gen gehort
(Hobom et al., 2000), sind zwar experimentell mithilfe des BAC- Systems
herzustellen, die Auswirkungen der Mutationen auf das Virus kann allerdings
nur charakterisiert werden, wenn eine entsprechende Virusmutante in einem
ersten Schritt der Anreicherung phanotypisch komplementiert werden kann.
Eine solche Komplementation wird flir gewohnlich durch Zellklone erreicht,
welche das Gen fir das zu komplementierende Protein stabil ins eigene
Genom integriert hatten. Bei der Selektion stabil transfizierter Zellklone
mussen mehrere Zellteilungen durchlaufen werden, so dass nur Zellinien mit
unbegrenzter Wachstumsfahigkeit hierfir verwendet werden kénnen.

Im Gegensatz zu Herpesviren anderer Subfamilen zeigt das humane
Cytomegalievirus eine strikte Zelltypspezifitat in vitro. Eine effiziente
Vermehrung des Virus gelingt nur in primaren humanen Fibroblasten, die
jedoch nach einer begrenzten Anzahl von Passagen altern und sich daher
nicht zur Herstellung stabil transfizierter Zellklone eignen.

Humane Astrozytomzellen, immortalisierte Derivate eines Neuroglia- Tumors,
sind bedingt permissiv fur eine Infektion mit HCMV und lassen sich fur die
Herstellung stabiler Transfektanden verwenden (Reis et al., 1993). Die
Komplementation einer letalen Virusmutante nach Transfektion mit HCMV-
BACs konnte in diesem System bisher jedoch nicht erreicht werden (Pande
et al., 2000).

Ein anderer Ansatz zur Herstellung komplementierender Zellen ist die
Verwendung von Retro- Helferviren, die das Gen fur das zu
komplementierende Protein tragen und ihre genetische Information nach
Infektion in das Genom der Wirtszellen integrieren. Mithilfe solcher
Helferviren konnten Fibroblasten in einer frihen Passage zur homogenen
Expression des Glykoprotein B gebracht werden. Die Komplementation eines
HCMV- BACs mit einem Defekt in gB war jedoch auch in diesem System
nicht effizient moglich (Strive et al., 2000).
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Seit einiger Zeit ist eine permanente Fibroblastenzellinie beschrieben, in der
der Alterungsprozess durch Uberexpression des Enzyms Telomerase
verzogert ist (Bodnar et al.,, 1998, Bresnahan et al., 2000). In stabil
transfizierten Klonen dieser Zellen konnte eine stark attenuierte Virusmutante
des humanen Cytomegalievirus mit einem Defekt in dem Regulatorischen
Protein pp71 (ppUL82) erfolgreich komplementiert werden (Bresnahan et al.,
2000). Auch in diesem System konnte jedoch die Komplementation einer
letalen HCMV- gB- null- Mutante mit dem gB- Protein nach stabiler
Transduktion durch Retro- Helferviren nicht beobachtet werden.

Die homogene Expression eines Proteins in einem Zellsystem ist somit nicht
gleichbedeutend mit der Eignung fur die Komplementation einer letalen
Virusmutante. Gerade im Fall der viralen Glykoproteine ist vermutlich die
komplex regulierte Expression und Interaktion mit andern viralen
Komponenten entscheidend fur ihren korrekten Transport und ihre
Bioverfugbarkeit.

Wegen des Fehlens eines funktionellen komplementierenden Systems war
eine detaillierte Analyse essentieller viraler Genprodukte des humanen
Cytomegalievirus daher bislang nicht mdglich.
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4. Zielsetzung der Arbeit

Das Glykoprotein B des humanen Cytomegalievirus ist als multifunktionelles
Protein fur eine Vielzahl von Prozessen wéahrend des viralen Infektionszyklus
essentiell. Es spielt eine Rolle bei der initialen Interaktion mit der Wirtszelle,
der virusinduzierten Zellfusion und der Ausbreitung der Viren von Zelle zu
Zelle. Genaue Vorstellungen zur funktionellen Struktur des Proteins liegen
bisher nicht vor.

Fiur die Charakterisierung der Funktionen des gB- Proteins sollten mittels
BAC- Mutagenese Virusmutanten hergestellt und ihr Phanotyp analysiert

werden.

Wegen des Fehlens komplementierender Zellsysteme ist es derzeit nicht
maoglich, phanotypisch  komplementierte Mutanten des humanen
Cytomegalievirus zu generieren, in denen essentielle Gene komplett deletiert
sind. Es kénnen daher nur solche Mutationen in das gB- Gen eingefiihrt
werden, deren Effekt nicht letal ist, sondern nur zu einer Attenuierung des

Virus fuhrt.

Ziel der Arbeit war es, eine Methode zu entwickeln, mit der sich definierte
Domanen des Molekiils als essentiell oder nichtessentiell fur die

Virusreplikation einordnen lassen.

Die Aussagen dieses Assays hinsichtlich der Auswirkung der Mutationen in
gB sollten weiterhin exemplarisch durch die Herstellung von Virusmutanten
durch  BAC- Mutagenese bestatigt werden. Die hergestellten
wachstumsfahigen Virusmutanten mit veranderten funktionellen Domanen in

gB sollten dartiber hinaus biologisch charakterisiert werden.
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5. Material

5.1 Geréate

ABI PRISM 377 DNA Sequencer
Biofuge 13

Biofuge pico

Digitale Kameraausriistung Spot
Diagnostic instruments
Fluoreszenz-Mikroskop Axioplan
GeneAmp PCR System 2400
GenePulser I

Labovert Mikroskop

Minifuge T

Minigelkammer, horizontal
Photomikroskop Axiophot

Photometer GeneQuant Il RNA/DNA

Calculator
Photospektrometer DU40
Quarzkuvette, 10mm
Ultraschallgerat Sonifier°B15
Ultrazentrifuge L7-55/L8-55M
Ultrazentrifuge TL-100
Zentrifuge J2-21

Zentrifuge Rotina 48R

5.2 Verbrauchsmaterialien

Elektroporationskuiivetten
Kuvetten

Nitrozellulose- Membran, 0,2 um
Parafilm

Applied Biosystems, Weiterstadt
Heraeus Sepatech, Hanau

Heraeus, Hanau

Michigan, USA

Zeiss, Oberkochen

Applied Biosystems, Weiterstadt
Biorad, Minchen

Leitz, Wetzlar

Heraeus, Hanau

Biorad, Minchen

Zeiss, Oberkochen

Pharmacia, Freiburg
Beckman, Glennrothes
Hellma, Millheim
Branson, Danbury, USA
Beckman, Frankfurt
Beckman, Frankfurt
Beckman, Frankfurt
Hettich, Tuttlingen

BioRad, Minchen

BioRad, Minchen
Schleicher & Schuell, Dassel
American Can Company,
Greenwich, USA



MATERIAL

25

Rontgenfilme BioMax
Reaktionsgefasse

Spritzen/ Kanilen
Sterilfilter

Zellkulturflaschen und —schalen

Zentrifugenrohrchen

5.3 Chemikalien und Biochemikalien

Accustain (Giemsa- stain, modified)
Aceton

Acrylamidldosung Gel 30

Agarose

Aprotinin (Trasylol?)
2-Amino-2-(hydromethyl)-propan-1,3-diol
(Tris)

Ammoniumchlorid
Ammoniumpersulfat (APS)

Borsaure

Bovines Serumalbumin (BSA)
Calciumchlorid Dihydrat

Chloroform

4-Chloro-1-naphtol

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid

Eastman Kodak, New York, USA

Eppendorf, Hamburg

Corning Inc., Corning, Canada
Becton Dickinson, Franklin
Lakes, USA

Greiner, Nurtingen

Braun, Melsungen

Schleicher & Schuell, Dassel
Greiner, Nurtingen

Costar, Cambridge, USA

Beckmann, Miinchen

Sigma, Deisenhofen

J. T. Baker/Holland

Roth, Karlsruhe

Life Technologies, Eggenstein
Bayer, Leverkusen

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
LKB, Bromma/Schweden
Merck, Darmstadt
Roche, Mannheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roche, Mannheim
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Glucose Sigma, Deisenhofen

Glycerin Roth, Karlsruhe

Glycin Roth, Karlsruhe

lodixanol (Optiprepda )

Isopropanol

Kaliumacetat

Kaliumchlorid
Kaliumhydrogenphosphat
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat Heptahydrat
Methanol

2-Mercaptoethanol

Natriumchlorid
di-Natriumhydrogenphosphat
N-[2-Ethansulfonsaure] (HEPES)
Nucleotide (ANTP)
Paraformaldehyd
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Rinderserumalbumin (BSA), Fraktion V

Sucrose

N,N,N",N -Tetramethylethylendiamin
(TEMED)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Riedel-de-Haen, Seelze
Merck-Schuchard, Hohenbrunn
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Perkin Elmer, Norwalk, USA
Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Alle nicht ndher bezeichneten Chemikalien stammen von den Firmen:

BioRad

Roche Molecular Biochemicals
Merck

Life Technologies
Riedel-de-Haen

Roth

Minchen
Mannheim
Darmstadt
Eggenstein
Seelze

Karlsruhe
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Serva
Sigma

5.4 Detergentien

Natriumdesoxycholat (DOC)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
IGEPAL CA-630 (NP40)
Triton X-100

Tween 20

5.5 Enzyme

Alkalische Phosphatase (calf intestine

alkaline phosphatase)
AmpliTag® DNA- Polymerase
Endoglykosidase H (EndoH)

Klenow Fragment

Restriktionsendonukleasen

RibonukleaseA (RNAseA)
Peptid- N- Glycosidase F(PNGaseF)

Pfu- Turbo- DNA- Polymerase

T4- DNA- Ligase
Trypsin/EDTA

5.6 Antibiotika

Ampicillin

Penicillin

Heidelberg
Deisenhofen

Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
ICN Biomedicals, Aurora, USA
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim

Perkin Elmer, Norwalk, USA
Applied Biosystems, Weiterstadt
Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim

New England Biolabs, Beverly,
USA

Serva, Heidelberg

New England Biolabs, Beverly,
USA

Stratagene, La Jolla, USA

MBI Fermentas, St. Leon- Rot
Life Technologies, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Life Technologies, Karlsruhe
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Streptomycin
Kanamycin

Chloramphenicol

5.7 Kits

Cytological Nuclear Counterstain Kit

Lipofectamine® 2000 Transfection Ragent
ABI PRISM BigDye Cycle Sequencing

Ready Reaction Kit

MBS Mammalian Transfection Kit
Nucleobond PC500 Kit

QIAgen Plasmid Maxi Kit
QIAprep Spin Plasmid Kit
QIAquick Gel Extraction Kit
QIAquick PCR Purification Kit
QIAamp Mini Kit

Quick ChangeO Site Directed
Mutagenesis Kit
SuperSignal® West Dura Extended

Duration Substrate

5.8 Kulturmediengrundstoffe

Bacto- Agar
Bacto- Hefe- Extrakt
Bacto- Trypton

Dulbecco’s Modified Eagles Medium

(DMEM)

Fotales Kalberserum (FCS)
L- Glutamin

Opti- Mem?|

Life Technologies, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg

Molecular Probes, Leiden,
Niederlande

Life Technologies, Karlsruhe

Applied Biosystems, Weiterstadt
Stratagene, La Jolla, USA
Macherey Nagel, Duren

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Stratagene, La Jolla, USA

Pierce, Rockford, USA

Difco, Detroit
Difco, Detroit
Difco, Detroit

Life Technologies, Karlsruhe
BioWhittaker, Verviers, Belgien
Life Technologies, Karlsruhe
Life Technologies, Karlsruhe
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Trypsin/EDTA- L6sung

5.9 Antikorper

Erstantikorper:

Anti-HCMV-gB® von der Maus,
mab27-156

Anti-HCMV-gB® von der Maus,
mab58-15

Anti-HCMV-gB® vom Menschen,
mabITC39

Anti-HCMV-gB® vom Menschen,
mabITC52

Anti-HCMV-pp65 von der Maus,
mabpp65

Anti-HCMV-IE-IgG von der Maus

Zweitantikorper:

Alexa Fluor "'488 Anti-Maus-IgG,
von der Ziege

Anti-Human-IgG von der Ziege, F(ab’)-
Fragmente, FITC- gekoppelt

Life Technologies, Karlsruhe

W. Britt, Universitat von
Alabama, Birmingham, USA

W. Britt, Universitat von
Alabama, Birmingham, USA

M. Ohlin, Universitat Lund,
Lund, Schweden

M. Ohlin, Universitat Lund,
Lund, Schweden

W. Britt, Universitat von
Alabama, Birmingham, USA

DuPont, Dreieich

Mo Bi Tec, Gottingen

Dianova, Hamburg
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Anti-Maus 1gG vom Kaninchen,

Peroxidase-gekoppelt

Anti-Human IgG vom Kaninchen,

Peroxidase- gekoppelt

Polyklonales, polyspezifisches humanes

Anti-HCMV-Serum

DAKO, Hamburg

DAKO, Hamburg

Prof. Dr. K. Radsak, Inst. fur
Virologie, Marburg

5.10 Medien zur Anzuchtung von Bakterien

LB- Medium
Bacto- Trypton
Bacto- Hefeextrakt
NacCl

MgSO;4 (7H20)

a. bidest

LB- Agar

Bacto- Trypton
Bacto- Hefeextrakt
NacCl

MgSO;4 (7H20)
Bacto- Agar

a. bidest

SOC- Medium (pH7,0)
Bacto- Trypton

Bacto- Hefeextrakt
NacCl

KCL

MgCl,

MgSO4

Glucose

0,5% (w/v)
1,0 % (w/v)
1,0% (w/v)
0,25% (w/v)

0,5% (w/v)
1,0 % (w/v)
1,0% (w/v)
0,25% (w/v)
1,5% (w/v)

3,0% (w/v)
0,5% (w/v)
10 mM

3 mM

20 mM

20 mM

20 mM
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a. bidest

Das SOC- Medium wurde sterilfiltriert.

TB- Medium

Bacto- Trypton

Bacto- Hefeextrakt

Glycerin

KH2PO,4

KoHPO,4

Die Komponenten des Phosphatpuffers
wurden separat autoklaviert und spéater

zugegeben.

5.11 Puffer

PBS- Puffer (pH 7,4)
di-Natriumhydrogenphosphat
Kaliumhydrogenphosphat
Natriumchlorid

a. bidest

TBE-Puffer (10x)
Tris

Borsaure

EDTA

a. bidest

TAE- Puffer (50x)
Tris

EDTA

Eisessig

a. bidest

1,2% (w/v)
2,4% (wiv)
0,4% (vIv)
17 mM
72 mM

19,0 mM
2,2 mM
0,2 mM

900 mM
900 mM
10 mM

2000 mM
50 mM
5,71% (viv)mM
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5.12 Zellen

5.12.1 Primare humane Lungenfibroblasten (MRC5)

Die primaren humanen Lungenfibroblasten MRC5 (CCL-171, American Type
Culture Collection (ATCC)) wurden von der Firma BioWhittaker, Verviers,
Belgien, bezogen und zwischen der 18. und 26. Passage verwendet.

5.12.2 Primére humane Hautfibroblasten (HF)

OP- Praparate humaner Vorhaute wurden aus der Praxis von Dr. A. v. Keitz
in Marburg erhalten und in Kultur gebracht. Fir die Versuche wurden HF
zwischen der 5. und der 20. Passage verwendet.

5.12.3 Cos7- Zellen

Cos7- Zellen wurden aus CV1- Zellen (Nierenepithelkarzinom- Zellen der
afrikanischen griinen Meerkatze) durch Transformation mit dem SV40- T-
Antigen gewonnen. Sie wurden von der American Type Culture Collection

bezogen.

5.13 Virusstamme

Das Virus RVHB5 basiert auf dem Laborstamm HCMV- AD169 (Gupta et al.,
1977). Es wurde nach Transfektion in humane Fibroblasten aus dem BAC-
Plasmid pHB5 generiert (Borst et al., 1999) (Tab. 5), welches die HCMV-
AD169- DNA in zirkularer Form tragt.
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5.14 Bakterienstamme

Tabelle 2: Bakterienstamme

Stamm Kurzbeschreibung Referenz

E. coli XL1blue | supE44 hsdR17 recAl endAl gyrA46 thi relAl lac™ | (Bullock et al., 1987)
F[proAB* lacl® lacZDM15 Tn10(tet)]

E. coli DH10B |F mcrA D(mrr-hsdRMS-mcrBC) f 80dlacZDM15 (Lorow & Jessee,
DlacX74 endAl recAl deoR D(ara, leu) 7697 1990)
araD139 galU galK nupG rpsL | -

E.coli JC8679 | F supE44 lacY1 galK2 ara-14 xyl-5 mtl-1 thr-1 leuB6 | (Gillen et al., 1981)
proA2 his-4 argE3 his-328 recB21 recC22 shcA23
rpsL31 phi-1 tsx-33 | -

5.15 Plasmide, Cosmide und BACs

Tabelle 3: Plasmide, Cosmide und BACs

Name Kurzbeschreibung Referenz

pRC/CMVgB HCMV-IE Promotor/Enhancer, Amp', (Reis et al., 1993)
Neo', pA, HCMVgB (UL55)

pRC/CMVgBP HCMV-IE Promotor/Enhancer, Amp', Diese Arbeit
Neo", pA, HCMVgB (UL55), gB-Promotor

pRC/CMVgB(Dell) HCMV-IE Promotor/Enhancer, Amp', (Bold et al., 1996)
Neo', pA, HCMVgB (UL55)Daa 773-810

pRC/CMVgB(Del2) HCMV-IE Promotor/Enhancer, Amp', (Bold et al., 1996)
Neo', pA, HCMVgB (UL55)Daa 811-855

pRC/CMVgB(Del3) HCMV-IE Promotor/Enhancer, Amp', (Bold et al., 1996)
Neo', pA, HCMVgB (UL55)Daa 856-906

pRC/CMVgB(Del4) HCMV-IE Promotor/Enhancer, Amp', (Bold et al., 1996)
Neo', pA, HCMVgB (UL55)Daa 856-906

pRC/CMVgB(Del5) HCMV-IE Promotor/Enhancer, Amp', (Bold et al., 1996)
Neo', pA, HCMVgB (UL55)Daa 780-825

pRC/CMVgB(Mhdl) HCMV-IE Promotor/Enhancer, Amp', (Reschke et al., 1995)

Neo’, pA, HCMVgB (UL55)Daa 714-747

pRC/CMVgB(Mhdil)

HCMV-IE Promotor/Enhancer, Amp',
Neo', pA, HCMVgB (UL55)Daa 751-771

(Reschke et al., 1995)

pRC/CMVgB(sINM)

HCMV-IE Promotor/Enhancer, Amp',
Neo', pA, HCMVgB (UL55) 885D-A,

(Meyer & Radsak, 2000)
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886R-A, 889H-E, 890R-E
pRC/CMVgBDFur HCMV-IE Promotor/Enhancer, Amp', Diese Arbeit
Neo', pA, HCMVgB (UL55) 456R-A,
459R-A
pRC/CMVSigDelgB | HCMV-IE Promotor/Enhancer, Amp', Diese Arbeit
Neo', pA, HCMVgB (UL55) Daa 1-24
bac2_3frt Amp', Kan", 2FRT, pA, HCMVgB (UL55) | Diese Arbeit
partiell, gB-Promotor
pIREShyg HCMV-IE Promotor/Enhancer, Amp', Clontech, Palo Alto, USA
Hyg', pA, IRES
pEGFP Amp', Hyg", pA, IRES, EGFP Clontech, Palo Alto, USA
pBR322 Amp', Tet' Invitrogen, Leek,
Netherlands
pUC18 Amp' Invitrogen, Leek,
Netherlands
pUC1854H56 Amp', UL54, UL56, pA, Hygd' (Strive, 1997)
pUC18ABDFur-tet Amp', UL54, PgB, gBDFur, Tet' Diese Arbeit
pUC18ABsINM-tet Amp', UL54, PgB, gBsINM, Tet' Diese Arbeit
pUC18ABDMhdI-tet | Amp', UL54, PgB, gBDMhdl, Tet' Diese Arbeit
pCP15 Amp', 2FRT, Kan' (Cherepanov &

Wackernagel, 1995)

pCP20 Amp', Cam', FLP", | cI857%, 1 pgr, Rep® | (Cherepanov &
Wackernagel, 1995)
pST76K_SR Kan", Rep®, RecA’, SacB” (Posfai et al., 1997)
pST76K_SRDFur Kan', Rep®, RecA", SacB*, gBDFur Diese Arbeit
pST76K_SRsINM Kan', Rep®, RecA’, SacB”, gBsINM Diese Arbeit
pST76K_SRDMhdI Kan', Rep®, RecA", SacB*, gBDMhdl Diese Arbeit

T

pACYC177 Kan (Chang & Cohen, 1978)
pCDNA3/pp71 HCMV-IE Promotor/Enhancer, Amp', (Baldick et al., 1997)
BGHpA, HCMVpp71 (UL82), SV40
Promotor, Neo', SV40pA
pCM1029 Amp', Tet' , HCMV nt65450-108606, (Fleckenstein et al.,
| Cos 1982)
pHB5 Cam" HCMV nt 1-193360; nt 197398- (Borst et al., 1999)

229354
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5.16 Oligonukleotide

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Life Technologies
bezogen.

Tabelle 4: Oligonukleotide.

Die Genomposition bezieht sich auf die publizierte vollstindige Sequenz des Humanen
Cytomegalievirus Stamm AD169 (Chee et al., 1990). * bezeichnet die Position auf dem Plasmid
pIREShyg, ** die Position auf pEGFP und *** die Position auf den Vektor pRC/CMV. Kursive
Buchstaben bezeichnen Nukleotidsequenzen, die nicht komplementar zum Genom des AD169 sind.
Schnittstellen fur Restriktionsendonukleasen sind unterstrichen.

Oligonukleotid Sequenz Genomposition

bac2 5¢ 5¢ GACTGAATTCCCTGTGTATCGTCTGTCTGGGTG | 83428-83454
CTGC-3¢

bac2 3¢ 5¢CTACCTCGAGTTCGAAGACGGACACGTTTCC-3¢ |82227-82247

gB-(FurA) 5¢CAGTCTGAATATCACTCATGCGACCCGGGCAAG | 82104-82146
TACGAGTGAC-3¢

gB-(Fur)B 5¢GTCACTCGTACTTGCCCGGGTCGCATGAGTGAT |82104-82146
ATTCAGACTG-3¢

gB-L.for 5¢GCGTACGTGATGAGGCTATAAATAAGTTACAGCA |82260-82321
GATTTTCAATACTTCATACAATCAAACACTACAAGG
ACGACGACGACAAGTAA-3¢

gB-L.rev 5¢GTCTGACCGTCGAACATGACACCTCGCGGCACG |80468-80529
ATCTGCAAAAACTGTTTCTGTGGCGGCCGTGACAC
AGGCACACTTAACGGCTGA -3¢

HomB Xbal 5¢CAATCTAGACGCGCACCGAAGCACGCACAAAG | 78317-78347
C-3¢

kontr.54V/2 5¢GCAGTATCTCCACCGTCGACAGCATGATCG-3¢ 81577-81548

kontr.pla/2 5¢6CCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGC-3¢ 3598-3627*

LinkerC 5¢AGCTAGGCCTCGCGAGTCATATGTCGCGGCCG | Synthetischer
CTCTAGAGCTAGCAGGCCT-3¢ Linker

LinkerD 5GAATTAGGCCTGCTAGCTCTAGAGCGGCCGCGA | Synthetischer
CATATGACTCGCGAGGCCT-3¢ Linker
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PgBA 56GGTCTACAAGCGCAACATCGTGG-3¢ 83112-83090
PYBBR 56GGTGTAGATGTAAGCGTAGCTACG-3¢ 83019-83042
pgBC 56CCCGAACTACACCATCGTTTCCG-3¢ 82593-82571
pgBD 56GTCCAGCATGGAATCGGTGCAC-3¢ 82086-82065
pPgBE 56CGCATGATTGACCTCAGCAGTATCTC-3¢ 81593-81568
pPgBF 56CCACCGTGACGTCGGGCAGCACC-3¢ 81109-81087
PYBFR 56TGCTGACCCAGTAGCGGGAGG-3¢ 84161-84181
PYBGR 56CGTGAGAATCACATCTCTGTCCGG-3¢ 83808-83826
pgB/L 56CGACTTTGATGATGGCCAGCAACA-3¢ 84670-84693
PYB/R 5¢6ATTAGGATCCAGGTTAACGCAGACTACCAGG-3¢ | 83451-83472
ResFur2 56 TCAGACGTTCTCTTCTTCGTCGGAGTCTTTCAAG | 80772-80807
TG-3¢
ResFur3 5¢CACTTGAAAGACTCCGACGAAGAAGAGAACGTC | 80807-80772
TGA-3¢

RevSigDelgB | 5¢CTGGACAAATGAGTTGTATTATTGTCACTC-3¢ 82081-82110
RLA 5¢ATGAAGATCTTGAGGC-3¢ 81637-81652
seq 500 5¢GATTGACATCGATGAGC-3¢ 84351-84367
seq-gB-15 5¢CCTATCGCGTGTGTTCTATG-3¢ 83224-83205
seq-gB-16 5¢GCGCCACGATGTTGCGCTTG -3¢ 83087-83106
seq-PgB-3¢ 5¢CCAAGCCCTCCACCCTGAC-3¢ 83672-83654
Seq-GFP-rev 56CGGTGGTGCAGATGAACTTC-3¢ 423-442%
SeqlRES 56 TGCTGCTGCCCGACAACC-3¢ 869-885**
selec54V/2 5¢CCAGTCGTAACGATTCACGGAGCACCAGC-3¢ 79843-79871
selec56V 5¢CTGCGACGAACACGAGGCTCTCGAC-3¢ 84532-84508
SigDelgB 5¢TCTTCTAGTACTTCCCATGCAACTTCTTCT-3¢ 83420-83391
SigDelgB1T 5¢CACTATAGGGAGACCCAAGCTTGGTACCG-3¢ 874-902*+*
SigDelgB2T 5¢6GTACTAGAAGACATGTTCGTCGCGGGCCAAATC | 83410-83420

CAG-3¢

83490-83514




MATERIAL

37

SigDelgB3T

S¢CGACGAACATGTCTTCTAGTACTTCCCATGCAAC

TTCTTCTACTCAC-3¢

83386-83420

83490-83500

SigDelgB4T

S¢GAGTGATATTCAGACTGGATCGATTGGCC-3¢

82130-82158
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6. Methoden

6.1 Molekularbiologische Methoden

Soweit nicht anders angegeben, entsprechen die in der Arbeit angewendeten
molekularbiologischen Methoden den Standardverfahren nach Sambrook et
al. (1989).

6.1.1 Isolierung von Plasmid- DNA

Fur die Isolierung von bis zu 20 pug Plasmid- DNA aus Bakterien wurde das
,QIAprep Spin Kit* der Firma Qiagen entsprechend den Angaben des
Herstellers verwendet.

Fur die Isolierung grosser Mengen Plasmid- DNA wurde das ,QIAFilter
Plasmid Maxi Kit“ nach den Angaben des Protokolls eingesetzt.

6.1.2 Isolierung von BAC- DNA

Fir die Praparation kleiner Mengen BAC- DNA (bis 5 pg) wurde die Methode
der alkalischen Lyse nach Sambrook et al. (1989) leicht modifiziert. Es
wurden 9 ml einer Ubernachtkultur 5 Minuten bei 3500 rpm sedimentiert
(Rotina 48R) und der Uberstand abgeschiittet. Das Bakterienpellet wurde in
200 pl Lsg 1 resuspendiert und in ein 2 ml Eppendorfreaktionsgefass
Uberfuhrt. Zur Lyse der Zellen wurden 300 pl Lsg 2 zugegeben. Der Ansatz
wurde zehnmal vorsichtig invertiert und fur 5 min bei RT inkubiert. Das
Abstoppen der Lyse erfolgte durch Zugabe von 300 pl Lsg 3, zehnmaligem
Invertieren und anschliessender Inkubation fir 10 Minuten bei 4°C. Die
denaturierten Proteine und die daran assoziierte genomische DNA wurde
durch Zentrifugation fir 5 Minuten bei 13000 rpm abgetrennt (MinifugeT) und
der geklarte Uberstand in einem neuen Reaktionsgefass durch Zugabe von
600 pl Isopropanol geféllt. Die prazipitierte DNA wurde durch erneute
Zentrifugation bei 13000 rpm fir 20 min sedimentiert, mit 1 ml 70% Ethanol
gewaschen, kurz getrocknet und mit 200 pl TE- Puffer (20 pg/ml RnaseA)

aufgenommen.
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Lsg 1 (pH 8,0)

Glucose 50 mM
EDTA 10 mM
Tris/ HCL 25 mM
RNAseA 20 pg/ml

Lsg 2 (pH 12,5 - 13,5):

NaOH 0,2M
SDS 1% w/v
Lsg 3:

Kaliumacetat 3M

Fur die Isolierung grosser Mengen BAC- DNA wurde das ,Nucleobond
PC500 Kit“ der Firma Macherey/Nagel verwendet. Die Praparation wurde
entsprechend dem vom Hersteller angegebenen Protokoll fir die Isolation
von Cosmiden/ Low Copy Plasmiden durchgefiihrt.

6.1.3 Quantifizierung von Nukleinsauren

Die Konzentration von DNA in wassriger Losung wurde in einer Quarzkivette
gegen einen Blindwert von a. bidest photometrisch bestimmt. Dazu wurde ein
,Gene Quant I RNA/DNA Calculator” der Firma Pharmacia verwendet. Einer
DE2sonm VON 1 entsprechen dabei ndherungsweise Konzentrationen von 50
pg/ml far doppelstrangige DNA, 40 pg/ml fur einzelstrangige DNA und 20
pHg/ml Oligonukleotide (Sambrook, 1989).

6.1.4 Restriktion von Nukleinsauren

Zur analytischen Restriktion von DNA wurden 0,2 — 1 pg Plasmid- DNA bzw.
1- 2 pg BAC- DNA eingesetzt. Praparative Restriktionen aus Plasmiden
wurden mit 5- 20 pg DNA durchgefiihrt. Es wurden Endonukleasen und
Pufferlésungen der Firma New England Biolabs den Angaben des Herstellers
entsprechend verwendet.
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6.1.5 Agarosegelelektrophorese

Die Auftrennung von geschnittener Plasmid- DNA zur Analyse oder zur
Gewinnung definierter Fragmente erfolgte in 1%igen Agarosegelen in 1 x
TAE- Puffer. Fir die Elektrophorese wurde eine horizontale Gelkammer
verwendet und eine Spannung von 8V/cm Gellange angelegt.

Die Auftrennung von BAC- DNA nach analytischer Restriktion erfolgte in
0,8%igen Agarosegelen in 0,5 x TBE- Puffer. Die angelegte Spannung
betrug hier 4 V/cm Gellange.

Alle DNA- Proben wurden vor dem Auftragen auf das Gel mit 6 x DNA-
Probenpuffer versetzt. Die Agarosegele enthielten eine Endkonzentration von
0,2 pg /ml Ethidiumbromid. Zur photographischen Dokumentation wurde eine
Polaroid Photoausristung der Firma Kodak verwendet.

TBE- Puffer siehe 5.11 Puffer
TAE- Puffer siehe 5.11 Puffer

6 x DNA- Probenpuffer

Glycerin 30,00% wiv
Bromphenolblau 0,25% w/v
Xylenxyanol 0,25% w/v
a. bidest

6.1.6 Elution von DNA aus Agarosegelen

Zur Elution definierter DNA Fragmente aus Agarosegelen nach praparativer
Restriktion wurde das ,QIAquick Gel Extraction Kit* der Firma Qiagen
gemass den Angaben des Herstellers verwendet.

6.1.7 Dephosphorylierung linearer DNA- Fragmente

Zur Entfernung der 5¢ Phosphatgruppen linearer DNA- Fragmente wurde die
,calf intestine alkaline phosphatase“ sowie die dazugehdrige Pufferlésung
der Firma Roche Molecular Biochemicals entsprechend den Angaben des

Herstellers verwendet.
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6.1.8 Aufflllreaktion Uberhéangender 5¢ Enden

Fur die Auffillreaktion Uberhdngender 5¢ Enden linearisierter DNA wurde
das Klenow- Fragment der DNA- Polymerase | (Roche Molecular
Biochemicals) verwendet, welches noch seine 5¢> 3¢ Polymerase- und 3¢>
5¢ Exonuklease-, nicht aber die 5¢->3¢ Exonukleaseaktivitat besitzt. Die

Reaktion wurde nach den Angaben des Herstellers durchgefihrt.

6.1.9 Ligation von DNA- Fragmenten

Die Ligation linearisierter Vektor- und Insert- DNA erfolgte mittels der T4-
DNA- Ligase, welche unter ATP- Verbrauch 3¢ OH mit 5¢ Phosphat- Enden
verbindet. Die linearisierte Vektor- DNA wurde in einem molaren Verhaltnis
von ca. 1:10 zur Insert- DNA eingesetzt. Verwendet wurde die T4- DNA-
Ligase der Firma MBI Fermentas und der mitgelieferte ATP- haltige Puffer.

Die Inkubationszeiten bei 16°C variierten zwischen 2 und 24 Stunden.

6.1.10 Herstellung elektrokompetenter E. coli

Zur Herstellung elektrokompetenter Bakterien wurden 100 ml TB- Medium 1:
400 mit einer frischen UN- Kultur beimpft und fiir 5 — 6 Stunden bis zu einer
ODsgs von 2 auf einem Schiuttler bei 37°C und 200 rpm inkubiert. Die
Verwendung von TB- Medium ermoglicht eine Kultivierung der Bakterien bis
zu dieser hohen Zelldichte, ohne dass sie ihre Fahigkeit verlieren, Fremd-
DNA aufzunehmen (Mdlhardt, 2000). Die Bakterien wurden auf 4°C
abgekuhlt und durch Zentrifugation fur 10 Minuten bei 5000 rpm sedimentiert
(Rotina48R). Das Bakterienpellet wurde 5 mal mit 50 ml eiskaltem a. bidest
gewaschen und in 2 ml a.bidest mit 10% Glycerin (w/v) resuspendiert. Die
Bakterien wurden entweder direkt fur die Elektroporation verwendet oder als
100 pl Aliquots in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei-80°C gelagert.

TB- Medium siehe 5.10 Medien
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6.1.11 Transformation elektrokompetenter Bakterien.

50 pl der elektrokompetenten Bakterien wurden mit 1 pl Ligationsansatz,
Plasmid- oder BAC- DNA vermischt und in eine Elektroporationskivette
(Biorad) mit einem Elektrodenabstand von 2 mm geflllt. Ein Puls mit einer
Spannung von 2,5 kV, einer Kapazitat von 25 pF und einem elektrischen
Widerstand von 400 W (Gene Pulser, Biorad) ermoglichte die Aufnahme der
DNA, wobei die Zeitkonstanten zwischen 8 und 9 lagen. Die Bakterien
wurden mit 950 pl SOC- Medium versetzt, in ein Eppendorfreaktionsgefass
Uberfuhrt, fur 60 Minuten bei 37°C inkubiert und anschliessend auf LB-

Agarplatten ausgestrichen.

SOC- Medium (pH 7,0) siehe 5.10 Medien

LB- Agar siehe 5.10 Medien

6.1.12 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR wurde entweder fur den qualitativen Nachweis eines gesuchten
DNA- Abschnittes, zur Produktion von Fragmenten fur Subklonierungen oder
zur gerichteten Mutagenese verwendet (6.1.14, 6.1.15).

Die Reaktionen wurden in 200 pl- Reaktionsgefassen in einem ,GeneAmp
PCR System 2400“ (Applied Biosystems), durchgefihrt.

Zunachst wurde die DNA- Matritze je nach Grosse zwischen 30 Sekunden
und 3 Minuten vollstdndig denaturiert. Danach folgte der Reaktionszyklus,
der 30 bis 40 mal wiederholt wurde: Im ersten Schritt wurde die DNA erneut
denaturiert, im zweiten folgte die Hybridisierung der Oligonukleotide fur 20
bis 30 Sekunden. Die Temperatur fir die Anlagerung der Oligonukleotide
richtete sich nach ihren jeweiligen Schmelztemperaturen, die nach folgender
Formel berechnet wurden: Ty (°C) = 81,5 + 0,41 x (% GC- Gehalt) — 600/N +
16,6 x log M, wobei N fur die Anzahl der bindenden Nukleotide des
Oligonukleotids steht und log M der dekadische Logarithmus der Molaritat
der Na*- und K'- Konzentration ist (Sambrook et al., 1989). Die Dauer des

folgenden Amplifikationsschrittes bei 72°C richtete sich nach der Grdsse des
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erwarteten Fragments und wurde mit 1 Minute/1000 bp kalkuliert. Eine
abschliessende Inkubation bei 72°C fur 7 Minuten diente der
Vervollstandigung der Amplifikate.

Die Reaktionsansétze enthielten je 200uM dATP, dCTP, dGTP und dTTP
(Applied Biosystems), 10 bis 50 pmol Oligonukleotide, 20 — 200 ng DNA-
Matritze und 2,5 bis 5 Einheiten DNA- Polymerase, bei einem
Gesamtvolumen von 50 pl.

Es wurden Reaktionspuffer und AmpliTag- DNA- Polymerase der Firma
Applied Biosystems verwendet.

6.1.13 Reinigung von PCR- Produkten

Fur die Entfernung von Salzen und Oligonukleotiden aus der
abgeschlossenen PCR- Reaktion sowie fur die Entsalzung von
Restriktionsverdaus wurde das ,QIAQuick PCR Purification Kit*

entsprechend den Angaben des Herstellers verwendet.

6.1.14 Ortsgerichtete in vitro Mutagenese von Plasmiden

Fur das Einbringen von Punktmutationen in Plasmide wurde das
,QuickChange site directed mutagenesis Kit“ der Firma Stratagene
entsprechend den Angaben des Herstellers verwendet. Die dazu
notwendigen zwei Oligonukleotide werden so konstruiert, dass sie die
gewunschten Substitutionen tragen und komplementar zueinander sind. Um
die Uberpriifung der Plasmide nach der Mutagenese zu erleichtern, wurden
durch die Substitutionen neue Schnittstellen fur Restriktionsendonukleasen
eingefuhrt. Wahrend der Mutagenesereaktion, die in einem ,GeneAmp PCR
System 2400 (Applied Biosystems) durchgefiihrt wurde, wurde zunachst das
zu mutagenisierende Plasmid durch Hitze denaturiert. In einem zweiten
Schritt konnten die Oligonukleotide and ihre jeweils komplementéaren
Einzelstrange binden. Daraufhin erfolgte die Zweitstrangsynthese durch Pfu-
Turbo- DNA- Polymerase. Dieser Vorgang wurde 18 mal wiederholt. Die
urspringliche DNA- Matritze wurde durch Behandlung mit der
Restriktionsendonuklease Dpnl entfernt. Dpnl schneidet doppelstrangige
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DNA an der Basensequenz GATC, wenn das Adenosin eine Methylgruppe
tragt. Da nur Bakterien, sofern sie lhre Methylaseaktivitat noch besitzen in
der Lage sind, DNA zu methylieren, bleibt nach Dpnl- Restriktion nur die in
vitro synthetisierte, unmodifizierte DNA (brig, welche die eingefiihrten
Mutationen tragt. Diese wurde in Bakterien transformiert (6.1.11), die
Plasmid- DNA aus den Bakterienklonen extrahiert (6.1.1) und analysiert
(6.1.4).

6.1.15 Mutagenese durch rekombinante PCR

Die Mutagenese durch rekombinante PCR wurde zur gezielten Deletion von
DNA- Abschnitten verwendet. Bei dieser Methode werden in zwei
unabhangigen PCR- Reaktionen zunachst die Abschnitte amplifiziert, welche
die zu deletierende Region flankieren (Abb. 5, PCR a und b). Die an den zu
deletierenden Bereich angrenzenden Oligonukleotide 2 und 3 tragen hierbei
jeweils einen Abschnitt von ca. 10 Uberhangenden Basenpaaren am 5'-
Ende, die erst wieder zur DNA jenseits der Deletion homolog sind. Da jeder
dieser Primer aber auch 20 bp enthalt, die diesseits der Deletion binden,
kann man mit der Wahl der geeigneten Temperaturen eine zu diesem
Zeitpunkt noch nicht gewiinschte Hybridisierung der Gberhdngenden Enden
an ihre komplemetaren Bereiche verhindern. Die jeweiligen Gegenprimer 1
und 4 werden so positioniert, dass sie einen Bereich der DNA mit
einschliessen, in dem sich eine singuldre Schnittstelle des zu
mutagenisierenden Gens befindet.

Die ursprungliche DNA- Matritze wird durch Dpnl- Behandlung entfernt (siehe
6.1. 14).

In einer dritten PCR werden die Dpnl behandelten Amplifikate aus PCR a
und b als Matritze eingesetzt (Abb. 5, PCR c). Durch die in den Reaktionen a
und b eingebrachten Uberhange, die komplementar zueinander sind, kommt
es zu einer Hybridisierung der Amplifikate aneinander, beide kénnen jetzt mit
den Oligonukleotiden 1 und 4 amplifiziert werden. Mittels Restriktion an den
singularen Schnittstellen kann nun der urspringliche Bereich aus dem
Plasmid entfernt und durch den amplifizierten Bereich mit der gewiinschten
Deletion in einer Ligationsreaktion (6.1.9) ersetzt werden.
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PCR a: PCR b: <
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Abbildung 5: Einbringen von Deletionen in Plasmide durch rekombinante PCR.

S = singulére Restriktionsendonukleaseschnittstelle.

6.1.16 DNA- Sequenzierung

Die hier ~ angewandte  Sequenzierreaktion basiert auf  der
Kettenabbruchmethode mit Didesoxynukleotiden. Dabei wurde der ,ABI
PRISM BigDye Terminator cycle ready reaction mix* der Firma Applied

Biosystems verwendet. Die verschiedenen Didesoxynukleotide sind hierbei
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mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert, so dass eine Analyse
der Probe in nur einer Gelspur erfolgen kann.

Fur die Reaktion wurden 1 pg DNA, 10 pmol des Sequenzier-
Oligonukleotids und 4 pl des Reaktionsmixes, in dem die
fluoreszenzmarkierten Oligonukleotide, der Reaktionspuffer und die
Polymerase bereits enthalten waren, eingesetzt. Nach dem Auffillen des
Reaktionsvolumens mit a. bidest auf 20 pl konnte die zyklische Reaktion
gestartet werden (GeneAmp PCR System 2400). In 25 Zyklen wurde die
Probe zuné&chst fur 30 Sekunden auf 96°C erhitzt, es folgte die Anlagerung
der Oligonukleotide fur 15 Sekunden bei 50°C und die anschlieRende
Polymerisation fir vier Minuten bei 60°C. Nach der Reaktion wurde die Probe
mit 80 pl a.bidest aufgefillt und durch Zugabe von einem zehntel Volumen
3M Natriumacetat (pH 5,2) und zweieinhalb Volumen Ethanol (96%)
prazipitiert. Nach 30- minatiger Zentrifugation bei 13000 rpm (Biofuge pico)
wurde der Uberstand entfernt, das Sediment mit 200 pl Ethanol (70%)
gewaschen und die DNA in einer Vakuumzentrifuge getrocknet. Das
Préazipitat wurde in 4 pl Sequenzierprobenpuffer resuspendiert und vor dem
Auftragen auf das Sequenziergel fur funf Minuten bei 95°C denaturiert.

Die Sequenzierproben wurden mit einem ABI PRISM™377 Sequencer der
Firma Applied Biosystems aufgetrennt. Die Aufnahme der Rohdaten erfolgte
mittels eines Argonlasers, der die Fluoreszenzfarbstoffe zur Emission anregt.
Die Lichtimpulse wurden mit einer Kamera aufgenommen und zur
Auswertung digitalisiert. Mit einem Computerprogramm (ABI PRISM™377
Data Collection Programs) konnten die Sequenzierdaten errechnet und

ausgedruckt werden.

Sequenzierprobenpuffer

Formamid 80% (v/v)
Dextranblau 1% (VIv)
EDTA 5 mM

a. bidest
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6.1.17 BAC Mutagenese mit linearen Fragmenten

Diese Art der Mutagenese stellt eine schnelle Mdglichkeit zum Einbringen
gezielter Deletionen in die grossen BAC- Molekule dar (Adler et al., 2000,
Borst et al., 2001, Muyrers et al., 1999). Dazu wird ein selektionierbarer
genetischer Marker, wie z.B. das Gen fir Kanamycin mittels PCR (6.1.12)
amplifiziert. Die fur die spezifische, gezielte Rekombination an beiden Seiten
des Markers notwendigen homologen Regionen (Abb. 6, 2 a und b) sind bei
dieser Methode nur 50 — 60 bp lang und werden durch nichtkomplementére
Uberhange an den 5'- Enden der Oligonukleotide zur Verfiigung gestellt, so
dass in nur einer PCR- Reaktion die komplette Cassette fur die homologe
Rekombination hergestellt werden kann. Die Resistenzcassette im linearen
Fragment wird flankiert von zwei kurzen Sequenzwiederholungen von 65 bp,
den FRT- Sequenzen (FRT= Elp- Recombinase- Target sites).

Fiur die Rekombination wurden zunachst Bakterien (E.coli JC8679) mit dem
parentalen BAC- Plasmid pHB5 transformiert (6.1.11) (Abb. 6, 1).

Diese Bakterien wurden nun zusatzlich mit dem amplifizierten linearen DNA-
Fragment transformiert und vor dem Ausplattieren auf LB- Agarplatten (17
pg/ml Chloramphenicol (Cam) und 30 pg/ml Kanamycin (Kan)) fur eine
Stunde bei 37°C in LB- Medium inkubiert. Durch homologe Rekombination
zwischen dem BAC- Plasmid und dem linearen Fragment kann die
Kanamyecinresistenz in das BAC integrieren (Abb. 6, 2). Kanamycinresistente
Bakterienklone wurden durch Restrikrionsendonukleaseverdau (6.1.4)
Uberpruft.

Um die Kanamycinresistenz wieder zu entfernen, wurde das Plasmid pCP20
(5.15) in Bakterien elektroporiert, die bereits das mutagenisierte BAC-
Plasmid trugen. pCP20 codiert fur das Enzym Flp- Recombinase (Cox,
1983), das die Rekombination zwischen zwei FRT- Sequenzen katalysiert.
Die FRT- Sequenzen, die das Kanamycin- Gen flankieren, liegen in der
gleichen Orientierung vor, so dass nach dem Auflosen der homologen
Rekombination der dazwischenliegende Genabschnitt entfernt wird. Eine der
FRT- Sequenzen verbleibt nach der Rekombination im BAC. Das Flp- Gen
im Plasmid steht unter der Kontrolle des Bakteriophagen- | - Pr- Promotors,

der wiederum vom temperatursensitiven | - Repressor cI857 reguliert wird.



METHODEN 48

1 CAC- WTj E.coli JC8697
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Abbildung 6: BAC- Mutagenese mit linearen Fragmenten.

Abkiirzungen: Kan' = Kanamycinresistenzgen, FRT = Flp- Recombinase Erkennungssequenz.
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Ausserdem trdgt das Plasmid pCP20 einen temperatursensitiven
Replikationsursprung. Die Inkubation bei 30°C erfolgte zuné&chst auf
Agarplatten, die zur Selektion der BAC- Plasmide 17 pg/ml Cam und zur
Selektion des Plasmides pCP20 100 pg/ml Ampicillin (Amp) enthielten. Die
Bakterien wurden erneut ausplattiert, in diesem Schritt auf Agarplatten, die
nur Chloramphenicol enthielten. Die Inkubation erfolgte fur 16h bei 43°C, um
die Expression der Flp- Rekombinase zu induzieren. Die entstandenen Klone
wurden durch paralleles Ausplattieren auf Agarplatten sowohl mit Cam und
Kan als auch auf Platten nur mit Cam und Inkubation bei 37°C auf den
Verlust des Kan- Resistenzgens hin Uberpruft. Die kanamycinsensitiven
Klone wurden durch Restrikrionsendonukleasebehandlung (6.1.2, 6.1.4)
analysiert. Zur Amplifikation der rekombinanten BAC- DNA wurde diese aus
den E. coli JC8679 isoliert und in E. coli DH10B transformiert.

6.1.18 Zwei- Schritt- Rekombinationsmutagenese im BAC- Plasmid

Bei der in Abschnitt 6.1.17 beschriebenen BAC- Mutagenese mit linearen
Fragmenten verbleibt nach Entfernung des Resistenzgens durch homologe
Rekombination eine der FRT- Sequenzen im BAC. Bei der BAC Mutagenese
mittels zwei- Schritt- Rekombination (Messerle et al., 1997) kénnen ganz
gezielt nur die gewiunschten Mutationen gesetzt werden; die zur Selektion
notwendigen Resistenzmarker werden riickstandsfrei entfernt.

Fir diese Mutagenese wurde das Transfer- Plasmid pST76K_SR (5.15)
verwendet, welches sich durch folgende Eigenschaften auszeichnet: Es tragt
einen  temperatursensitiven  Replikationsursprung, das Gen  fir
Kanamycinresistenz, das RecA- Gen, welches die homologe Rekombination
ermoglicht und das SacB Gen als Negativselektionsmarker. SacB codiert fur
das Enzym Levansucrase aus Bacillus subtilis, welches Sucrose in Glucose
und das flr die Bakterien toxische Fructan spaltet.

In dieses Plasmid wird eine Rekombinationskassette inseriert, welche den
DNA- Abschnitt mit der gewunschten Mutation tragt. Dieser Abschnitt wird
flankiert von zwei gleich grossen DNA- Abschnitten von 2 kb Lange, welche
identisch sind mit den Genabschnitten, die auch den zu mutagenisierenden
Bereich auf dem BAC- Plasmid flankieren.
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Dieses Transfer- Konstrukt wurde in E. coli DH10B (5.14) transformiert
(6.1.11), welche bereits das parentale BAC- Plasmid trugen (Abb. 7A). Die
Bakterien wurden auf Agarplatten ausgestrichen, die 17 pg/ml
Chloramphenicol (Cam) und 30 pg/ml Kanamycin (Kan) enthielten. Durch die
Inkubation fur 18 Stunden bei 30°C hatten die Bakterien die Mdglichkeit,
durch Rekombination tber eine der flankierenden homologen Regionen ein
Cointegrat zu bilden (Abb. 7C). Zur Selektion der Bakterien, die ein solches
Cointegrat gebildet hatten, wurden im nachsten Schritt die Bakterien auf
Agarplatten mit Cam und Kan Uberimpft und fur 18 Stunden bei 43 °C
inkubiert. Die Bakterien ohne Cointegrate konnten bei dieser
nichtpermissiven Temperatur das Transfer- Plasmid nicht mehr replizieren,
verloren ihre Kanamycinresistenz und starben ab (Abb. 7B).

Bei einer anschliessenden Inkubation auf Agarplatten nur mit Cam fir 18
Stunden bei 37°C hatten die Bakterien die Moglichkeit, das Cointegrat durch
erneute homologe Rekombination entlang einer der homologen Bereiche
wieder aufzulésen. Die Bakterien, die das Cointegrat aufgelést und dadurch
den Transfer- Vektor- Anteil wieder entfernt hatten, wurden im folgenden
Schritt durch eine Inkubation fir 18 Stunden bei 30°C auf Agarplatten mit 17
pHg/ml Cam und 5% (w/v) Sucrose selektioniert. Sucrosesensitiv sind hier nur
die Bakterien, die das Cointegrat nicht wieder aufgeldst haben und noch das
SacB- Gen tragen (Abb. 7D).

Die Bakterien mit den aufgeldsten Cointegraten (Abb 7E) wurden parallel auf
Agarplatten mit 17 pg/ml Cam und 30 pg/ml Kan und auf Platten mit nur 17
pg/ml Cam auf ihre Kanamycinsensitivitdt hin getestet. BAC- DNA Kan-
sensitiver Bakterienklone wurde mittels Restriktionsanalyse auf das
Vorhandensein der Mutation untersucht.

Ein Einbringen der Mutation ins BAC- Genom findet nur statt, wenn das
Cointegrat durch Rekombination tber den einen homologen Bereich gebildet
und durch Rekombination Uber den anderen homologen Bereich wieder
aufgelost wird. Da die Rekombinationshaufigkeit mit der L&nge der
homologen Regionen zunimmt, ist es entscheidend, dass beide mdglichst
gleich gross sind, damit die Rekombinationen nicht nur Uber einen Bereich

erfolgen, was das Ausgangsmolekul wieder herstellen wirde. Der Anteil an
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rekombinanten Molekilen nach dem Auflésen der Cointegrate kann somit bei
gleich grossen homologen Bereichen A und B maximal 50% betragen.

BAC- WT
A B
A E. coli
/N Mut RecA +
30°C
A B

‘\ Transferplasmid
Kan™"™

e g SacB
O”TS RecA

KAN
43°C

Cointegrat B C

B
Mut SacB
RecA

Kan Ori;g

37°C, RecA+
Rekombination tber
HomA oder HomB

Keine Replikation bei 43°C
keine KAN- Expression

..'.

BAC-WT
A B
E
BAC- MUT
. A mut B
Kan Orig
5 % Sucrose 5 % Sucrose
Selektion Kanamycinsensitiver Klone
T Restriktionsanalyse

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Zwei- Schritt- Mutagenese im BAC Plasmid.

Abkurzungen: A, B = homologe Bereiche, Mut = eingebrachte Mutation.
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6.2 Zellbiologische Methoden

6.2.1 Kultivierung von humanen Fibroblasten und COS7- Zellen

Die Kultivierung der primaren embryonalen Lungenfibroblasten (MRC5), der
primaren Vorhautfibroblasten (HFF) und der COS7- Zellen erfolgte bei 37°C,
bei 5% CO, und 100% Luftfeuchtigkeit in ,Dulbeccos Modified Eagles
Medium*“ (DMEM, Life Technologies) mit 10% fttalem Kalberserum (FCS,
BioWhitaker). Bei Erreichen der Konfluenz wurde das Medium der Kulturen
abgesaugt, der Monolayer einmal mit PBS- Puffer gewaschen und die Zellen
mit Trypsin/EDTA- Lésung (40 pl/cm? Monolayer) (Life Technologies) bei 37°
abgeldst. Durch vorsichtiges Pipettieren wurden die Zellen voneinander
getrennt und im Verhaltnis 1:3 (Fibroblasten) oder 1:10 (COS7- Zellen) in
neue Kulturflaschen geteilt.

PBS- Puffer siehe 5.11 Puffer

6.2.2 Einfrieren/Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren von Zellkulturen wurden diese kurz vor Erreichen der
Konfluenz mit Trypsin/EDTA- Losung abgel6st (siehe 6.2.1). Das Trypsin
wurde durch Zugabe von 3 ml FCS (BioWhitaker) inaktiviert und die Zellen
bei 750 rpm fir 5 Minuten bei Raumtemperatur sedimentiert (Rotina 48R).
Das Zellsediment wurde in eiskaltem DMEM mit 40% FCS aufgenommen (1
ml /5 x 10° Zellen) und mit dem gleichen Volumen eiskaltem DMEM mit 20%
Dimethylsulfoxid (DMSO) versetzt. Die Zellsuspension wurde in 1 ml Aliquots
(jie 2,5 x 10° Zellen) in Polypropylen- Réhrchen (Nunc) gefiillt und zunéchst
fr 24 h bei -80°C eingefroren. Zur langfristigen Lagerung wurden die Zellen
in flussigem Stickstoff (-196°C) aufbewabhrt.

Eingefrorene Zellen wurden im 37°C Wasserbad aufgetaut und sofort in eine
25 cm?- Zellkulturflasche mit 5 ml DMEM mit 10% FCS tberfiihrt. 24 h nach
dem Ausséaen der Zellen wurde das Kulturmedium gewechselt, da das
enthaltene DMSO bei Erwé&rmung toxisch auf die Zellen wirkt.
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6.2.3 Transiente Transfektion von COS7- Zellen

Zur transienten Transfektion von COS7- Zellen wurde das ,Lipofectamin
2000%- Reagent* (Life Technologies) verwendet. Das Reagenz ist ein
Gemisch aus kationischen Lipiden, die nach Komplexierung mit DNA die
Aufnahme in die Zellen vermitteln.

Zur Transfektion wurden exponentiell wachsende COS7- Zellen verwendet,
die in Zellkulturschalen (£ 3 cm) mit Glasplattchen (A£12 mm) kultiviert
wurden. Fir die Transfektion wurde zunachst Losung A bestehend aus 250
ul Opti-Mem?1 (Life Technologies) und 15 pl Lipofectamin 2000%- Reagent
angesetzt. Dann wurde Losung B bestehend aus 250 pl Opti-Mem?®! und 5
pg Plasmid- DNA zugegeben, vermischt und fir 15 min bei RT inkubiert. Die
Zellen wurden zweimal mit Opti-Mem?| gewaschen und mit dem
Transfektionsansatz (Losung A + B) Uberschichtet. Das
Transfektionsmedium wurde nach 16 — 24 h durch frisches Kulturmedium

ersetzt und die Transfektion nach 48 h ausgewertet.

6.2.4 Transfektion von BAC- DNA

Die Transfektion von BAC- DNA erfolgte mittels des ,MBS- mammalian
transfection Kit* (Stratagene), nach der Methode der Calciumphosphat-
prézipitation von Nukleinsauren (Chen & Okayama, 1987). Dazu wurden
primare embryonale Lungenfibroblasten (MRC5) 16 Stunden vor
Transfektion im Verhéltnis 1:1,2 geteilt und in Zellkulturschalen (43 cm)
ausgesat. 1ug BAC- DNA, 4 ug Lachs- Sperma- DNA (Roche Molecular
Biochemicals) sowie 1 pug des Plasmides pCDNA3pp71 (5.15) wurden mit a.
bidest auf ein Volumen von 75 pl gebracht. Nach Zugabe von 8,3 p Sol |
wurde der Ansatz vorsichtig durch Drehen des Gefasses vermischt, um ein
mechanisches Scheren der DNA zu vermeiden. Nach Zugabe von 83,3 pl
Sol Il wurde erneut vorsichtig gemischt und der Reaktionsansatz zur
Ausbildung der Prazipitate fur 20 — 30 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert.

Die Zellen wurden einmal mit DMEM gewaschen und mit 800 ul DMEM

Uberschichtet, welches 6% v/v Sol Il enthielt. Der Prazipitationsansatz wurde
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tropfenweise auf den Zellen verteilt, vorsichtig geschwenkt und fir 3 — 4
Stunden im CO,- begasten Brutschrank bei 37°C inkubiert.

Um die Aufnahmeeffizienz zu verstarken, wurden die Zellen anschliessend
mit einem osmotischen Schock behandelt. Dazu wurde der
Transfektionsansatz abgesaugt und durch 1 mi eiskalte
Glycerolschocklosung ersetzt. Nach exakt zwei Minuten wurden 2 ml DMEM
zugegeben. Das Gemisch wurde abgesaugt und die Zellen vor der Zugabe
von 5 ml DMEM mit 10% FCS noch zweimal mit DMEM gespiilt.

Sol |
CaC|2 2,5 M

Sol 1l
Die Zusammensetzung wird vom

Hersteller nicht angegeben

Sol Il

modifiziertes Rinderserum

Glycerolschocklésung (pH 7,13)

Hepes 25 mM
NasHPO4 0,75 mM
NaCl 140 mM
Glycerin 20% (wiv)
a. bidest

6.2.5 Cotransfektion von BAC- DNA und Expressionsplasmiden

Die Cotransfektionen von BAC- DNA und Expressionsplasmiden erfolgte
ebenfalls mittels des MBS- mammalian transfection Kit (Stratagene) (siehe
6.2.4) Die primaren embryonalen Lungenfibroblasten (MRC5) wurden 16
Stunden vor Transfektion im Verhdltnis 1:1,2 geteilt und in 24er-
Zellkulturschalen (£ 1,2 cm) mit Deckglasern ausgeséat. 1ug BAC- DNA, 4 ug
Expressionsplasmid sowie 1 ug des Plasmides pCDNA3pp71 (5.15) wurden
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mit a. bidest auf ein Volumen von 75 pl gebracht. Nach Zugabe von 8,3 pl
Sol | wurde der Ansatz vorsichtig durch Drehen des Gefasses vermischt, um
ein mechanisches Scheren der DNA zu vermeiden. Nach Zugabe von 83,3 ul
Sol Il wurde erneut vorsichtig gemischt und der Reaktionsansatz zur
Ausbildung der Prazipitate fur 20 — 30 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert.

Die Zellen wurden einmal mit DMEM gewaschen und mit 200 pl DMEM mit
6% Sol Il Uberschichtet. Der Prazipitationsansatz wurde tropfenweise auf
vier Vertiefungen verteilt, vorsichtig geschwenkt und fir 3 — 4 Stunden im
Brutschrank bei 37°C und 5% CO; inkubiert.

Auch bei den Cotransfektionen wurden die Zellen anschliessend einem
osmotischen Schock ausgesetzt. Der Transfektionsansatz wurde abgesaugt
und durch 200 pl eiskalte Glycerolschocklosung ersetzt. Nach exakt zwei
Minuten wurde der osmotische Schock durch Zugabe von 400 pl DMEM
gestoppt. Das Gemisch wurde abgesaugt, jeder Ansatz zweimal mit 400 pl
DMEM gespiilt und nach der Zugabe von 1 ml DMEM mit 10% FCS bis zur
Auswertung im begasten Brutschrank bei 37°C inkubiert.

Sol |, Sol I, Sol 11I siehe 6.2.4
Glycerolschocklésung (pH 7,13) siehe 6.2.4

6.2.6 Virusanzichtung

Zur Herstellung von Virusstocks wurden konfluente HF- Monolayer in 162
cm?- Kulturflaschen mit einer m.o.i. von 0,01 infiziert. Dazu wurde das
Kulturmedium ausgetauscht und die Virussuspension zugegeben. Zu dem
Zeitpunkt, an dem die Halfte der Zellen eine deutliche zytopathische
Verdnderung zeigte, wurde das Medium erneut gewechselt, das
Medienvolumen dabei auf 25 ml verringert. Nach weiteren flnf bis sechs
Tagen wurde der Kulturiberstand geerntet und durch niedertourige
Zentrifugation fur 10 Minuten bei 3500 rpm von Zellbestandteilen getrennt
(Rotina 48R). Der zellfreie virushaltige Uberstand wurde aliquotiert und bei —

80°C eingefroren.
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6.2.7 Virusankonzentrierung

Zur Konzentrierung von extrazellularen Virionen fur biochemische
Untersuchungen wurden Virusstocks (6.2.7) fur 2 Stunden bei 100000g
(Zentrifuge J2-21, Rotor SW28) sedimentiert, in Lysis- Puffer (Blanton &
Tevethia, 1981) aufgenommen und lysiert. Die Virussuspension wurde
hierbei um den Faktor 200 konzentriert.

Lysis- Puffer (pH9,0)

Tris/ HCL 20 mM
NaCl 300 mM
Glycerin 10% wlv
MgCl, 0,5 mM
CaCly 1 mM
EDTA 2 mM
NP-40 0,5% viv
a. bidest

6.2.8 HCMV- Wachstumskurven

Zur Bestimmung von HCMV- Wachstumskurven wurden konfluente HF-
Kulturen verwendet. 5 x 10° Zellen wurden dazu 16 Stunden vor Infektion in
6er Zellkulturschalen (& 3,5 cm) ausgesat und mit einer m.o.i. von 0,1
infiziert. Die Virussuspension wurde mit DMEM auf ein Gesamtvolumen von
1 ml aufgefllt und zur Infektion fur zwei Stunden auf die Zell- Monolayer
gegeben. Das Inokulum wurde entfernt, die Zellen zweimal mit PBS- Puffer
gewaschen und mit 3 ml DMEM + 10% FCS im Brutschrank bei 37°C und
5% CO3 inkubiert. Mit jeder Viruspraparation wurden drei unabhéngige
Kulturen infiziert, aus denen jeweils nach 1,3,5,7 und 9 Tagen 20 ul
Kulturiiberstand entnommen und fir die Virustitration im Plagueassay
(6.2.10) verwendet wurden. Das Inokulum wurde ebenfalls in einer
Dreifachbestimmung im Plagueassay nachbestimmt, um die eingesetzte

Virusmenge zu bestétigen.
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6.2.9 Virustitration (Plaqueassay)

Zur Bestimmung der Anzahl der infektiosen Einheiten wurden Virusstocks
oder Proben von Uberstanden infizierter Kulturen zunéchst logarithmisch zur
Basis zehn verdinnt. Dazu wurden in einer Zellkulturplatte mit 96
Vertiefungen zunéchst mit einer Multikanalpipette 180 pl DMEM mit 10%
FCS/ Vertiefung vorgelegt. Mit 20 pl der zu bestimmenden Proben wurden
serielle Verdiinnungen von 1:10 bis 1: 10° hergestellt.

Zur Titration wurden konfluente HF- Kulturen in Kulturplatten mit 46
Vertiefungen (je 11 mm A verwendet. 180 pl jeder Verdinnung wurden in
eine Vertiefung pipettiert und 16 Stunden im begasten Brutschrank bei 37°C
inkubiert. Das Inokulum wurde abgesaugt und durch 800 ul DMEM mit 10%
FCS ersetzt, dem polyklonales humanes HCMV- positives Serum in einer
Verdinnung von 1:200 beigefiigt war. Das Humanserum dient der
Neutralisation freigesetzter Virionen und verhindert dadurch die sekundare
Infektion weiterer Zellen nach Ablauf eines Infektionszyklusses. Nach neun
Tagen wurde das Medium abgesaugt, die Zellen einmal mit PBS- Puffer
gewaschen und mit 95%igem Ethanol fir 10 Minuten bei Raumtemperatur
fixiert. Nach Absaugen des Ethanols und erneutem Waschen mit PBS- Puffer
wurden die Zellen zur ldentifizierung der Plaques fur 10 Minuten mit 200 pl
unverdinnter Giemsaldsung (Sigma) angefarbt. Die Plaques wurden mit Hilfe
eines Lichtmikroskopes (Labovert, Leica) ausgezéhlt und ausgewertet.

PBS- Puffer siehe 5.11 Puffer

6.2.10 Zellfraktionierung

Das Abtrennen der Zellkerne von anderen Kompartimenten der Zelle ist
maoglich, da die innere Kernmembran resistent gegentber der Solubilisierung
durch nichtionische Detergentien ist (Davis & Blobel, 1986, Raviprakash et
al., 1990). Die Reinigung der Zellkerne erfolgte mittels Gradienten-
zentrifugation (Sinzger et al., 2000). Zellkulturmonolayer wurden in Flaschen

mit einer Grundflache von 162cm? zundchst mit PBSPT- Puffer gewaschen
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und mit 5 ml Trypsin/EDTA- Losung vereinzelt (6.2.1). Das Trypsin wurde mit
3 ml FCS inaktiviert, die Zellen in ein Falcon- Rohrchen tberfuhrt und durch
5 mindtige Zentrifugation bei 1000 g (Rotina 48R) sedimentiert.
Anschliessend wurden die Zellen noch zweimal mit 10 ml PBSPT- Puffer und
einmal mit 5 ml hypotonem Puffer gewaschen. Das Zellsediment wurde in 1,5
ml hypotonem Puffer resuspendiert und zur Quellung 30 Minuten auf Eis
inkubiert. Der Grad der Quellung wurde zwischenzeitlich mikroskopisch
kontrolliert. Die Lyse der Zellen erfolgte durch Zugabe von 1,5 ml hypotonem
Puffer mit 2% NP40 und 5 mindtiger Inkubation auf Eis, wodurch die
Zellmembran, die Membranen des Endoplasmatischen Retikulums sowie die
aussere Kernmembran aufgeldst wurden. Die Vollstandigkeit der Lyse wurde
ebenfalls mikroskopisch kontrolliert. Die detergenzresistenten Bestandteile
wurden durch 5 mindtige Zentrifugation bei 200 g (Rotina 48R) sedimentiert,
einmal mit 5 ml hypotonem Puffer gewaschen und in 3 ml Kernpuffer
resuspendiert. Die Losung wurde mit dem gleichen Volumen 50%iger
lodixanol- Losung (Fluoroprepd, Sigma) in Kernpuffer vermischt. Die
Mischung wurde auf einen lodixanol- Stufengradienten geschichtet, der aus 3
ml einer 35%igen lodixanol- Losung und 3 ml einer 30%igen lodixanol-
Ldsung, jeweils in Kernpuffer, bestand. Nach 20 minttiger Zentrifugation bei
10000g (Zentrifuge J2-21, und Rotor SW41, Beckman) sammelten sich die
Zellkerne an der Interphase zwischen der 35%igen und der 30%igen
lodixanol- Lésung. Die Kernbande wurde mit einer Spritze abgenommen.
Um das Praparat vom lodixanol zu befreien, wurde die Kernlésung mit dem
30fachen Volumen PBS- Puffer vermischt, die Kerne durch Zentrifugation fur
15 Minuten bei 1000g sedimentiert und in 100 ul Kernpuffer aufgenommen.
10 bis 20 pl der Kernpréparation wurden auf einem Objekttrager zur spateren
Analyse durch indirekte Immunfluoreszenz (6.3.2) luftgetrocknet.

PBS- Puffer siehe 5.11. Puffer

PBSPT- Puffer

PMSF 1 mM
Aprotinin (Trasylol?) 100 U/ml
PBS- Puffer
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Kernpuffer (pH7,8)

Sucrose 250 mM
MgCly 5 mM
KCL 25 mM
Tricin/NaOH 20 mM
PMSF 1mM
Aprotinin (Trasylol?) 100 U/ml
a. bidest

Hypotoner Puffer (pH 7,6)

Hepes 10 mM
MgCly 1,5 mM
KCL 10 mM
PMSF 1 mM
Aprotinin (Trasylol?) 100 U/ml
a. bidest

6.2.11 Isolierung viraler DNA fiir PCR

Die Gewinnung kleiner Mengen viraler DNA als Matritze fir PCR- Reaktionen
wurde aus 200 pl Virusstock (6.2.6) mit dem QIAamp Mini Kit nach den
Angaben des Herstellers prapariert.

6.3 Immunologische und proteinchemische Methoden

6.3.1 Fixierung und indirekte Immunfluoreszenz von Zellen und isolierten
Zellkernen, DAPI- Farbung

Zur Auswertung der enhanced green fluorescent protein (EGFP)-
Autofluoreszenz von Zellen wurden Deckglaskulturen nach einmaligem
Waschen mit PBS- Puffer durch Zugabe von Paraformaldehydlésung fir 20
Minuten fixiert, erneut zweimal mit PBS- Puffer gewaschen und direkt in

Mowiol- Lésung eingedeckt.
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Die Fixierung der Objekttrager mit luftgetrockneten Zellkernen erfolgte fur
eine Minute in Methanol (-20°C) und anschliessend fir 15 Minuten in Aceton
(-20°C). Nach Abdampfen des Acetons wurden die Kerne fur 15 Minuten in
BSA- Puffer rehydriert.

Konfluente, auf Deckglaschen gewachsene Zellkulturen wurden zun&chst mit
PBS- Puffer gewaschen und anschliessend mit einem Gemisch aus
Ethanol/Aceton (1:1, -20°C) fur 5 Minuten fixiert. Nach dem Abdampfen des
Fixierungsgemisches wurden die Zellen fir 15 Minuten in BSA- Puffer
rehydriert.

Die fixierten und rehydrierten Deckglaskulturen oder Kernpraparationen
wurden in einer feuchten Kammer fir 45 — 60 Minuten mit einem
spezifischen Erstantikérper inkubiert. Dieser wurde unverdiinnt eingesetzt mit
Ausnahme des HCMV-IE- Antikérpers, der 1:15 verdinnt wurde. Nach einem
Waschschritt mit PBS- Puffer erfolgte eine Inkubation mit einem 1. 50 bis
1:500 verdunnten, Fluorochrom- markierten Zweitantikdrper fur 45 — 60
Minuten. Im Anschluss wurden die Praparate einmal mit PBS- Puffer und
einmal mit a. bidest gewaschen und in Mowiol- Lésung eingedeckt.

Bei den Kernpraparaten wurde die DNA der fixierten und mit Antikorpern
behandelten Zellkerne mit Hilfe des interkalierenden Farbstoffes DAPI (4,2-
Diamino-2-phenylindiol) gefarbt, um die Kerne einwandfrei identifizieren zu
konnen. Dazu wurden die Praparate in 2 x SSC- Puffer gewaschen und fir 1
Minute mit einer DAPI- Lésung (Cytological Nuclear Counterstain Kit)
inkubiert, welche zuvor 1:1000 in 2 x SSC- Puffer verdinnt worden war.
Anschliessend wurden die Praparate in 2 x SSC- Puffer und a. bidest
gewaschen und in Mowiol- Lésung eingedeckt.

Die Auswertung sowohl der EGFP- Autofluoreszenz als auch der indirekten
Immunfluoreszenz der Kerne und Zellen erfolgte mit einem Mikroskop mit
Epifluoreszenz- und Kameraausrustung (Fluoreszenz- Mikroskop Axioplan,
Zeiss, Kamera: Spot Diagnostic instruments).
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PBS- Puffer

Paraformaldehydldsung
Paraformaldehyd
PBS- Puffer

BSA- Puffer (pH 7,4)
BSA

NacCl

NaN3

PBS- Puffer

2 x SSC- Puffer (pH 7,0)
NacCl
Natriumcitrat

a. bidest

Mowiol- Losung
2,4 g Mowiol 40-88
6 g Glycerin

6 ml a. bidest

Die Mischung wurde 16 Stunden zur Quellung bei

Raumtemperatur inkubiert.

Nach Zugabe von 12 ml 200 mM Tris/Cl (pH 8,5) und
Erwadrmen auf 50% °C unter Ruhren Iost sich das
Mowiol. Ungeldste Kristalle werden durch Zentrifugation
fur 15 Minuten bei 4500 rpm sedimentiert (Rotina48R).
Dem klaren Uberstand wird 10% 1,4 Diazobicyklo-
[2,2,2]- Oktan (DABCO) als Radikalfanger zugesetzt, um
ein schnelles Ausbleichen der Préaparate unter dem

Mikroskop zu verhindern.

siehe 5.11 Puffer

3 % (wiv)

3 % (wiv)
200 mM
0,02% (wi/v)

300 mM
30 mM
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6.3.2 Oberflachenimmunfluoreszenz

Die spezifische Markierung von Membranproteinen, die sich an der
Zelloberflache befinden, erfolgte durch eine Bindung der Antikdrper an
lebende Zellen bei 4°C. Bei dieser Temperatur kann keine Endocytose der
Antigen- Antikorper- Komplexe stattfinden. Dazu wurden Zellkulturen in
Zellkulturplatten mit 24 Vertiefungen mit Deckglaschen zunéchst fur 30
Minuten auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden zweimal mit kaltem PBS- Puffer
gewaschen, mit 200 pl des spezifischen Erstantikdrpers tberschichtet und
fur 60 Minuten bei 4°C inkubiert. Danach wurden die Zellen griindlich dreimal
mit eiskaltem PBS- Puffer gewaschen und durch Zugabe von 1 ml eiskaltem
Aceton/Ethanol- Gemisch (1:1, -20°C) fixiert. Alle weiteren Schritte erfolgten
bei Raumtemperatur. Nach Entfernen und Abdampfen des
Fixierungsgemisches wurden die Deckglaskulturen fur 15 Minuten in BSA-
Puffer rehydriert und anschliessend fir 45 bis 60 Minuten mit einem
Fluorochrom- markierten Zweitantikbrper inkubiert. Danach wurden die
Praparate mit PBS- Puffer und a. bidest gewaschen und mit Mowiol- Losung
(6.3.2) eingedeckt.

Die Auswertung erfolgte auch hier mit einem Mikroskop mit Epifluoreszenz-
und Kameraausrustung (Fluoreszenz-Mikroskop Axioplan, Zeiss, Kamera:

Spot Diagnostic instruments).

PBS- Puffer siehe 5.11 Puffer

6.3.3 SDS- Polyacrylamid- Gelelektrophorese (SDS- PAGE)

In der SDS- PAGE (Laemmli, 1970) werden Proteine nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt. Die amphipathischen SDS- Molekiile treten
mit den Proteinen in Wechselwirkung, fuhren zur Denaturierung und
Neutralisierung der Eigenladung der Proteine. Die Laufgeschwindigkeit ist bei
geeigneter Vernetzung des Polyacrylamids umgekehrt proportional zur
molekularen Masse der Proteine.

Die Auftrennung der Proteine erfolgte in Minigelen (10 cm x 8 cm x 0,75 mm)
mit einem 8 — 10%igen Polyacrylamid- Trenngel, das mit einem 3,75%igem



METHODEN 63

Polyacrylamid- Sammelgel (berschichtet wurde. Die Proben wurden
zunéachst in Lysis- Puffer aufgenommen, mit 4fach Probenpuffer versetzt und
vor dem Auftragen auf das Gel fur 5 min bei 95°C erhitzt. Die Elektrophorese
wurde zum Sammeln der Probenfront zun&chst bei 100 V, danach bei 150 V
durchgefihrt, bis die Bromphenolblaufront des Probenpuffers die untere
Kante des Gels erreicht hatte. Zur Abschéatzung der Grdsse wurde ein farbig
markierter Molekulargewichtsmarker (RainbowO- Protein- Molecular-

Weight- Marker, Amersham) mit aufgetragen.

Sammelgel

Acrylamid
N,N‘-Methylenbisacrylamid
Tris/HCL, pH 6,8

SDS

Ammoniumpersulfat
TEMED

a. bidest

Trenngel

Acrylamid
N,N‘-Methylenbisacrylamid
Tris/HCL, pH 8,8

Glycerin

SDS

Ammoniumpersulfat
TEMED

a. bidest

Elektrophoresepuffer
Glycin

Tris

SDS

a. bidest

3,75% (w/v)
0,1% (w/v)
125 mM
0,1% (wh)
0,04% (w/v)
0,1% (v/v)

8% bzw. 10% (w/v)
0,21% (w/v)

370 mM

5% (VIV)

0,1% (w/v)

0,1% (w/v)

0,1% (v/v)

200 mM
25 mM
0,1% (w/v)
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4x Probenpuffer, denaturierend

Tris/HCL, pH 6,8 200 mM
b- Mercaptoethanol 4% (viv)
SDS 4% (wWiv)
Glycerin 40% (viv)
Bromphenolblau 0,01% (w/v)
a. bidest

Lysis- Puffer siehe 6.2.7

6.3.4 Immunoblot

Zum Transfer der Proteine aus dem SDS- Gel auf eine
Nitrozellulosemembran (0,2 pm Porengrosse, Schleicher und Schuell,
Dassel) wurde das Halbtrockenblot- Verfahren (Kyhse-Andersen, 1984)
verwendet.

Dazu wurden zwischen zwei Graphit- Plattenelektroden drei in
Kathodenpuffer getrankte Filterpapiere (Schleicher und Schuell, Dassel), das
Gel, die Nitrozellolosemembran, drei in Anodenpuffer 2 und drei in
Anodenpuffer 1 getrankte Filterpapiere geschichtet. Durch den Transfer fur
eine Stunde bei einer Stromstéarke von 0,8 A/ cm? Blotflache wurden die
Proteine auf die Membran Ubertragen. Die freien Bindungsstellen auf der
Membran wurden durch einstiindige Inkubation in 10% Magermilchpulver in
PBSdef/ 0,1% Tween20 abgesattigt. Nach viermaligem Waschen fur 5
Minuten in PBSdef/ 0,1% Tween20 erfolgte die Inkubation fir 1 Stunde mit
dem spezifischen Erstantikbrper, der 1:10 in Antikdrperpuffer verdinnt
wurde. Nach dreimaligem Waschen mit PBSdef/ 0,1% Tween20 wurde die
Membran eine Stunde mit einem Peroxidase- gekoppeltem Zweitantikdrper
inkubiert, der 1: 100000 in Antikdrperpuffer verdinnt wurde. Nach weiteren
drei Waschschritten in PBSdef/ 0,1% Tween20 erfolgte der Nachweis der
spezifisch angefarbten Proteine mittels einer Chemilumineszenz- Reaktion
(ECL). Bei dieser Reaktion katalysiert die Peroxidase des Zweitantikorpers
die Oxidation von Luminol und I6st dadurch Chemilumineszenz aus. Diese

kann dann mittels eines Rontgenfilms dokumentiert werden. Fur die ECL-
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Reaktion wurde das ,SuperSignal® West Dura Extended Duration Substrate®

der Firma Pierce gemass den Angaben des Herstellers sowie BioMax —
Rontgenfilme (Kodak) verwendet.

Anodenpuffer 1
Tris/HCL (pH 10,4)
Methanol

a. bidest

Anodenpuffer 2
Tris/HCL (pH 10,4)
Methanol

300 mM
20% (vIv)

25 mM
20% (vIv)

a. bidest

Kathodenpuffer

Tris/HCL (pH 9,4) 25 mM
Methanol 20% (vIv)
e- Aminocapronsaure 40 mM
a. bidest

PBSdef/ 0,1% Tween20

NacCl 137 mM
KCL 2,7 mM
NasHPO4 6,5 mM
KH,PO4 1,5 mM
Tween20 0,1% (v/v)
a. bidest

Antikorperpuffer

Magermilchpulver
PBSdef/ 0,1% Tween20

1% (w/v)
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6.3.5 Endoglykosidasebehandlung

Um den Glykosylierungsstatus einzelner Proteine zu bestimmen, erfolgte ein
Verdau mit spezifischen Endoglykosidasen. Endoglykosidase H (EndoH)
katalysiert die Spaltung zwischen den beiden N- Acetylglucosaminresten
mannosereicher Oligosaccharidketten. Peptid- N- Glykosidase F (PNGaseF)
spaltet dagegen sowohl mannosereiche als auch komplexe N- glykosidisch
gebundene Oligosaccharidseitenketten durch Hydrolyse der Bindung
zwischen dem Asparaginrest des Proteins und dem Glykanrest des Zuckers.
Zur Endoglykosidasebehandlung wurden die Enzyme EndoH und PNGaseF
der Firma New England Biolabs entsprechend den Protokollangaben des

Herstellers verwendet.

6.3.6 Elektronenoptische Untersuchungen

Infizierte Zellmonolayer wurden einmal mit PBS- Puffer gewaschen,
abgeschabt und durch Zentrifugation fir 5 Minuten bei 3500 rpm in einem
Eppendorf- Reaktionsgefass sedimentiert. Die Zellsedimente wurden durch
Zugabe von 1 ml 4%iger Paraformaldehydlosung fixiert. Die weitere
Aufarbeitung der Préparate (Kontrastierung durch OsO, und Einbettung in
Epon) wurden von Frau Dr. L. Kolesnikova, Institut fur Virologie, Marburg,

durchgefuhrt.

PBS- Puffer siehe 5.11 Puffer

4% Paraformaldehydlésung

Paraformaldehyd 4% (wWiv)
DMEM
DMEM siehe 5.8.

Kulturmediengrundstoffe
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7. Ergebnisse

7.1 Etablierung eines Assays zur Eingrenzung essentieller und
nichtessentieller Domanen des HCMV- gB

Die Eingrenzung essentieller Domanen im gB- Protein ist grundsatzlich durch
entsprechende direkte Mutagenese der HCMV- BACs zu erreichen. Dieser
experimentelle Ansatz ist jedoch sehr arbeits- und zeitaufwendig. Dartber
hinaus besteht die Gefahr, dass die Manipulation eines als essentiell
bekannten Gens zu einem letalen Phanotyp fuhrt.

Der alternative experimentelle Ansatz ist demgegenliber ein geeignetes
System zur Komplementation in trans. Da stabil exprimierende Zellsysteme
zur Zeit nicht zur Verfigung stehen, war zunachst zu prifen, ob durch
transient exprimiertes gB- Protein die phanotypische Komplementation einer
gB- null- Mutante erzielt werden kann. Voraussetzung war daher die
Herstellung eines HCMV- BACs, welches aufgrund einer funktionellen

Deletion des gB- Gens nicht mehr replikationsfahig ist.

7.1.1 Herstellung des Rekombinationsplasmides bac2_3frt

Zur Herstellung eines solchen replikationsdefizienten HCMV- BACs
(BACDgB) wurde zunéchst das Rekombinationsplasmid bac2_3frt mit der
dafur erforderlichen Rekombinationskassette konstruiert (Abb. 8) (Plasmide
siehe Tab.3).

Dazu wurde das Gen fur den Fuoreszenzmarker EGFP mit den
Restriktionsendonukleasen BamHI und EcoRIl aus dem Vektor pEGFP
entfernt und in den Vektor pIREShyg (5.15) kloniert. Der 5¢ flankierende
homologe Bereich des gB- Gens (Abb. 8, HomA) wurde mit den
Oligonukleotiden pgB/L und pgB/R (Oligonukleotide siehe Tab. 4) aus dem
Plasmid pUC1854H56 amplifiziert, mit den Restriktionsendonukleasen Nrul
und BamHI geschnitten und in den zuvor mit Nrul und BamHI gedffneten
Vektor ligiert. In diesem flankierenden Bereich, der auch den gB- eigenen

Promotor enthalt, ist das Startcodon des gB zerstort.
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Der 3¢flankierende homologe Bereich aus dem gB- Gen (Abb. 8, HomB)
wurde mit den Oligonukleotiden bac2 5¢und bac2 3¢amplifiziert, mit EcoRl
und Xbal geschnitten und in die entsprechenden Schnittstellen des Vektors
ligiert. Als Template fur diese PCR diente das Cosmid pCM 1029. Zur
Vervollstandigung des Konstruktes wurde das Gen fur Kanamycinresistenz
aus dem Vektor pCP15 durch Restriktion mit Smal entfernt und in den Vektor
inseriert. Dieser wurde zuvor mit EcoRlI linearisiert und die Giberhangenden
5¢ Enden durch Behandlung mit dem Klenow- Fragment aufgefillt. Die
Kanamycinresistenz, die dadurch in die Rekombinationskassette eingefiihrt
wurde, tragt an beiden Seiten Erkennungssequenzen (FRT) fur das Enzym
FLP- Rekombinase.

Die einzelnen Klonierungsschritte wurden durch Restriktion mit geeigneten
Endonukleasen uberprift. Die amplifizierten Bereiche wurden unter
Verwendung der Oligonukleotide kontr.54V/2, kontr.pla/2, SigDelgB, seqg-gB-
15, RLA, seg-5¢ vo, gBPFR, gBPGR, seq-GFP-rev und seq-PgB-3¢
vollstandig sequenziert.

Durch diese Strategie wurde der Leserahmen des Glykoprotein B durch die
Insertion des Reporterproteins EGFP zerstort. Gleichzeitig stand dadurch die
Expression des Markerproteins unter der Kontrolle des gB- eigenen
Promotors. Der Leserahmen des gB (UL55) und der des benachbarten
Leserahmens UL56 teilen sich einen tberlappenden Bereich von 38 bp. Um
eine Beeintrachtigung von UL56 zu vermeiden, wurde der Leserahmen des
EGFP direkt hinter das Stop- Codon des UL56- Gens in die Signalpeptid-
Sequenz des gB- Gens inseriert. Dadurch wurde eine korrekte Expression
und Prozessierung eines moglicherweise entstehenden EGFP- gB
Fusionsproteins verhindert. Durch die Mutation des gB- Startcodons wurde
die Aminosauresequenz des uberlappenden UL56 nicht verandert.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung des Rekombinationsplasmides bac2_3frt.

Abkurzungen: HomA, HomB = homologe Bereiche fir die Rekombination, FRT = FIp- Recombinase-
Erkennungssequenz, PgB = gB- Promotor.

7.1.2 Herstellung eines replikationsdefizienten HCMV- BACs (BACDgB)

Aus dem Rekombinationsplasmid bac2_3frt (Abb. 8) wurde durch Restriktion
mit Ndel und Dralll ein 4,1 kb langes, lineares Fragment entfernt, welches
die Gene fur EGFP, die Kanamycinresistenz sowie beide flankierenden
homologen Bereiche HomA und HomB enthielt. Dieser DNA- Abschnitt
wurde wie in 6.1.17 beschrieben in die BAC- Mutagenese mit linearen
Fragmenten eingesetzt. Aus den entstandenen Mutanten wurde das
Kanamycinresistenzgen durch FLP- Rekombinase- vermittelte, ortsgerichtete
Rekombination wieder entfernt (6.1.17) (Abb. 9A).

Das entstandene BACDgB wurde vergleichend mit dem parentalen Molekdl
BAC- pHBS5 durch Restriktion mit Notl analysiert. Im parentalen BAC pHB5
schneidet Notl 43 mal. Durch die eingefluhrte Mutation entstand eine neue
Notl- Schnittstelle, wodurch ein 12,3 kb grosses Fragment verlorenging und
zwei neue Fragmente von 10,2 und 3,0 kb (Abb. 9A) entstanden. Aufgrund
der unterschiedichen Groésse der Banden wurde das Gel in zwei Schritten
analysiert. Zur Unterscheidung der niedermolekularen Fragmente genugte
eine Elektrophoresedauer von 16 Stunden (Abb. 9B, links). Um die grésseren
Fragmente zu trennen, wurde die Elektrophorese anschliessend fur weitere 6

Stunden fortgesetzt und das Gel daraufhin erneut dokumentiert (Abb. 9B,
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rechts). Das Bandenmuster zeigte, dass die gewlnschten Mutationen in das
BAC eingefuhrt wurden.

Dieses Experiment wurde in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Dr.
M. Messerle von Dr. E. Borst am Max- von- Pettenkofer- Institut in Minchen
durchgefuhrt.

Als zusatzliche Bestatigung wurde die gesamte 5,5 kb grosse Kassette mit
den Oligonukleotiden Selec56V und Selec54V/2 aus der Mutante BACDgB
amplifiziert und mit den Oligonukleotiden seq 5¢vo, seqg- PgB-3¢ SeqIRES
und seqg-gB-16 an den Insertionsstellen der eingefligten DNA- Abschnitte

sequenziert.
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Abbildung 9: Klonierungsstrategie und Analyse des replikationsdefizienten BACDgB.

A: Schematische Darstellung der Klonierungsschritte zur Herstellung des replikationsdefizienten
BACDgB. In der obersten Zeile ist die Struktur des parentalen BAC pHB5 schematisch dargestellt,
darunter eine Vergrdsserung der Region, welche den Leserahmen von gB (UL55) und dessen
Promotor (PgB) enthélt. Ein lineares Fragment, welches beide homologen Regionen (graue Kastchen),
das EGFP- Gen und das Kanamycinresistenzgen (Kan) enthalt, wurde aus dem Vektor bac2_3frt
ausgeschnitten und durch homologe Rekombination in das Genom integriert. Das
Kanamycinresistenzgen wurde durch FLP- Rekombinase- vermittelte ortsgerichtete Rekombination
entfernt, wodurch BACDgB entstand. Die Notl- Schnittstellen und die Grésse der daraus resultierenden
Fragmente ist unter den schematisch dargestellten Genen eingetragen.

B: Die DNA der BACs pHB5 und BACDgB wurde mit Notl geschnitten, fir 16 Stunden in einem
Agarosegel aufgetrennt, mit Ethidiumbromid geféarbt und dokumentiert (links). Um die hochmolekularen
Banden aufzutrennen, wurde das Gel fiir weitere sechs Stunden aufgetrennt und erneut photografiert.
(rechts). Das 12,3 kb- Fragment von pHB5 ist in der Mutante BACDgB nicht mehr nachzuweisen, statt
dessen erscheinen zwei Banden mit einer Grésse von 3,0 kb und 10,2 kb (Pfeile).
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7.1.3 Phanotypische Komplementation durch transient exprimiertes
authentisches gB- Protein

Es sollte tUberpruft werden, ob durch die Cotransfektion des BACDgB und
eines geeigneten Plasmids zur transienten Expression von authentischem gB
eine phanotypische Komplementation fir eine Runde der Virusreplikation
erreicht werden kann. Die in cotransfizierten Zellen gebildeten, phanotypisch
komplementierten Tochtervirionen sollten freigesetzt werden und die
umliegenden Zellen infizieren kdénnen. Danach sollte die Infektion zum
Erliegen kommen, da in den Nachbarzellen kein weiteres, transient
exprimiertes gB zur Verfigung steht. Durch die Insertion des EGFP-
Markerproteins in das Virusgenom wuirde ein solches Ereignis
fluoreszenzmikroskopisch durch die Ausbildung grin fluoreszierender

Miniplaques nachweisbar sein.

Miniplagues

1. Runde
Replikation

2. Runde
Replikation

Abbildung 1: Schematische Darstellung der phénotypischen Komplementation eines BACDgB durch
transient exprimiertes authentisches gB fir einen Replikationszyklus.

Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde ein gB- Expressionsplasmid mit
der DNA des replikationsdefizienten BACDgB in humane Fibroblastenzellen
cotransfiziert, wie in 6.2.5 beschrieben. Als Kontrolle wurden sowohl
BACDgB als auch das gB- Expressionsplasmid allein transfiziert. Die
Transfektionen wurden in Zellkulturplatten mit 24 Vertiefungen durchgefuhrt
und jeder Transfektionsansatz auf vier mit Deckglasern beschickte
Vertiefungen verteilt.

Nach 48 Stunden wurde eines der vier Deckglaschen jedes Ansatzes mit

eiskaltem Aceton/Ethanol- Gemisch (1:1) fixiert (6.3.1) und mittels indirekter



ERGEBNISSE 73

Immunfluoreszenz auf die Expression des HCMV- immediate early antigens
(IE) hin untersucht, um die Effizienz der BAC- Transfektionen zu bestimmen.
Das IE- Antigen ist ein sensitiver viraler Marker, dessen mRNA sofort nach
Transfektion durch zellulare Enzyme transkribiert wird. Diese Kontrolle wurde
durchgefiihrt, da die Transfektionseffizienz der 230 kb grossen BAC-
Molekile in humanen Fibroblasten sehr stark variiert. Um eine
Vergleichbarkeit der Transfektionsansatze zu erreichen, wurden nur solche
Transfektionsansatze zur Auswertung herangezogen, bei denen mindestens
40 IE- positive Zellen pro ug transfizierter DNA detektiert werden konnten.
Acht bis zehn Tage nach Transfektion wurden zwei weitere Deckglaskulturen
eines jeden Transfektionsansatzes mit einer 3%igen Paraformaldehydlésung
fixiert (6.3.1) und auf die Bildung von griun fluoreszierenden Miniplagues hin
untersucht.

Bei den Zellen, die nur mit BACDgB transfiziert waren, kam es nicht zur
Bildung griun fluoreszierender Miniplagues; es konnten nur einzelne
fluoreszierende Zellen beobachtet werden (Abb. 11A). Die Zellen, die nur mit
dem gB- Expressionsplasmid transfiziert waren, zeigten wie erwartet keine
Fluoreszenz (Abb. 11B).

Die Ansatze, die mit BACDgB und dem gB- Expressionsplasmid pRC/CMVgB
cotransfiziert waren, bildeten reproduzierbar grin fluoreszierende
Miniplagues aus (Abb.11C).

Die Ausbildung von Plaques kénnte theoretisch auch auf eine genetische
Rekombination des BACDgB mit dem gB- Gen des cotransfizierten
Expressionsplasmides zuriickzufihren sein. Eine homologe Rekombination
ist auszuschliessen, da im BACDgB- Genom nur an einer Seite der EGFP-
Insertion ein ausreichend grosser homologer DNA- Abschnitt zur Verfligung
steht. Moglich ware jedoch eine sogenannte heterologe oder illegitime
Rekombination, bei der ein funktionelles gB- Gen zuféllig in einen anderen
Bereich des Virusgenoms integrieren und eine replikationsfahige Revertante
entstehen kann.

Um ein solches Ereignis auszuschliessen, wurde die letzte Deckglaskultur

einer jeden Transfektion weitere drei Wochen inkubiert, um zu prufen, ob
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eine illegitime Rekombination mit einer daraus resultierenden Revertante
stattgefunden hatte.

Unter den verwendeten Bedingungen konnte keine Ausbreitung eines
replikationskompetenten Virus beobachtet werden. In allen hier
beschriebenen Transfektionsansatzen wurde nur die Bildung von
Miniplaques beobachtet, die sich nicht ausbreiteten und nach einem

Zeitraum von etwa drei Wochen nicht mehr nachzuweisen waren.

Das transient exprimierte gB war somit in der Lage, den Defekt des BACDgB
in cotransfizierten Zellen fur einen viralen Replikationszyklus zu
komplementieren.

Die entstandenen Miniplaques waren auf die phanotypische
Komplementation durch das transient exprimierte gB- Protein und nicht auf
eine virale Revertante infolge einer genetischen Rekombination
zurtckzufihren.

Durch diese Ergebnisse waren die Voraussetzungen fir einen “Ein- Zyklus-
Replikations- Komplementations- Assay” erfullt, mit dem essentielle und
nichtessentielle strukturelle Domanen des gB- Proteins mit vertretbarem

experimentellem Aufwand definiert werden konnten.
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Abbildung 11: Phanotypische Komplementation des BACDgB durch transient exprimiertes gB- Protein.

BACDgB (A), pRC/CMVgB (B) sowie BACDgB und pRC/CMVgB gemeinsam (C) wurden in humane
Fibroblastenzellen transfiziert. 810 Tage nach Transfektion konnte nur in den mit beiden Molekilen
cotransfizierten Kulturen die Ausbildung griin fluoreszierender Miniplaques beobachtet werden, die auf
eine phanotypische Komplementation fiir eine Runde der Replikation zuriickzufihren war.

7.1.4 Konstruktion und Uberpriifung der Expressionsplasmide
pRC/CMVSigDelgB und pCR/CMVDFur

In den “Ein- Zyklus- Replikations- Komplementations- Assay” sollten eine
Reihe von gB- Expressionsplasmiden mit definierten Mutationen eingesetzt
werden. Dazu mussten zusatzlich zu den bereits im Labor existierenden
weitere gB- Expressionskonstrukte hergestellt werden.

Zunachst musste ein gB mit einer Deletion des Signalpeptides als
Negativkontrolle fur die Cotransfektion generiert werden. Des weiteren sollte
ein Konstrukt mit verandertem Motif fir die Endoprotease Furin kloniert
werden, mit dem die Notwendigkeit der proteolytischen Spaltung des gB-
Molekuls untersucht werden sollte.
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Das Plasmid pRC/CMVSigDelgB mit einer Deletion des Signalpeptides
wurde durch rekombinante PCR hergestellt, wie in 6.1.14 beschrieben. Das
Fragment stromaufwarts des Signalpeptides wurde mit den Oligonukleotiden
SigDelgB1T und SigDelgB2T, das Fragment stromabwarts des
Signalpeptides mit den Oligonukleotiden SigDelgB3T und SigDelgB4T aus
pRC/CMVgB amplifiziert. Die Oligonukleotide SigDelgB2T und SigDelgB3T
enthalten an ihrem 5¢CEnde je einen Gberhdngenden Bereich von 11 bp, der
komplementar zum jeweils anderen Oligonukleotid ist, wodurch beide
Amplifikate Gber einen Abschnitt von 22 bp homolog zueinander sind. In
einer dritten PCR- Reaktion mit den Amplifikaten der ersten beiden PCR-
Reaktionen als Template und den ausseren Oligonukleotiden SigDelgB1T
und SigDelgB4T wurde dann ein Fragment generiert, welches noch das gB-
Startcodon, aber nicht mehr das Signalpeptid trug. Das Fragment wurde Gber
die Schnittstellen fir Hindlll und Clal in den parentalen Vektor pRC/CMVgB
kloniert. Die Insertion wurde zunachst durch Restriktionsendonuklease-
Behandlung und analytische Gelelektrophorese nachgewiesen. Zusatzlich
wurde der durch rekombinante PCR generierte Genabschnitt mit den

Oligonukleotiden pgBA, pgBBR und pgBC vollstandig sequenziert.

Das Plasmid pRC/CMVgBDFur wurde durch ortsgerichtete in- vitro-
Mutagenese mittels des “QuickChange site directed mutagenesis Kit* wie in
6.1.15 beschrieben hergestellt. Fur die Reaktion wurden die Primer gB-
(FurA) und gB-(FurB)  verwendet. Durch die eingefihrten
Aminosauresubstitutionen wurde das Spaltmotiv fur die zellulare
Endoprotease Furin von Arg-Thr-Arg-Arg (RTRR) zu Ala-Thr-Arg-Ala (ATRA)
verandert und dadurch zerstort. Zusatzlich wurde durch die Oligonukleotide
eine neue Erkennungssequenz fir die Restriktionsendonuklease Smal
eingefuhrt. Die Plasmid- Minipraparationen der mutagenisierten Plasmide
wurden durch Smal- Restriktion identifiziert. Das gB- Gen eines positiven
Klones wurde mit den Oligonukleotiden pgBA, pgBBR, pgBC, pgBD, pgBE
und pgBF vollstandig sequenziert.

Da die Konstrukte zur trans- Komplementation im ,Ein- Zyklus- Replikations-

Komplementations- Assay" eingesetzt werden sollten, musste zunachst ihre



ERGEBNISSE 77

Expression Uberpruft werden. Dazu wurden die Expressionsplasmide
pRC/CMVDFur und pRC/CMVSigDelgB transient in Cos7- Zellen transfiziert
und ihre Expression mittels indirekter Immunfluoreszenz untersucht. Cos7-
Zellen sind mit dem Simian Virus 40- (SV40) grossen T- Antigen
transformiert und konnen daher Plasmide, welche den SV40
Replikationsursprung tragen, replizieren. Dadurch konnte auch eine
verminderte Expression, wie bei einem gB- Molekul ohne Signalpeptid zu
erwarten war, sichtbar gemacht werden. Als Kontrollen dienten Cos7- Zellen,
die mit pPRC/CMVgB transfiziert wurden (Abb. 12A) oder untransfizierte Cos7-
Zellen (Abb. 12B).

Im Falle des Plasmides pRC/CMVDFur zeigte sich kein Unterschied in der
Expression des gB- Proteins und seiner subzellularen Verteilung im
Vergleich zum Wildtyp- gB codierenden pRC/CMVgB (Abb. 12C).
pRC/CMVSigDelgB zeigte wie erwartet eine signifikant verminderte gB-
Expression im Vergleich zum Kontrollplasmid pCR/CMVgB (Abb. 12D und
A). Die charakteristische Akkumulation des gB im Golgi war zudem nicht zu
erkennen, das gB- spezifische Antigen war Uberwiegend cytosolisch
lokalisiert.

D

pRC/CMVgB Nicht transfiziert pRC/CMVgBDFur pRC/CMVSigDelgB

Abbildung 12: Uberpriifung der Expression der Plasmide pRC/CMV DFur und pRC/CMVSigDelgB durch
indirekte Immunfluoreszenz.

Subkonfluente Cos7-Zellen auf Deckglasschen wurden 48 Stunden nach Transfektion mit
Aceton:Ethanol (1:1) fixiert und mit dem monoklonalen Antikérper 27-156 nachgewiesen. Als
Zweitantikorper wurde Alexa Fluor 488 Anti-Maus-lgG verwendet. Beziglich der Menge und
Lokalisation war das gB aus pRC/CMVDFur nicht von der Wildtypkontrolle pRC/CMVgB (A) zu
unterscheiden (C). Die Expression des von pRC/CMVSigDelgB codierten Proteins war deutlich
reduziert mit einer homogenen Verteilung im Bereich des Cytoplasmas (D).
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7.1.5 Identifizierung essentieller und nichtessentieller Doménen des gB-
Proteins im ,Ein- Zyklus- Replikations- Komplementations- Assay*

Bei der Testung der verschiedenen gB- Expressionskonstrukte diente als
Postitivkontrolle das Plasmid pRC/CMVgB, welches Wildtyp- gB exprimiert
(Abb. 13B, b). Als Negativkontrolle wurde zum einen das
replikationsdefiziente BACDgB allein transfiziert (Abb. 13B, a) und zum
anderen die gB- Expressionsplasmide pRC/CMVSigDelgB (Abb. 13B, c) und
pRC/CMVgB(MhdIl). In pRC/CMVgB(MhdIl) ist die Sequenz fir den
Membrananker des Molekils deletiert, was zur Bildung von lgdslichem gB
fuhrt, welches vom Virus ebenfalls nicht genutzt werden kann (Abb. 13B, d).
In allen drei Fallen konnte nur die Ausbildung einzelner, grin
fluoreszierender Zellen beobachtet werden, was zusatzlich bestatigt, dass
die Transfektion der BAC- Molekile erfolgreich war. Miniplagues wurden in
diesen Ansatzen nicht beobachtet.

Es wurden weiterhin gB- Expressionsplasmide in den Assay eingesetzt, die
verschiedene Deletionen im cytoplasmatischen Anteil des Molekils
aufweisen (Abb. 13B, e-i). Hierbei fiihrte nur die Cotransfektion der Plasmide
pRC/CMVgB(Del2), pRC/CMVgB(Del3) und pRC/CMVgB(Del5) zur
Ausbildung gruner Miniplaques. Fur das Plasmid pRC/CMVgB(Del3) war
dieses Ergebnis unerwartet, da in diesem Konstrukt die Sequenz fur den
aussersten Carboxyterminus des Molekils deletiert ist. Diese Region, die
sowohl die einzige Phosphorylierungsstelle des gB- Molekils tragt als auch
das Signal fur die Lokalisation in der inneren Kernmembran, scheint fur die
Replikation des Virus nicht erforderlich zu sein.

Die Cotransfektion mit den Konstrukten pRC/CMVgB(Dell) und
pRC/CMVgB(Del4) fihrte nicht zur Ausbildung von Miniplaques (Abb. 13B, e
und h). Die Deletionen dieser Plasmide umfassen einen Uberlappenden
Bereich von AS 773-825, der offensichtlich essentiell fir die Replikation des
Virus in Zellkultur ist.

Zusatzlich wurden noch drei weitere Expressionsplasmide fir die
Cotransfektion eingesetzt, pRC/CMVgB(Mhdl), pRC/CMVgBDFur und
pRC/CMVgB(sINM). In pRC/CMVgB(MhdI) ist die Hydrophobe Doméne 1

deletiert, eine Region, die vermutlich bei Fusionsprozessen eine Rolle spielt
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(3.4.2). Dieses Plasmid fuihrte nicht zur Bildung von griin fluoreszierenden
Plagues, sondern nur zur Bildung von einzelnen vergrosserten grinen Zellen
(Abb. 13B, ).

Cotransfiziertes pPRC/CMVgBDFur hingegen, welches fur ein gB- Protein mit
zerstorter  Furinspaltstelle  codiert, induzierte die Bildung grin
fluoreszierender Miniplaques (Abb. 13B, k). Diese Beobachtung zeigte, dass
die Spaltstelle fur diese zellulare Endoprotease nichtessentiell fur die
Virusvermehrung ist.

Auch das Plasmid pRC/CMVgB(sINM), in dessen Sequenz das
Aminoséauresignal fur die Translokation des gB in die innere Kernmembran
zerstort ist (3.4.2), fuhrte nach Cotransfektion zur Plaquebildung (Abb. 13B,
[). Dieses Resultat war nach den Ergebnissen des Plasmides
pRC/CMVgB(Del3) zu erwarten, da das Lokalisationssignal fur die innere
Kernmembran in den Bereich dieser Deletion fallt.

Alle Cotransfektionsansatze wurden mindestens zweimal mit identischen
Ergebnissen durchgefihrt. In den Cotransfektionen, die zur Bildung von
Miniplaques fiihrten, variierte die Anzahl der Plaques zwischen zwei und 30

pro Ansatz.
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Abbildung 13: Identifizierung essentieller und nichtessentieller Doménen des HCMV- gB im “Ein-
Zyklus- Replikations- Komplementations- Assay”

A: Schematische Darstellung des Glykoprotein B. Die relativen Positionen einiger funktioneller
Domaénen sind eingetragen. Abklrzungen: SP = Signalpeptid, Furin = Spaltstelle fur die zellulare
Endoprotease Furin, Mhdl = Hydrophobe Doméane 1, Mhdll = Hydrophobe Doméne 2, DRLRHR =
Lokalisationssignal fiir die innere Kernmembran.

B: Cotransfektion primérer humaner Fibroblasten mit dem replikationsdefizienten BACDgB und
verschiedenen gB- Expressionskonstrukten. Auf der linken Seite, von b bis | sind Schemata der
unterschiedlichen gB- Molekille mit den jeweiligen Deletionen und Substitutionen als graue Balken
dargestellt. Ein schwarzes Késtchen représentiert das Signalpeptid. Die rechte Spalte zeigt Photos der
Kulturen 8 — 10 Tage nach Cotransfektion. Die Zellen wurden mit 3% PFA fixiert und
fluoreszenzmikroskopisch hinsichtlich der Ausbildung grin fluoreszierender Miniplagues untersucht
(Miniplagues + oder Miniplagues -).

7.2 Herstellung der Virusmutanten HCMVDMhdI, HCMVDFur und
HCMVsINM

Um die Ergebnisse des ,Ein- Zyklus- Replikations- Komplementations-
Assays“ zu bestéatigen, sollten einige der Mutationen im viralen
Zusammenhang Uberpriuft werden. Dazu sollten Virusmutanten sowohl mit
letalen als auch mit nicht letalen Mutationen hergestellt werden.

Als Beispiel fur eine letale Mutation wurde die Deletion der Hydrophoben
Domane 1 ausgewahlt. Als Beispiel fur nicht letale Mutationen sollte zum
einen die Substitution des Lokalisationssignals fur die innere Kernmembran
untersucht werden, da eine solche Virusmutante zur Aufklarung der Frage
beitragen kann, welche Rolle das Glykoprotein B in der inneren
Kernmembran bei der Reifungsknospung der Herpesviren spielt. Des
weiteren sollte die Mutation, die zur Zerstérung des Motives flr die zellulare
Endoprotease Furin fuhrt, in eine Virusmutante eingebracht werden. Mit
dieser Mutante lasst sich untersuchen, welche Rolle der innerhalb der
Familie der b- Herpesviren hoch konservierten Spaltung des Glykoprotein B
fur die Vermehrung des Virus in Zellkultur zukommit.

Fir die Herstellung der Virusmutanten wurde eine andere Strategie gewahlt
als die Rekombination durch lineare Fragmente, welche bei der Herstellung
des replikationsdefizienten BACDgB zum Einsatz kam. Bei dieser Methode
verbleibt nach dem Entfernen des Kanamycinresistenzgens eine der FRT-
Rekombinationsstellen im Virusgenom. Da in den Virusmutanten
ausschliesslich die gewlnschten Mutationen enthalten sein sollten, wurde fir
ihre Herstellung die Zwei- Schritt- Rekombinationsmutagenese verwendet
(6.1.18). Bei dieser Methode ist ausschlaggebend, dass die homologen
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Genabschnitte zu beiden Seiten der Mutation méglichst gleich gross sind.
Die drei Mutationen, die eingebracht werden sollten, liegen an verschiedenen
Positionen im gB- Gen. Damit fur alle drei Mutationen das gleiche Transfer-
Konstrukt mit den identischen homologen Bereichen verwendet werden
konnte, musste vor der eigentlichen Mutagenesereaktion der Abschnitt des
gB- Gens im Virusgenom entfernt werden, welcher die Postitionen aller drei

Mutationen beinhaltet.

7.2.1 Herstellung des Ausgangs- BAC- Plasmids BACgB-L

Um die erforderliche Deletion in das Virusgenom einzufiihren, kam zunachst
wieder die BAC- Mutagenese mit linearen Fragmenten zum Einsatz (6.1.17).
Bei dieser Mutagenese wurde das lineare Fragment fir die Rekombination
durch Polymerasekettenreaktion generiert. Template fir die PCR war das
Plasmid pACYC177. Mit den Oligonukleotiden gB-L.for und gB-L.rev wurde
das Gen fur die Kanamycinresistenz amplifiziert. Die flankierenden
homologen Bereiche waren in dieser Mutagenesereaktion nur 50 bp lang und
wurden in Form von 5¢ Uberhangen an den Oligonukleotiden eingefiigt. Auf
diese Weise entstand die gesamte Rekombinationskassette in nur einer
PCR- Reaktion. Das Amplifikat wurde aufgereinigt (6.1.13) und zur BAC-
Mutagenese mit linearen Fragmenten in Bakterien transformiert (6.1.17), die
bereits das parentale BAC pHB5 trugen (Abb. 14A).

Aus den entstandenen Mutanten wurde durch FLP- vermittelte
ortsspezifische Rekombination das Gen fir Kanamycinresistenz wieder
entfernt (6.1.17) (Abb. 14A). Die entstandene Mutante BACgB-L wurde mit
der Restriktionsendonuklease Bglll analysiert und mit dem parentalen BAC
pHB5 verglichen. Bglll schneidet 35 mal im Wildtyp- HCMV- Genom. Durch
die Deletion wurde eine Bglll- Schnittstelle entfernt, wodurch zwei Fragmente
von 2,1 und 1,9 kb verschwanden und eine neue Bande von 2,6 kb in
BACQgB-L entstand (Abb. 14B). Dieses Experiment wurde in Zusammenarbeit
mit der Arbeitsgruppe von Dr. M. Messerle von Dr. E. Borst am Max- von-

Pettenkofer- Institut in Minchen durchgefihrt.
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Abbildung 14: Konstruktionsschema und Analyse des Ausgangs- BAC- Plasmides BACgB-L fir die
Herstellung der Virusmutanten.

A: Klonierungsschema des BACgB-L. Oben ist der Ausschnitt des parentalen BAC pHB5 dargestellt,
der das gB- Gen (UL55 (gB)), den gB- Promotor (PgB) und den Leserahmen der benachbarten
Polymerase (UL54(pol)) enthalt. Die relativen Positionen der Hydrophoben Doméane 1 (Mhdl), der
Furinspaltstelle (Fur) und des Lokalisationssignals fiir die innere Kernmembran (INMys) sind durch
schwarze Balken gekennzeichnet. Die amplifizierte Cassette mit dem Kanamycinresistenzgen und den
flankierenden homologen Bereichen (lineares PCR- Fragment) ersetzte nach homologer
Rekombination das Fragment zwischen einer Ndel- und einer Notl- Schnittstelle in gB. Das
Kanamycinresistenzgen wurde durch FLP- vermittelte ortsgerichtete Rekombination entfernt, woduch
das Ausgangskonstrukt fur die Herstellung der Virusmutanten BACgB-L entstand. Die Grosse der
Bglll- Fragmente, welche zum Nachweis der Mutante herangezogen wurden, sind unter den jeweiligen
Konstrukten angegeben.

B: Die DNA der Mutante BACgB-L und des Ausgangskonstruktes pHB5 wurde mit Bglll behandelt, auf
einem 0,8%igen Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefarbt. Die 2,1 kb- und die 1,9 kB-
Bande des pHB5 sowie die neu entstandene 2,6 kb- Bande von BACgB-L sind durch Pfeile
gekennzeichnet. L bezeichnet den DNA- Grdssenstandard.

7.2.2 Klonierung der Transferkonstrukte

Zunachst wurden die jeweiligen Rekombinationskassetten in einen Vektor mit
hoher Kopienzahl (pUC18) kloniert und anschliessend vollstandig in den
Transfer- Vektor Ubertragen.

Um geeignete Schnittstellen fur die weiteren Klonierungsschritte zu erhalten,
wurde zunéachst die Ndel- Schnittstelle des Vektors zerstort, indem dieser
durch Ndel linearisiert und nach dem Auffullen der tberhdngenden Enden
religiert wurde. Im Anschluss daran wurde das Fragment zwischen der
Hindlll und der EcoRI Schnittstelle des Vektors pUC18 entfernt und durch
einen neuen DNA- Abschnitt ersetzt, welcher Erkennungsstellen fur die
folgenden Restriktionsendonukleasen trug: Stul- Nrul- Ndel- Notl- Xbal-
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Nhel- Stul. Dieser kurze DNA- Abschnitt, dessen Uberhangende Enden
komplementar zu denen des mit BamHI und EcoRI linearisierten Vektors
waren, wurde durch das Aneinanderlagern der komplementéren
Oligonukleotide LinkerC und LinkerD hergestellt, dephosphoryliert und in den
nicht dephosphorylierten Vektor ligiert.

Die homologe Region A wurde durch Restriktion mit Fspl und Ndel aus dem
Plasmid pRC/CMVgBP entfernt und in den zuvor mit Nrul und Ndel
getffneten und dephosphorylierten Vektor ligiert. Dieses Fragment bestand
aus den Nukleotiden 88457 — 82259 des HCMV- Gesamtgenoms (Chee et
al., 1990). Die zweite Region fir die homologe Rekombination, Region B,
wurde mittels der Oligonukleotide ResFur3 und HomXbal durch
Polymerasekettenreaktion aus dem Cosmid pCM1029 amplifiziert. Nach
Reinigung des Amplifikats wurde dieses Uber die Schnittstellen fur Notl und
Xbal in den Vektor eingefugt. Dieses Fragment enthielt den Bereich
zwischen Nukleotid 80525 und 78317 des HCMV Genoms (Chee et al.,
1990). Dieser amplifizierte Bereich wurde mit den Oligonukleotiden
kontr.54V/2, kontr.Pla/2, SigDelgB, pseg-gB-15 und RLA vollstandig
sequenziert. Dieses Konstrukt mit den flankierenden homologen Bereichen
wurde als Ausgangskonstrukt fir die Herstellung aller drei Transfer-
Konstrukte verwendet.

Die DNA- Abschnitte mit den Mutationen der Hydrophoben Doméne 1, der
Furinspaltstelle und des Lokalisationssignals fur die innere Kernmembran
wurden durch Behandlung mit den Restriktionsendonukleasen Ndel und Notl
aus den jeweiligen gB- Expressionskonstrukten pRC/CMVgBDMhdI,
pPRC/CMVgBDFur und pRC/CMVgBSsINM entfernt und nach dem Offnen des
Vektors mit den gleichen Enzymen und anschliessender Dephosphorylierung
zwischen die beiden homologen Regionen A und B des Vektors ligiert. Um
eine Umklonierung der Kassette in das Transfer- Konstrukt zu erleichtern,
wurde in alle drei Konstrukte zusatzlich das Gen fur Tetracyklinresistenz
eingefluigt. Hierzu wurden der Vektor, welcher die Mutation des
Lokalisationssignals trug, mit Xbal- Behandlung, die anderen beiden
Vektoren mit Nhel- Behandlung linearisiert. Anschliessend wurden die
Uberhdngenden Enden mit dem Klenow- Fragment aufgefillt und
dephosphoryliert. Ein lineares Fragment, welches das Gen fir
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Tetracyklinresistenz trug, wurde aus dem Vektor pBR322 durch Restriktion
mit Hindlll und Styl entfernt, ebenfalls mit Klenow- Fragment aufgefillt und in
den Vektor ligiert. Aus den drei resultierenden Plasmiden pUC18ABDMhdI-
tet, pUC18ABDFur-tet und pUC18ABsINM-tet wurden die
Rekombinationskassetten durch Restriktion mit Stul entfernt und in den zuvor
mit Smal- Behandlung linearisierten Vektor pST76K_SR ligiert (Abb. 15).
Durch Selektion auf Agarplatten mit Tetracyklin (15 pg/ml) konnten die drei
Transferplasmide pST76K_SRDMhdI, pST76K_SRDFur und
pST76K_SRsINM isoliert und fur die Virusmutantenherstellung durch Zwei-
Schritt Mutagenese eingesetzt werden.

Die Transferplasmide sowie die bei den einzelnen Klonierungsschritten
entstandenen Konstrukte wurden mittels Restriktionsanalyse tberpruft.

Xbal Notl Ndel sl
Stul
pUC18ABsINM-tet  —{ e ] | I R E
\ v S \, v J
HomB (2204 nt) HomA (2197 nt)
Xbal Notl del st
pUC18ABDMhdItet ~ — TeT | [ | —
\ ~v /J \ v J
HomB (2204 nt) HomA (2197 nt)
st Xbal Notl del stul
pUC18ABDFur-tet ~  TEr ] [ lh/
[N J [N v
o v Y
HomB (2204 nt) Hom_A__(2197 nt)
—
Kan' SacB
pST76K_SR
6,3 kb
Transfer-

Plasmid

Ori ¢
30°C RecA

Abbildung 15: Schematische Darstellung der Herstellung der Transfer- Konstrukte pST76K_SRsINM,
pST76K_SRDMhdI und pST76K_SRDFur.

Die drei Rekombinationscassetten wurden aus des Plasmiden pUC18ABDFur-tet, pUC18ABDMhdI-tet
und pUC18ABsINM-tet mit Stul entfernt und jeweils in den mit Smal gedtffneten Transfer- Vektor
pST76K_SR kloniert. Die homologen Bereiche fiir die Rekombination ins BAC sind mit HomA und
HomB bezeichnet .
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7.2.3 Herstellung der Virusmutanten BACDMhdI, BACDFur und BACsINM

Zur Herstellung der Virusmutanten wurden die Transferkonstrukte
pST76K_SRDMhdI, pST76K_SRDFur und pST76K_SRsINM (7.2.2) in E.coli
DH10B transformiert, die bereits das Ausgangsplasmid BACgB-L mit der
Deletion in gB trugen (7.2.1). Durch Zwei- Schritt- Mutagenese (6.1.18)
wurden die gewiinschten Mutationen in das Virusgenom eingefihrt und die
Resistenzgene nach der Selektion rickstandsfrei entfernt (Abb. 16A-C).
Kanamycinsensitive Bakterienklone wurden durch Restriktionsendonuklease-
Behandlung identifiziert. Fir die BACDFur- und die BACDMhdI- Mutante
wurden die Restriktionsmuster der Endonuklease Bglll verwendet und mit
denen des Ausgangskonstruktes BACgB-L verglichen (Abb. 16D). Im Falle
des BACDFur entsprach das Restriktionsmuster dem des Wildtyps, die 2,6 kb
grosse Bande aus BACgB-L war nicht mehr vorhanden und
erwartungsgemass durch zwei Fragmente von 2,1 kb und 1,9 kb Grosse
ersetzt worden (Abb. 16D). Ein ahnliches Restriktionsmuster zeigte sich bei
der Mutante BACDMhdI. Das zweite Fragment wies jedoch nicht eine Grisse
von 1,9 kb, sondern von 1,8 kb auf, was auf die Deletion der codierenden
Sequenz fur die Hydrophobe Domane 1 zurtckzufiihren war (Abb. 16D). Die
BACsINM- Mutante wurde durch Restriktion mit dem Enzym Nhel analysiert,
fur das 25 Schnittstellen im Wildtyp- Virusgenom existieren. Durch die
Mutagenese wurde eine neue Nhel- Schnittstelle eingefiihrt, wodurch ein
Fragment von ursprunglich 20778 bp in zwei Fragmente von 13386 bp und
7392 bp zerfiel. Die beiden grosseren Fragmente sind im Restriktionsmuster
nicht eindeutig sichtbar, da es mehrere Banden dieser Grdosse nach Nhel-
Restriktion gibt, die sich Uberlagern. Durch das Auftreten der 7392 bp
grossen Bande konnte die Mutante jedoch eindeutig identifiziert werden
(Abb. 16E).
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Abbildung 16: Konstruktionsschemata und Analyse der BAC- Mutanten BACDFur, BACDMhdI und
BACsINM.

Die obere Zeile der Schemata A, B und C zeigt den relevanten Ausschnitt des Ausgangsplasmides
BACgB-L. Darunter sind die Ausschnitte der jeweiligen Transferkonstrukte dargestellt. Die jeweils
untere Zeile zeigt die hergestellten BAC- Mutanten mit der Reinsertion der mutagenisierten gB-
Abschnitte nach Zwei- Schritt- Mutagenese. Die BAC DNA wurde mit geeigneten Enzymen
geschnitten, in einem 0,8%igen Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid geféarbt (D und E). Die
zur ldentifizierung der Mutanten verwendeten Banden mit einer Grésse von 2,6 kb, 2,1 kb und 1,9 kb
bei der Mutante BACDFur (D), 2,6 kb, 2,1 kb und 1,8 kb bei der Mutante BACDMhdI (D) und das 7,4 kb
Fragment bei der Mutante BACsINM (E) sind durch Pfeile gekennzeichnet. Die relativen Positionen der
Bglll und Nhel- Schnittstellen sind unter den schematisch dargestellten Genabschnitten eingetragen. L
bezeichnet den DNA- Gréssenstandard.
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7.2.4 Uberprifung der Wachstumsfahigkeit der Virusmutanten nach
Transfektion von BACDFur, BACDMhdI und BACSINM

Um die Replikationsfahigkeit der hergestellten BAC- Mutanten zu
untersuchen, erfolgte die Transfektion dieser Konstrukte in permissive
primére humane Fibroblastenzellen (6.2.4). Als Kontrolle diente das Wildtyp-
BAC pHB5. Etwa eine Woche nach Transfektion setzte im Falle der
Mutanten BACDFur und BACsINM sowie des Wildtyps pHB5 die Entstehung
eines sich ausbreitenden cytopathischen Effektes als Anzeichen einer
erfolgreichen Infektion ein. Damit bestatigten sich die Ergebnisse des Ein-
Zyklus- Replikations- Assays, dass die Furinspaltstelle und das
Lokalisationssignals fir die innere Kernmembran keine essentiellen
Domanen des gB- Molekiils sind.

Die BACDMhdI- Mutante fiihrte auch nach mehrmaliger Wiederholung der
Transfektion nicht zur cytopathischen Veranderung der Zellkultur. Auch
dieses Ergebnis bestétigte die letale Auswirkung der Deletion der
Hydrophoben Domane 1.

Um sicherzustellen, dass die gezielt eingebrachte Mutation die einzige
Veranderung im Virusgenom und damit auch verantwortlich fir den letalen
Phanotyp war, wurde eine genetische Revertante hergestellt. Dazu wurde
das nicht replikationsfahige BACDMhdl zusammen mit dem Cosmid
pCM1029 cotransfiziert (6.2.5). Dieses Cosmid enthalt einen Teil des HCMV-
Genoms, unter anderem auch den vollstdndigen Leserahmen des gB. In
diesen Transfektionsansatzen konnte nach etwa einer Woche ebenfalls ein
progressiver cytopathischer Effekt beobachtet werden, welcher vermutlich
auf homologer Rekombination zwischen BACDMhdI und pCM1029 und der
daraus resultierenden Bildung einer replikationsfahigen Virusrevertante
beruhte.
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7.3 Charakterisierung der Virusmutanten HCMVDFur und HCMVSINM

7.3.1 Nachweis der gB- Mutationen in der Virion- DNA

Zum Nachweis der Mutationen im gB- Gen der wachstumskompetenten
Virusmutanten wurde zunachst aus dem Kulturiiberstand der mit BACDFur
und BACsINM sowie mit pHB5 transfizierten Zellkulturen zellfreier Virusstock
gewonnen (6.2.6) und aus diesem die virale DNA préapariert (6.2.11). Mittels
PCR wurde jeweils der Bereich amplifiziert, welcher die eingebrachte
Mutation trug. Im Falle der HCMVDFur- Mutante entstand ein 1821 pb langes
Amplifikat mit den Oligonukleotiden gBC und ResFur/2. Durch die Mutation
war eine zusatzliche Schnittstelle fur die Restriktionsendonuklease Xmal
eingefuhrt worden. Nach Aufreinigung und Behandlung mit Xmal wurde das
Amplifikat vollstandig in zwei Fragmente von 1349 bp und 472 bp geteilt. Im
Gegensatz dazu wurde das Kontrollamplifikat, welches mit den gleichen
Oligonukleotiden aus der DNA des Wildtyps RVHB5 gewonnen wurde,
erwartungsgemass durch Xmal nicht geschnitten (Abb. 17A). Der Nachweis
der Mutation in der HCMVsINM- Mutante, bei der durch die Mutagenese eine
zusatzliche Nhel- Schnittstelle eingefiihrt wurde, erfolgte analog durch die
Amplifikation des mutierten Bereichs mit den Oligonukleotiden Selec54V/2
und kontr.54V/2. Das entstandene 1734 bp grosse Fragment wurde durch
Restriktion mit Nhel in zwei Fragmente von 1000 bp und 734 bp Grosse
gespalten. Das Amplifikat, welches mit den gleichen Oligonukleotiden aus
Wildtyp- Virus- DNA entstanden war, blieb auch in diesem Fall
erwartungsgemass intakt (Abb. 17B).
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Abbildung 17: Nachweis der Mutationen in Virion- DNA mittels PCR und
Restriktionsendonukleasebehandlung.

Der entsprechende Bereich des mutagenisierten gB- Gens vonHCMVDFur und HCMVsINM wurde
amplifiziert und durch Restriktion mit den Endonukleasen Xmal bzw. Nhel analysiert. Die Amplifikate
aus der DNA der Virusmutanten wurden im Gegensatz zu den Kontrollamplifikaten des Wildtyps
RVHBS5 vollsténdig gespalten . In den rechten zwei Spuren ist jeweils die Kontroll- PCR ohne Template
gezeigt. Die Grosse der Banden ist mit Pfeilen gekennzeichnet. L bezeichnet den DNA-
Grossenstandard.

7.3.2 Nachweis des furinresistenten gB- Proteins in HCMVDFur infizierten

Zellen

Zur Identifizierung des ungespaltenen gB- Proteins der HYMCDFur- Mutante
wurden infizierte Fibroblasten 7 Tage nach Infektion geerntet und die gB-
Expression mittels SDS- PAGE und Immunoblot untersucht (6.3.4, 6.3.4). Die
Farbung erfolgte mit dem monoklonalen Antikorper mab 58-15. Dieser
Antikorper erkennt ein Epitop des carboxyterminalen gB- Spaltfragmentes.
Als Kontrolle dienten Fibroblasten, die mit dem Wildtypvirus RVHB5 infiziert
waren, sowie nicht infizierte Fibroblasten. In den mit dem Wildtypvirus
RVHBS5 infizierten Zellen war das gB zu diesem spéten Zeitpunkt nach
Infektion fast vollstdndig gespalten, es konnte nur das carboxyterminale
Spaltprodukt von 55 kDa gefarbt werden (Abb. 18). In den mit HCMVDFur
infizierten Zellen lag das gB vollstandig ungespalten vor, es wurde nur der
Vorlaufer mit einer molekularen Masse von etwa 160 kDa erkannt.
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Abbildung 18: Identifizierung des ungespaltenen gB in HCMV DFur infizierten Zellen.

Nicht infizierte Zellen (HF/n.i.), RVHBS5 infizierte Zellen (HF/RVHB5) und HCMVDFur infizierte Zellen
(HF/HCMVDFur) wurden sieben Tage nach Infektion geerntet und mittels SDS-PAGE und Immunoblot
untersucht. Das gB wurde mit dem monklonalen Antikdrper mab 58-15 nachgewiesen. Die Positionen
des ungespaltenen Vorlaufers (P) und des carboxyterminalen Spaltfragmentes (C) sind durch Pfeile
gekennzeichnet. Die Positionen der Markerproteine sind links aufgefuhrt. In den RVHB5- infizierten
Zellen wurde nur das carboxyterminale Spaltprodukt nachgewiesen, in den HCMVDFur infizierten
Zellen konnte keine proteolytische Prozessierung beobachtet werden.

7.3.3 Nachweis des gB- Proteins in HCMVSsINM infizierten Zellen

Zur Identifizierung des gB in HCMVsINM- infizierten Zellen diente eine
Beobachtung aus vorangegangenen Arbeiten: Die Aminoséuresubstitution,
die das Lokalisationssignal fir die innere Kernmembran verandert, zerstort
ebenfalls das Epitop fur den monoklonalen Antikorper mab 58-15, so dass
das gB der Mutante von diesem Antikdrper nicht erkannt werden kann
(Meyer & Radsak, 2000).

Parallele Fibroblastenkulturen wurden mit HCMVsSINM und dem Wildtyp
RVHBS5 infiziert, eine Woche nach Transfektion geerntet und nach SDS-
PAGE und Immunoblot mit dem monoklonalen Antikorper mab 58-15 gefarbt
(Abb. 19). Ein Blot mit den gleichen Extrakten wurde parallel mit dem
monoklonalen Antikbrper mab 27-156 gefarbt, der ebenfalls das
carboxyterminale Spaltfragment erkennt, dessen Epitop jedoch durch die
Mutation des Lokalisationssignals nicht zerstért wird. Mab 27-156 erkannte
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beide carboxyterminalen Spaltprodukte, mab 58-15 jedoch nur das Fragment
des Wildtyp- gB.

Das gB- Protein in HCMVSINM- infizierten Zellen reprasentierte somit
ausschliesslich das erwartete Produkt mit substituiertem Lokalisationssignal

fur die innere Kernmembran.

HF/RVHB5
HF/HCMVSINM
HF/RVHB5
HF/HCMVSINM

.-—- E D pl®
- -

u J AN J
A hd

mab 27-156 mab 58-15

Abbildung 19: Identifizierung des gB- Proteins in HCMVSINM infizierten Zellen.

RVHB5- (HF/RVHB5) und HCMVSINM- infizierte Zellen (HF/HEMVsINM) wurden sieben Tage nach
Infektion geerntet und mittels SDS-PAGE und Immunoblot untersucht. Identische Extrakte wurden mit
den monklonalen Antikérpern mab 58-15 b.z.w. mab 27-156 geféarbt. Die Positionen des
carboxyterminalen Spaltfragmentes (c) ist mit einem Pfeil gekennzeichnet. Das gB aus den
HCMVSsINM infizierten Zellen wurde nur durch den Antikdérper mab 27-156 erkannt. Mab 27-156
erkennt zusatzlich eine unspezifische Bande bei etwa 54 kDa.

7.3.4 Glykosylierung des gB- Proteins der Mutanten HCMVDFur und
HVMVsINM

Anhand der Sensitivitat flr bestimmte kompartimentspezifische Glykosidasen
kénnen Aussagen uber den intrazellularen Transport von Glykoproteinen
getroffen werden. Wahrend das Enzym EndoH nur mannosereiche Zucker
abspaltet, die im Endoplasmatischen Retikulum angefiigt werden, entfernt
das Enzym PNGaseF auch komplexe Zucker, mit denen Glykoproteine erst
im Golgiapparat modifiziert werden.

Zellfreie Viruspraparationen von RVHB5, HCMVsINM und HCMVDFur (6.2.7)
wurden mit PngaseF und EndoH behandelt und anschliessend mittels SDS-
PAGE und Immunoblot untersucht. Extrakte der RVHB5 und der HCMVDFur-

Virionen wurden mit dem monoklonalen Antikdrper mab 58-15 gefarbt, die
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des HCMVsSINM mit mab ITC39, der ebenfalls ein Epitop des
carboxyterminalen Spaltfragmentes erkennt (Abb. 20).

Die extrazellularen Virionen beider Mutanten enthielten gB.

Das gB- Protein aller Viruspraparationen erwies sich als sensitiv gegenuber
beiden Glykosidasen. Die Behandlung mit EndoH hatte bei Extrakten aus
RVHB5 und HCMVsSINM durch die Abspaltung der mannosereichen
Zuckerreste eine Reduktion des carboxyterminalen gB- Spaltfragmentes von
55 kDa auf etwa 52 kDa zur Folge. Bei gB aus HCMVDFur wurde die
molekulare Masse des ungespaltenen Molekils von etwa 160 kDa auf 150
kDa reduziert. Die Behandlung mit PGNaseF bewirkte bei gB aus RVHB5
und HCMVSsINM eine weitere Abnahme des Molekulargewichtes des
carboxyterminalen Spaltproduktes auf etwa 50 kDa, deglykosyliertes gB aus
HCMVDFur wanderte bei etwa 95 kDa.

Die gB- Molekile aus beiden Virusmutanten trugen somit sowohl
mannosereiche als auch komplexe Zucker. Daraus kann geschlossen
werden, dass sie analog zum Wildtyp- gB aus RVHB5 korrekt aus dem
Endoplasmatischen Retikulum via Golgi- Apparat transportiert wurden.

HCMV HCMV
RVHBS DFur sINM
Al Al A
- Y -~ ™ - Y
EndoH - + - - + - - + -
PNGaseF - - + - - + - - +
220 me——
<4— 160
- ‘ ¥ <4— 150
7 |4} <%
66 —
T e b -t 1:;?%
48— -
N— — N\ S
—~ ~v"
mab 58- 15 mab ITC 39

Abbildung 20: Glykosidasebehandlung des gB- Proteins aus HCMVDFur und HCMVsINM.

Extrakte aus zellfreien Virionen wurden mit EndoH und PGNaseF behandelt (+ bzw. -) und
anschliessend mittels SDS- PAGE und Immunoblot untersucht. Sowohl das ungespaltene gB der
HCMVDFur- als auch das gespaltene gB der HCMVsINM- Mutante waren analog zum Wildtyp gB
sensitiv gegeniber beiden Glykosidasen. Die Pfeile markieren die molekularen Massen und
unterschiedlichen Positionen der Produkte des Glykosidaseverdaus. Die verwendeten Antikdrper sind
unter der Abbildung, die Position der Markerproteine am linken Bildrand angegeben.
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7.3.5 Wachstumskinetiken der Virusmutanten HYMCDFur und HCMVsINM

Um mdgliche Unterschiede im Wachstumsverhalten der hergestellten
Virusmutanten festzustellen, wurde das freigesetzte Virus im Plaqueassay
titriert (6.2.9) und eine Wachstumskinetik erstellt (6.2.8).

Die HCMVDFur Mutante zeigte bezuglich ihres Wachstumsverhaltens keinen
Unterschied zum Wildtypvirus RVHB5 (Abb. 21). Der erste Zyklus der
Replikation war nach 72 Stunden beendet, zu diesem Zeitpunkt konnten
erstmals Viren im Uberstand nachgewiesen werden. Auch die Gesamtmenge
der freigesetzten Tochtervirionen mit etwa 5 x 10° infektidsen Einheiten war
vergleichbar.

Die HCMVsINM- Mutante hingegen replizierte langsamer als das
Wildtypvirus. Die Freisetzung der Tochtervirionen war um mindestens 24
Stunden verzogert. Ausserdem war die Gesamtmenge der produzierten

Viren etwa um den Faktor zehn geringer.
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Abbildung 21: Wachstumskinetiken der Virusmutanten HCMV DFur und HCMVSINM.

Parallelkulturen von jeweils 5 x 10° Fibroblasten wurden mit HCMVDFur, HCMVSsINM b.z.w. RVHBS5 als
Kontrolle infiziert. Die Abszisse kennzeichtet den Zeitpunkt nach Infektion, an dem die
Kulturiiberstande titriert wurden. Auf der Ordinate ist die Gesamtmenge der freigesetzten infektidsen
Einheiten gezeigt, der Zeitpunkt Null reprasentiert die Gesamtmenge der fur die Infektion eingesetzten
infektidsen Einheiten. Die Graphik gibt Aufschluss Uber das Wachstumsverhalten sowie das Verhéltnis
zwischen Parental- und Tochtervirus.
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7.3.6 Expression und subzellulare Lokalisation des gB- Proteins in
HCMVDFur- und HCMVsINM- infizierten Zellen

Um die Expression und subzellulare Lokalisation des gB- Proteins der
Virusmutanten in infizierten Zellen zu untersuchen, wurden parallele
Fibroblastenkulturen auf Deckglaschen mit den Mutanten HCMVDFur,
HCMVSsINM und RVHBS5 als Kontrolle mit einer m.o.i. von 0,5 infiziert. Nach
Adsorption des Virusinokulums wurde das Kulturmedium abgenommen und
durch frisches Medium ersetzt, welches mit humanem polyklonalen
polyspezifischen anti- HCMV- Serum versetzt war (Verdinnung 1: 200). Die
Serumzugabe sollte sicherstellen, dass die gB- Expression aus der initialen
Infektion stammte. Die Zellen wurden 24, 48, 72, 96 und 120 Stunden nach
Infektion fixiert und einer indirekten Immunfluoreszenz mit einem gB-
spezifischen Antikérper unterzogen (Abb. 22).

Die mit der Positivkontrolle infizierten Zellen zeigten die typische gB-
Expressionskinetik: Nach 48 Stunden konnte das Antigen detektiert werden.
Es war zu diesem Zeitpunkt tUberwiegend im Endoplasmatischen Retikulum
lokalisiert. 72 Stunden nach Infektion war die typische Akkumulation des
Molekulls im Golgi zu erkennen. Sowohl die Menge des gB- Proteins als auch
die Konzentrierung im Golgi nahmen bis 96 Stunden nach Infektion zu. Zu
diesem Zeitpunkt war der cytopathische Effekt bereits stark ausgepréagt. 120
Stunden nach Infektion waren noch Antigenaggregate nachzuweisen, die
Kompartimentierung der Zellen war jedoch nicht mehr intakt (Abb. 22,
HF/RVHB5 und HF/HCMVDFur).

HCMVDFur- infizierte Kulturen waren sowohl beziglich der gB-
Expressionsinetik als auch der subzellularen Lokalisation des spezifischen
Antigens weitgehend identisch mit den Wildtypvirus- infizierten Zellen.

Bei der HCMVsINM- Mutante konnte die Expression des gB unter den
gleichen Bedingungen erst nach 72 Stunden nachgewiesen werden. Das gB-
spezifische Antigen war hier zunachst ebenfalls im ER lokalisiert. Nach 96
Stunden zeigte sich die typische Golgianfarbung, die 120 Stunden nach
Infektion noch verstarkt auftrat. Auch zu diesem spéten Zeitpunkt nach
Infektion waren die Zellen nicht deutlich cytopathisch verandert und zeigten

noch eine erkennbare subzellulare Kompartimentierung. Dariiber hinaus war
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die Menge des nachweisbaren Antigens vergleichsweise geringer als in den
anderen Kulturen (Abb. 22, HF/HCMVSINM).

In HCMVSsINM- infizierten Kulturen war somit sowohl die gB- Expression als
auch die typische Akkumulation in den entsprechenden Zellkompartimenten

um etwa 24 Stunden verzdgert.

HF/ HF/ HF/ HF/
HCMVDFur ~ HCMVsINM ~ RVHB5 n.i.

mab ITC 52

Abbildung 22: Expression und subzellulére Lokalisation des gB- Proteins der Virusmutanten
HCMVDFur und HCMVSsINM.

Konfluente Deckglaskulturen von Fibroblasten wurden mit HCMVDFur (HF/ HCMVDFur) und
HCMVSINM (HF/HCMVsINM) infiziert. Als Kontrollen dienten RVHB5- infizierte (HF/RVHBS5) und nicht
infizierte Zellen (HF/n.i.). Die Kulturen wurden in Anwesenheit von neutralisierendem Serum inkubiert,
nach 24, 48, 72, 96 und 120 Stunden fixiert und mittels indirekter Immunfluoreszenz untersucht (1.
Antikdrper: mab ITC52, 2. Antikdrper: Anti-Human-lgG von der Ziege, F(ab')- Fragmente, FITC-
gekoppelt). Die HCMVDFur- Mutante zeigte keinen Unterschied zum Wildtypvirus RVHB5. Die
HCMVsINM- Mutante zeigte eine um etwa 24 Stunden verzdgerte Expression und eine veranderte
subzellulére Verteilung des gB- Antigens gegentuiber dem Wildtypvirus.
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7.3.7 Oberflachenexpression des gB in HCMVDFur und HCMVSsINM

Das Glykoprotein B wird in infizierten Zellen durch das Endoplasmatische
Retikulum und den Golgi entlang dem exozytotischen Weg an die
Zelloberflache transportiert. Von dort wird es reinternalisiert und steht im
Kompartiment des Trans- Golgi- Netzwerkes und/oder des friihen Endosoms
zur Umhullung der Viruskapside zur Verfigung. Das impliziert, dass das gB
reifer extrazellularer Virionen zuvor an der Zelloberflache war. Aus den
Glykosylierungsexperimenten (7.3.4) wurde deutlich, dass die Passage der
untersuchten Proteine durch den Golgi nicht beeintrachtigt war.

Zum Nachweis des Transportes des gB- Proteins zur Plasmamembran der
infizierten Zellen wurden konfluente Deckglaskulturen von Fibroblastenzellen
mit den Virusmutanten HCMVsINM und HCMVDFur mit einer m.o.i von 1
infiziert. 72 Stunden nach Infektion wurden die Zellen einer
Oberflachenimmunfluoreszenz unterzogen (6.3.2). Fur jede Infektion wurde
eine permeabilisierte Kontrolle mitgefuhrt, um die Expression des Antigens
nachzuweisen. Um zu zeigen, dass in den Oberflachenimmunfluoreszenzen
ausschliesslich Oberflachenantigene erkannt wurden, wurde eine parallele,
mit Wildtypvirus RVHBS5 infizierte Kultur auf die Expression des viralen
Proteins pp65 hin untersucht. pp65 ist ein virales Tegumentprotein, welches
wahrend des gesamten Infektionszyklus intrazellular lokalisiert ist (Abb. 23).
Das gB der HCMVDFur Mutante war 72 Stunden nach Infektion wie das gB
des Wildtyps RVHB5 an der Oberflache der Zellen nachzuweisen (Abb. 23,
a, ¢). Das gB der HCMVsINM- Mutante konnte zu diesem Zeitpunkt zwar
intrazellular, nicht aber an der Zelloberflache gefunden werden (Abb. 23,d).
Erst nach 144 Stunden konnte gB aus HCMVSINM in einigen Féllen in der
Cytoplasmamembran nachgewiesen werden (Abb. 23, f).

Die Kontrollfarbung gegen das Tegumentprotein pp65 zeigte, dass dieses
sowohl nach 72 als auch nach 144 Stunden intrazellular vorhanden war. Zu
keinem Zeitpunkt konnte jedoch ein pp65- spezifisches Signal bei den
Oberflachenfluoreszenzen erkannt werden (Abb. 23, e, g). Dadurch konnte
bestatigt werden, dass die Zellen durch den Vorgang der

Oberflachenimmunfluoreszenz ~ nicht  permeabilisiert  wurden  und
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ausschliesslich Antigene in der Cytoplasmamembran nachgewiesenen
wurden.
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Abbildung 23: Oberflachenexpression des gB- Proteins in HCMVDFur- und HCMVsINM- infizierten
Zellen.

Konfluente Deckglaskulturen von Fibroblastenzellen wurden mit HCMVDFur bzw. HCMVSINM infiziert
und nach 72 oder 144 Stunden einer Oberflachenimmunfluoreszenz unterzogen (OF). Als Kontrollen
dienten RVHB5- infizierte und nichtinfizierte Zellen. Als zusatzliche Permeabilisierungskontrollen
(PERM) dienten RVHB5- infizierte Zellen, die mit einem Antikdrper gegen das intrazellulare Protein
pp65 gefarbt wurden. (1. Antikérper: Anti-HCMV-gB® vom Menschen, mablTC52 bzw. Anti-HCMV-pp65
von der Maus, mabpp65, 2. Antikorper: Alexa Fluor 488 Anti-Maus-1gG,von der Ziege).

Nach 72 Stunden war sowohl gB aus RVHB5 als auch aus HCMVDFur an der Zelloberflache. gB aus
HCMVsINM konnte erst 144 Stunden nach Infektion an der Oberflache nachgewiesen werden.
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7.3.8 Lokalisation des gB- Proteins aus HCMVSINM in der inneren

Kernmembran infizierter Zellen

Die Beobachtungen, die in vorangegangenen Arbeiten bezlglich des
Lokalisationssignals des gB fir die innere Kernmembran im heterologen
Expressionssystem gemacht wurden (Meyer & Radsak, 2000), sollten mit der
HCMVsINM- Mutante im viralen Zusammenhang Uberpruft werden.

Dazu wurden konfluente Fibroblastenkulturen mit HCMVsINM bzw. RVHB5
mit einer m.o.i. von 1 als Kontrolle infiziert. 72 Stunden nach Infektion wurden
durch Zellfraktionierung (6.2.10) Kerne mit intakter innerer Kernmembran
prapariert. Die Kerne wurden auf Objekttragern fixiert (6.3.1) und mittels
indirekter Immunfluoreszenz mit gB- spezifischen Antikdrpern untersucht. Um
die Kerne zu identifizieren, wurde eine DAPI- Farbung angeschlossen (6.3.1)
(Abb. 24).

Die Morphologie der Kerne aus infizierten Zellen wies im Vergleich zu den
Kernen nicht infizierter Zellen eine typische Vergrdosserung auf.

Das gB- Protein war in den isolierten Kernen der RVHB5- Mutante nach 72
Stunden deutlich nachzuweisen.

Auch die Kerne der mit HCMVsSINM infizierten Zellen zeigten
unerwarteterweise eine deutliche gB- Fluoreszenz.

Damit wurde gezeigt, dass das Aminosauresignal DRLRHR im viralen
Zusammenhang nicht notwendig fir die Lokalisation des Molekdls in der
inneren Kernmembran ist. Die Mutation des Motives zu AALREE unterbindet
die Lokalisation in der inneren Kernmembran nur bei solitdrer Expression,

offenbar jedoch nicht im Zusammenhang mit einer Infektion.
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Abbildung 24: Lokalisation des gB- Proteins der Virusmutante HCMVSINM in der inneren
Kernmembran infizierter Zellen.

Konfluente Fibroblastenkulturen wurden mit HCMVSINM infiziert und 72 Stunden nach Infektion einer
Zellfraktionierung mit anschliessender Aufreinigung der Kerne unterzogen. Als Kontrollen dienten
RVHB5- infizierte Zellen sowie nicht infizierte Zellen (n.i.). Das gB- Antigen der innern Kernmembran
wurde mittels indirekter Immunfluoreszenz untersucht (1, Antikérper: Anti-HCMV-gB® von der Maus,
mab27-156, 2. Antikorper: Alexa Fluor 488 Anti-Maus-IgG,von der Ziege), anschliessend erfolgte die
Anfarbung der Kerne mit DAPI.

Sowohl das gB- Protein aus RVHB5 als auch aus HCMVsINM waren 72 Stunden nach Infektion in den
Préparationen isolierter Kerne nachzuweisen.

7.3.9 Ultrastrukturelle Untersuchungen HCMVSsINM- infizierter Zellkulturen

Im Hinblick auf den vom Wildtyp abweichenden Phéanotyp der HCMVSsINM-
Mutante sollten infizierte Kulturen ultrastrukturell analysiert werden.

Dazu wurden aus Fibroblastenkulturen, die mit HCMVSINM b.z.w. RVHB5
infiziert waren, 96 Stunden nach Infektion Ultradiinnschnitte angefertigt und
mittels Transmissionselektronenmikroskopie untersucht (6.3.6) (Abb. 25). Die
Elektronenmikroskopie wurde von Dr. L. Kolesnikova, Institut fur Virologie,
Marburg, durchgefihrt.
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Die ultrastrukturellen Aufnahmen des Cytoplasmas der Wildtyp- infizierten
Zellen zeigten das typische Bild spat nach HCMV- Infektion: Neben
umhdullten und nicht umhilliten ,dense bodies* (DB), die tUberwiegend aus
dem Tegumentprotein pp65 bestehen, waren nackte (Abb. 25, geflllter Pfeil),
sowie doppelt umhillte Kapside (Abb. 25, offener Pfeil) zu erkennen.

Im Vergleich dazu fielen in HCMVSINM- infizierten Zellen mehrere
Veranderungen auf: Die Anzahl der ,dense bodies” sowie der nicht umhdallten
Nukleokapside war deutlich erhéht. Viele der Nukleokapside wiesen zudem
eine verminderte Elektronendichte im Zentrum auf. Das ist charakteristisch
fir sogenannte leere B- Kapside, die kein virales Genom enthalten.

Die Beobachtungen lassen sich dahingehend interpretieren, dass in
HCMVsINM- infizierten Zellen eine Stérung der Reifungsknospung an
Membranen des tubularen Endosoms und/oder des Trans- Gogi- Netzwerkes
vorliegt, was eine Hemmung oder Verzdgerung der Ausschleusung von

reifen Virionen aus der Zelle zur Folge hat.

Abbildung 25: Ultrastruktur des Cytoplasmas einer HCMVsINM- infizierten Zelle spat nach Infektion.

Aus HCMVSINM- und RVHB5- infizierten Fibroblasten wurden 96 Stunden nach Infektion
Ultradliinnschnitte angefertigt und mittels Transmissionselektronenmikroskopie untersucht. Das
Cytoplasma der mit HCMVsINM- infizierten Zellen zeigte eine deutliche Akkumulation von nicht
umhllten Kapsiden und ,dense bodies". Die gefllliten Pfeile kennzeichnen nackte, die offenen Pfeile
doppelt umhillte Kapside.
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8. Diskussion

8.1 Komplementation der HCMVDgB- Mutante durch transient
exprimiertes gB- Protein

Das Glykoprotein B ist das Hauptmembranglykoprotein des humanen
Cytomegalievirus. Seine Immundominanz und Bedeutung fur die
Virusadsorption und Penetration sowie seine Beteiligung an den
verschiedenen Reifungsschritten wéhrend der Virusmorphogenese machen
es zum vorrangigen Forschungsobjekt der funktionellen Analyse von HCMV-
Glykoproteinen.

Die Klonierung des Gesamtgenoms von HCMV als kinstliches
Bakterienchromosom (BAC) (Borst et al., 1999) hat eine gezielte Analyse von
Genprodukten des HCMV entscheidend vereinfacht, da im BAC- System die
gut etablierten Methoden der Mutagenese in Bakterien auch auf das
herpesvirale Genom anwendbar sind. Auf diese Weise lassen sich beliebige
Virusmutanten herstellen und ohne Kontamination mit Wildtypvirus klonal
selektionieren, was zum ersten Mal auch die Isolierung stark attenuierter
Virusmutanten ermdoglicht.

Trotz dieses immensen Fortschrittes in der Mutantenherstellung von HCMV
ist die Generierung von Viren mit Mutationen in essentiellen Genprodukten,
wie dem Glykoprotein B, nach wie vor nicht durchfihrbar, da keine
Zellsysteme existieren, in denen eine letale Mutation in trans komplementiert

werden kann.

Der in dieser Arbeit vorgestellte ,Ein- Zyklus- Replikations-
Komplementations- Assay“ zeigt, dass transient exprimiertes gB im
Gegensatz zum gB konstitutiv exprimierender Zellsysteme in der Lage ist,
eine gB- null- Mutante zu komplementieren.

Zu diesem Zweck wurde ein replikationsdefizientes HCMV- BAC mit einer
funktionellen Deletion von gB und einer Insertion des Fluoreszenzmarkers
EGFP hergestellt (BACDgB). Bei Cotransfektion dieses Molekills mit einem
eukaryontischen gB- Expressionsplasmid bewirkte die transiente Expression

des plasmidgestitzten gB eine phanotypische Komplementation fir eine
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Runde der Replikation und eine abortive Infektion der umliegenden Zellen mit
den freigesetzten Tochtervirionen. Aufgrund der Insertion des EGFP konnte
dieses Ereignis durch die Ausbildung griun fluoreszierender Miniplaques
dokumentiert werden. Eine genetische Reversion zu einer
replikationskompetenten Revertante durch homologe Rekombination konnte
durch geeignete Kontrollen ausgeschlossen werden.

Im Gegensatz zu dem gB konstitutiv exprimierender Zellsysteme ist die
Bioverfugbarkeit des transient exprimierten Proteins also gewahrleistet. Ein
Grund hierfir konnten Unterschiede im Transport oder der Prozessierung
sein. Bei konstitutiv gB- exprimierenden Astrozytomzellen wurde eine
Veranderung des Glykosylierungsstatus und in einigen Fallen ein Ausbleiben
der proteolytischen Spaltung beschrieben (Reis et al., 1993). Auch
Fibroblasten, die das gB- Protein nach retroviraler Transduktion exprimierten,
spalteten das Protein nicht (Strive et al., 2000). Obwohl das Unterbleiben der
Spaltung selbst nicht notwendigerweise entscheidend sein muss (8.2),
kénnte es ein Indikator fir einen beeintrachtigten intrazellularen Transport

des Molekduls sein.

Zur Anreicherung phénotypisch komplementierter Viren ist dieses System
der Komplementation durch transiente Expression aufgrund der schlechten
Transfektionseffizienzen nicht geeignet. Die wenigen freigesetzten
phanotypisch komplementierten Virionen werden sofort von den umliegenden
Zellen adsorbiert und dort nicht weiter vermehrt.

Es lassen sich aber Domanen im gB- Molekul als essentiell oder
nichtessentiell determinieren. Da Virusmutanten mit Veranderungen in
essentiellen Genen mit grosser Wahrscheinlichkeit letale Ph&notypen zeigen
wurden, ist eine vorangehende Bestimmung der funktionellen Bedeutung der
zu untersuchenden Domane fur die Virusvermehrung eine wichtige

Voraussetzung fur die anschliessende Herstellung von Mutanten.
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8.1.1 Essentielle/ nichtessentielle Doméanen des HCMV- gB fur die
Replikation in Zellkultur.

Um die Rolle verschiedener gB- Doménen fir die Virusreplikation zu
untersuchen, wurden eine Reihe von gB- Expressionsplasmiden mit
definierten Deletionen bzw. Substitutionen in den ,Ein- Zyklus- Replikations-
Komplementations- Assay” eingesetzt.

Mehrere der untersuchten Deletionen betrafen den cytoplasmatischen Anteil
des gB. Bei den funf verwendeten Mutanten war dieser Teil des Molekuls
systematisch durch drei aufeinanderfolgende und zwei Uberlappende
Deletionen abgedeckt. Als essentiell fir die Virusreplikation stellten sich
hierbei die Uberlappenden Deletionen 1 und 4 heraus, welche einen Bereich
zwischen Aminosaure 773-825 betreffen. Ob dieser Bereich wesentlich ist fur
die korrekte Faltung des Proteins oder moglicherweise eine Rolle bei der
Interaktion mit viralen Tegumentproteinen wahrend der Virusumhillung
spielt, konnte in diesem Zusammenhang nicht untersucht werden.

Die Deletionen 2,3 und 5 hatten keinen Einfluss auf die Replikationsfahigkeit
des Virus in Zellkultur. Dieses Ergebnis Uberraschte besonders im Fall der
gB- Mutante mit der Deletion 3, in der die letzten 51 Aminosauren des
Moleklls fehlen. Fur diesen Bereich wurden zwei funktionelle Domanen
beschrieben: Zum  einen  befindet sich hier die einzige
Phosphorylierungsstelle des Proteins (Ser900). Die Phosphorylierung gilt als
wesentlicher Faktor fiur die Reinternalisierung des Moleklls von der
Zelloberflache (Fish et al., 1998), die notwendig ist, damit das gB in
Membranen des frihen Endosoms oder Transgolgi- Netzwerkes fur die
Umhullung der Kapside bereitsteht (Radsak et al., 1990). Zum anderen
konnte das Lokalisationssignal des Molekils fir die Translokation in die
innere Kernmembran in diesem Abschnitt identifiziert werden (Meyer &
Radsak, 2000).

Das Fehlen beider Domé&nen wirkte sich offenbar nicht auf die
Replikationsfahigkeit des Virus aus.

Nach diesem Resultat war auch die Beobachtung nicht unerwartet, dass ein

gB- Molekdl, in dem das Signal fur die Lokalisation in der inneren
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Kernmembran gezielt durch Aminosauresubstitutionen zerstort wurde, in der

Lage war, eine Runde der Replikation des Virus zu unterstitzen (siehe 8.3).

Von den untersuchten gB- Molekilen, die Mutationen im luminalen Teil
trugen, erwies sich die Deletion der Hydrophoben Doméne 1 als letal. Diese
Domane wurde als relevant fir gB- vermittelte Fusionsprozesse beschrieben
(Bold et al., 1996). Die hydrophobe Doméne kann aufgrund ihrer Grosse und
ihrer Lokalisation relativ zur proteolytischen Spaltstelle nicht direkt mit
klassischen Fusionspeptiden von Influenza oder HIV (Hallenberger et al.,
1992, Klenk et al., 1984) verglichen werden. Dennoch zeigte eine Deletion
dieser Domane im heterologen Expressionssystem in vorangegangenen
Arbeiten eine drastische Reduktion der Fusionsaktivitat in der Zell- Zell-
Fusion (Bold et al.,, 1996). Zudem wurde eine Beteiligung dieses
hydrophoben Abschnittes an der korrekten Ausbildung von Homodimeren
des Molekiils diskutiert (Eickmann et al.,, 1998). Die Bedeutung der
Hydrophoben Doméne 1 kann dahingehend interpretiert werden, dass sie fur
die intrazellularen Fusionsprozesse wahrend der Virusmorphogenese oder
die korrekte Anordnung der Molekile in den Membranen absolut essentiell
ist.

In der zweiten untersuchten luminalen gB- Mutante war die Spaltstelle fir die
zellulare Endoprotease Furin durch Aminosauresubstitution zerstort. Die
Komplementation mit diesem gB- Molekdl fihrte ebenfalls zur Bildung griin
fluoreszierender Miniplaques; die proteolytische Spaltung ist fur die
Vermehrung des Virus in Zellkultur offenbar nicht essentiell (siehe 8.2).

8.1.2 Bestatigung der Funktion der eingegrenzten gB- Domanen mittels

rekombinanter Viren

Die Auswirkungen der Mutationen wurde im viralen Zusammenhang durch
die Herstellung von drei Virusmutanten exemplarisch tberpruft. Als Beispiel
fur eine essentielle Mutation wurde die Deletion der Hydrophoben Domaéne 1
ausgewahlt; als Beispiele fur nichtessentielle Mutationen wurden die
Substitutionen des Lokalisationssignals flir die innere Kernmembran und die

des Furin- Spaltmotives in das Virusgenom eingebracht.
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Alle Virusmutanten zeigten das erwartete Verhalten. Die Mutante mit der
Deletion der Hydrophoben Domaéane 1 erwies sich als letal und fihrte auch
nach wiederholter Transfektion in humane Fibroblasten nicht zur Bildung
replikationsfahiger Viren. Um sicherzustellen, dass keine zuféllig entstandene
Mutation an anderer Stelle fur den letalen Effekt verantwortlich war, wurden
Cotransfektionen mit einem Cosmid durchgefiihrt, welches sowohl das Gen
fur das authentische gB als auch ausreichende flankierende Homologien fur
die Rekombination trug. Eine solche Vorgehensweise ist ublich, wenn die
hergestellten Virusmutanten stark attenuiert oder letal sind (Borst et al.,
2001, Britt, 2000, Wagner et al., 2000). In diesen Versuchen entstanden
replikationsfahige Viren, was mit grosser Wahrscheinlichkeit auf eine
Reversion der Mutante durch homologe Rekombination zuriickzufiihren war.
Damit konnte gezeigt werden, dass ausschliesslich die eingebrachte
Mutation zu dem letalen Effekt fuhrte.

Die Virusmutanten mit dem substituierten Lokalisationssignal fur die innere
Kernmembran (HCMVsINM) und der zerstérten Furinspaltstelle (HCMVDFur)
zeigten ebenfalls das erwartete Verhalten: beide Mutanten erwiesen sich als
replikationsfahig und zeigten eine produktive Vermehrung in Zellkultur.

Die Aussagen des ,Ein- Zyklus- Replikations- Komplementations- Assays*
bezuglich der Notwendigkeit definierter gB- Doméanen fir die Replikation in
Zellkultur konnte somit durch die Herstellung der Virusmutanten bestatigt

werden.

In folgenden Untersuchungen kénnen weitere Domé&nen des gB- Molekuls
hinsichtlich ihrer Notwendigkeit fur die Virusvermehrung mithilfe dieses
Assays eingegrenzt werden, indem eukaryontische gB- Expressionsplasmide
mit weiteren Mutationen verwendet werden. Auf diese Weise kdnnten z.B.
die Bedeutung der zahlreichen Cysteine fir die Oligomerisierung des
Molekulls oder die Rolle der Glykosylierungsstellen fur die Replikation des
Virus schnell charakterisiert werden.

Das Prinzip des hier beschriebenen Assays ist dariber hinaus auch auf
andere essentielle Proteine des HCMV anwendbar. Voraussetzung dafir ist
lediglich die Herstellung einer Virusmutante mit einer funktionellen Deletion

des zu untersuchenden Proteins. Auf diese Weise kdnnten auch die
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funktionellen Domé&nen anderer HCMV- Glykoproteine wie gH oder gL

untersucht werden.

Theoretisch koénnten essentielle Domanen auch durch einfache Rescue-
Experimente, bei denen das mutagenisierte Gen des zu untersuchenden
Proteins zur homologen Rekombination angeboten wird, determiniert
werden.

Uberlappt der Leserahmen des zu untersuchenden Proteins jedoch mit
anderen codierenden oder cis- aktiven Bereichen wie Promotoren oder
Enhancern, besteht die Gefahr, dass der beobachtete Effekt nicht auf die
Mutation des Proteins selbst, sondern auf eine Beeintrachtigung der
Uberlappenden Genelemente zurtickzufuhren ist.

Bei solchen Uberlappungen, die auch fiir das gB- Gen zutreffen, bietet der
,Ein- Zyklus- Replikations- Komplementations- Assay“ einen deutlichen
Vorteil, da hier eine trans- Komplementation vorliegt. In diesem System sind
die beobachteten Effekte auf die Eigenschaften des Proteins selbst
zuruckzufuhren, eine Beeintrachtigung Uberlappender Genelemente kann

ausgeschlossen werden.

8.2 Die Virusmutante HCMVDFur: Die Furinspaltung

8.2.1 Die Furinspaltung der gB- Homologen innerhalb der Familie der

Herpesviren

Die proteolytische Spaltung der Glykoprotein B- Homologe ist innerhalb der
Familie der Herpesviren stark konserviert. Hierbei unterscheiden sich
allerdings die Subfamilien untereinander: Das Herpes Simplex Virus, ein
Vertreter der a- Herpesviren, tragt ungespaltenes gB auf der Oberflache.
Das Epstein Barr Virus, das zu den g Herpesviren gehort, besitzt ebenfalls
ungespaltenes gB, das bei diesem Virus allerdings nicht in die Virushiille
eingebaut wird (Gong et al., 1987). In allen bekannten b- Herpesviren, so

auch bei HCMV, liegt das gB- Protein in der Virushulle gespalten vor (Tab.5).
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Tabelle 5: Spaltbare und nicht spaltbare gB- Homologe innerhalb der Familie der
Herpesviren. * bezeichnet gB- Proteine, deren Spaltung nicht beschrieben wurde, in deren
Primarsequenz aber eine Spaltstelle vorhanden ist.

spaltbares
Herpesvirus oB Referenz
a- Herpesviren
Herpes Simplex Virus 1 (HSV1) - (Claesson-Welsh & Spear, 1986)
Herpes Simplex Virus 2 (HSV2) - (Eberle & Courtney, 1982)
Varizella Zoster Virus (VZV) + (Montalvo & Grose, 1987)
Bovines Herpesvirus (BHV) + (van Drunen Littel-van den Hurk &
Babiuk, 1986)
Pseudorabiesvirus (PRV) + (Hampl et al., 1984)
Equines Herpesvirus (EHV) + (Meredith et al., 1989)
Monkey B Virus (SHVB) - (Veit et al., 1996)
Mareks Desease Virus (MDV) + (Ross et al., 1989)
b- Herpesviren
Humanes Cytomegalievirus (HCMV) + (Britt & Vugler, 1989)
Murines Cytomegalievirus (MCMV) + (Loh, 1991)
Humanes Herpesvirus 6 + (Chou & Marousek, 1992)
Humanes Herpesvirus 7 (+) *
o Herpesviren
Epstein Barr Virus (EBV) - (Gong et al., 1987)
Kaposi Sarkoma assoziiertes Virus (+) ¥
(HHV8)

In der vorliegenden Arbeit wurde durch BAC- Mutagenese eine HCMV-
Mutante generiert (BACDFur), in der die Spaltstelle fir die zellulare Protease
Furin zerstért wurde. Das nach Transfektion in Fibroblastenzellen
entstandene HCMVDFur- Virus zeigte keine Veranderung bezuglich des
Wachstumsverhaltens im  Vergleich zum  Wildtyp; sowohl die
Replikationsdauer als auch die Menge der freigesetzten infektibsen
Tochtervirionen waren vergleichbar. Die Mutante zeigte bezlglich der
Expressionskinetik und subzellularen Lokalisation des gB- Proteins in
infizierten Zellen ebenfalls keinen Unterschied zum Wildtypvirus. Die gB-
Moleklle wurden korrekt durch den Exozytoseweg an die Plasmamembran

der Wirtszellen transportiert. Die freigesetzten Tochtervirionen trugen
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ausschliesslich ungespaltenes gB- Protein in ihrer Virushille und waren in
ihrer Infektidsitat nicht beeintrachtigt.

Dadurch konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass auch bei b-
Herpesviren die proteolytische Spaltung des gB- Proteins nicht notwendig fur

die Virusvermehrung in Zellkultur ist.

Wie bereits erwahnt, wird das gB- Protein des Herpes Simplex Virus nicht
gespalten (Tab. 5). Von anderen Mitgliedern dieser Subfamilie, dem Bovinen
Herpesvirus und dem Pseudorabies Virus wurde zudem beschrieben, dass
die proteolytische Spaltung des gB nicht notwendig fur die Vermehrung in
Zellkultur ist (Blewett & Misra, 1991, Kopp et al, 1994). Diese
Beobachtungen sind nicht ohne Einschrankungen auf b- Herpesviren zu
Ubertragen, da die Glykoproteine von Mitgliedern verschiedener herpesviraler
Subfamilien funktionell nicht gleichzusetzen sind.

Weiterhin wurde berichtet, dass gB- Proteine von a- Herpesviren innerhalb
ihrer eigenen Subfamilie austauschbar sind, nicht jedoch die Funktion des
homologen Proteins eines Mitglieds anderer Subfamilien ersetzen kénnen
(Kopp et al., 1994). Dies weist darauf hin, dass funktionelle Unterschiede
zwischen den verschiedenen gB- Homologen vorhanden sind. Zudem weicht
die Gesamtzahl und Verteilung der viralen Glykoproteine innerhalb der
Familie der Herpesviren voneinander ab; so sind z.B. bei a- Herpesviren
weit mehr Glykoproteine identifiziert worden als bei HCMV. Im Herpes
Simplex Virus ist dartber hinaus die infektionsrelevante Hauptoberflachen-
komponente der Virionen nicht das gB- Protein, sondern das Glykoprotein D,
welches bei b- Herpesviren nicht vorkommt. Beim Epstein Barr Virus ist das
Glykoprotein gp250/350 Hauptbestandteil der Virionen; das gB- Homologe
befindet sich bei diesen Viren nicht in der Virushulle. Somit ist die mangelnde
Austauschbarkeit der gB- Homologen innerhalb der herpesviralen
Subfamilien vermutlich darauf zurickzufihren, dass die Funktionen der
Glykoproteine wahrend der Infektion unterschiedlich verteilt sind, bzw. dass
bei b- Herpesviren im ¢gB- Protein Funktionen, die sonst anderen
Komponenten zufallen, vereint sind.

Die proteolytische Spaltung des gB- Proteins von HCMV spielt in diesem

Zusammenhang offenbar jedoch keine Rolle.
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8.2.2 Die Rolle der proteolytischen Spaltung bei Fusionsprozessen

Die Furinspaltung ist bei Glykoproteinen anderer Viren, wie z.B. dem
Hamagglutinin des Influenzavirus und dem gp120 des HIV als notwendiger
Schritt zur Aktivierung ihres endogenen Fusionspotentials und damit als
essentiell fur die Infektiositat beschrieben worden. Im Falle des
Influenzavirus liegt das Hamagglutinin- Molekul als Trimer in der Virushulle
vor. Die Viruspartikel werden von der Zelle endocytiert und eine Absenkung
des pH- Wertes in den Endosomen bewirkt eine Konformationsanderung des
Hamagglutininmolekils. Dadurch wird das hydrophobe Fusionspeptid
exponiert wird und die Fusion der Virus- mit der Endosomenmembran
eingeleitet. Unterbleibt die Prozessierung des Molekils durch Furin, kann
dieser Vorgang nicht stattfinden. Herpesviren hingegen werden nicht
endozytiert, sondern fusionieren mit der Plasmamembran der Wirtszelle.
Zudem liegt das Glykoprotein B in der Virusmembran nicht als Trimer,
sondern als Dimer vor. Darlber hinaus besitzt es kein klassisches
Fusionspeptid, welches nach Spaltung und Konformationséanderung
exponiert werden und zum Fusionsprozess beitragen koénnte. Die hier
beschriebene Beobachtung, dass die Spaltung des HCMV- gB nicht
notwendig ist fur die Infektiositdt des Virus zeigt, dass das Modell der
proteolytischen Aktivierung eines Fusionspeptides wie beim Influenza-
Hamagglutinin flir Herpesviren nicht zutrifft.

Diese Aussage wird durch die Vorstellung untermauert, dass die gB-
Homologen der Herpesviren eine Rolle bei der Transportknospung der
Kapside durch die innere Kernmembran infizierter Zellen spielen. Die bei
diesem Vorgang durch die innere Kernmembran knospenden Kapside
gelangen dabei in den perinuklearen Raum und erhalten eine temporare
Lipidhtlle, die von der inneren Kernmembran abgeleitet ist. In diesem
Kompartiment befinden sich die gB- Homologen der Herpesviren, weshalb
ihnen eine Rolle bei der anschliessenden Fusion mit der &ausseren
Kernmembran zur Freisetzung der Kapside ins Cytoplasma zugeschrieben
wird. Die gB- Proteine gelangen auf einem retrograden Transportweg vom

Endoplasmatischen Retikulum in die innere Kernmembran, ohne zuvor den
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Golgiapparat passiert zu haben. Daher liegt das gB- Protein am Ort der
Transportknospung ungespalten vor. Sollte es also an diesem
Fusionsprozess beteiligt sein, kann die proteolytische Spaltung hierbei keine
Rolle spielen.

8.2.3 Mdgliche Bedeutung der proteolytischen Prozessierung von HCMV- gB

Die ausgepragte Konservierung der Prozessierung des Glykoproteins B
verbunden mit der Beobachtung, dass sie in vitro nichtessentiell ist, lasst auf
eine Rolle im infizierten Wirtsorganismus schliessen.

Die Spaltung des gB- Proteins und die daraus resultierende Konformation
kénnte eine mechanische Stabilisierung des Virions bewirken, was ohne den
entsprechenden Selektionsdruck im Zellkultursystem nicht zum Tragen
kommt. Es ist auch denkbar, dass die Spaltung des gB- Proteins zu einer
Konformation fuhrt, die in vivo fur die Erkennung von Rezeptoren bestimmter
Zelltypen notwendig ist.

Die jetzt vorhandene Mutante des HCMV mit nicht spaltbarem gB ertffnet die
Maoglichkeit, Studien zur Relevanz der Spaltung fur den Zelltropismus
durchzufihren. Es lassen sich auch eine mogliche pH- oder
Temperaturabhangigkeiten der Infektion in Zellkultur untersuchen.

Ein geeignetes Tiermodell fur HCMV, in dem diese Hypothese in
Wechselwirkung mit dem Wirtsorganismus gepruft werden kdnnte, existiert
jedoch nicht.

Mit Einschrankung kénnte das ebenfalls zu den b- Herpesviren gehérende
Maus- Cytomegalievirus (MCMV) ein entsprechendes System darstellen, um
die Rolle der proteolytischen Spaltung des gB- Proteins in vivo zu

untersuchen.
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8.3 Die Virusmutante HCMVsINM: das Lokalisationssignal fur die innere
Kernmembran

8.3.1 Das Aminoséauresignal DRLRHR ist in infizierten Zellen nicht relevant

fur die Lokalisation des gB in der inneren Kernmembran

Das Aminosauresignal DRLRHR am &ussersten Carboxyterminus des gB-
Proteins wurde in vorangegangenen Arbeiten sowohl als notwendig, als auch
als hinreichend fur die Lokalisation des Molekils in der inneren
Kernmembran beschrieben (Meyer & Radsak, 2000).

Aufgrund der Lokalisation der gB- Homologe aller Herpesviren in diesem
Kompartiment existiert die Vorstellung, dass das Molekdl eine Rolle bei der
Transportknospung der Kapside durch die nukledren Membranen spielt
(Radsak et al., 1990) (vgl. 8.2.2).

Die Aminosauresubstitution (DRLRHR => AALREE), die im heterologen
Expressionssystem eine Lokalisation des Molekiuls in der inneren
Kernmembran verhindert, erwies sich im ,Ein- Zyklus- Replikations-
Komplementations- Assay*“ als nichtessentiell fir die Replikation des Virus.
Die Aussage wurde durch Herstellung einer HCMV- BAC- Mutante mit der
entsprechenden Mutation bestatigt (BACSINM). Bei der Uberpriifung der gB-
Expression zeigte sich, dass in Mutanten- infizierten Zellen ausschliesslich
das mutagenisierte gB- Protein vorhanden war.

Nach der Isolierung von Kernen infizierter Zellen und anschliessender
Immunfluoreszenz zeigte sich weiterhin das unerwartete Ergebnis, dass das
gB der HCMVsSINM- Mutante spat nach Infektion in der inneren
Kernmembran lokalisiert war. Zudem war die Menge des gB in diesem
Kompartiment im Vergleich zum Wildtyp nicht reduziert. Die Eigenschaften,
die dieses Aminosauresignal nach transienter solitarer Expression zeigt, ist
also nicht Ubertragbar auf die Situation im Zusammenhang einer
Virusinfektion.

Die Vorstellung zur Lokalisation des gB- Proteins in der inneren
Kernmembran ist, dass es durch konstitutive laterale Diffusion entlang der
Membranen des Endoplasmatischen Retikulums in die &ussere
Kernmembran und von dort Uber die Membranverbindung an den Kernporen

vorbei in die innere Kernmembran gelangt. Fur die Retention des Proteins in
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diesem Kompartiment wird eine Interaktion mit Proteinen des Nukleoplasmas
oder der inneren Kernmembran vermutet (Meyer & Radsak, 2000). In den
Studien, die an solitar exprimiertem gB- Protein gemacht wurden, muss eine
zellulare Komponente hierfur verantwortlich sein.

Das abweichende Ergebnis im Infektionszusammenhang kann so
interpretiert werden, dass fur die Retention in der inneren Kernmembran spat
nach Infektion ein virales Protein verantwortlich ist, welches das gB- Molekiil
in diesem Kompartiment zuriickhalt. Fur diese Wechselwirkung muss eine
andere Domane des cytoplasmatischen Anteils verantwortlich sein als das
Aminosauresignal DRLRHR (Meyer & Radsak, 2000). Folgeexperimente, in
denen die Lokalisation des gB- Proteins zu verschiedenen Zeitpunkten nach
Infektion untersucht wird, kénnten Aufschluss dariber geben, wann nach
Infektion eine Akkumulation des gB in diesem Kompartiment zu beobachten
ist. So koénnten die moglichen viralen Interaktionspartner entsprechend ihrer
individuellen Expressionskinetik eingegrenzt werden.

Die Frage, ob die Lokalisation des gB in der inneren Kernmembran Einfluss
nimmt auf die Transportknospung der Kapside, kann mit dieser Virusmutante

nicht beantwortet werden.

8.3.2 Die Verédnderung des Aminosauresignals DRLRHR bewirkt eine

Attenuierung der Virusmutante

Obwohl sich die HCMVsINM- Mutante nur durch vier Aminosauren vom
Wildtypvirus unterscheidet, zeigt sie eine signifikante Attenuierung. Der
Replikationszyklus ist um mindestens 24 Stunden verzogert und die Menge
der freigesetzten infektiosen Tochtervirionen ist um etwa eine
Grossenordnung reduziert.

Der Transport des veradnderten gB- Proteins durch den Golgiapparat an die
Zelloberflache verlief korrekt, hinsichtlich der Expression und der
subzellularen Lokalisation waren jedoch Unterschiede zum authentischen
Protein zu beobachten.

In der indirekten Immunfluoreszenz war die Expression des Proteins
verglichen mit dem Wildtyp mit einer Verzbgerung von 24 Stunden
nachzuweisen, auch die typische subzellulare gB- Lokalisation im Golgi trat
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erst 24 Stunden spater als im Falle des Wildtyps auf. Die cytopathische
Veranderung der infizierten Zellen war zudem deutlich geringer als die von
Wildtyp- infizierten Zellen. Darlber hinaus war die Gesamtmenge des
exprimierten  gB-  Proteins  deutlich  vermindert.  Biochemische
Quantifizierungen, z.B. nach radioaktiver Markierung und anschliessender
Immunprazipitation in Folgeexperimenten kdnnten das Mal dieser Reduktion

im Vergleich zu anderen viralen Proteinen genauer beschreiben.

Ultrastrukturelle Untersuchungen der HCMVSsINM- infizierten Zellen zeigten
im Vergleich zu Wildtypvirus- infizierten Zellen eine Anh&ufung von nicht
umhdllten Kapsiden im Cytoplasma. Ebenfalls auffallig war die Akkumulation
der elektronendichten ,dense bodies”, welche das Tegumentprotein pp65
enthalten. Die normale Situation in HCMV- infizierten Zellen ist, dass spét
nach Infektion die Kapside an Membranen des Tubularen Endosoms oder
des Transgolgi- Netzwerkes eine doppelte Lipidhille erhalten und aus der
Zelle ausgeschleust werden. Das abweichende Bild bei der HCMVsINM-
Mutante lasst sich dahingehend interpretieren, dass der Schritt der
Reifungsknospung in diesen Zellen inhibiert oder verzégert ist. Die
Akkumulation der nackten Kapside im Cytoplasma und auch die starke
Anhaufung des Tegumentproteins konnte dadurch erklart werden.

Eine Behinderung der Reinternalisierung des gB von der Zelloberflache in
Vesikel des Tubularen Endosoms durch das veranderte Aminoséauresignal ist
auszuschliessen, da die daraus resultierende Akkumulation des Proteins an
der Zelloberflache nicht beobachtet werden konnte.

Moglicherweise  behindert das verdnderte  Aminosauremotif des
cytoplasmatischen Anteils die korrekte Interaktion mit einem der viralen
Tegumentproteine, wodurch der Prozess der Umhillung gestort wird.

Unter Berlcksichtigung der Beobachtung, dass die Expression des gB-
Proteins vermindert ist, ware auch denkbar, dass das gB- Protein fir diesen
Schritt der Transportknospung limitierend ist, besonders da das gB- Protein
die Hauptkomponente der viralen Hulle darstellt.

Ein Aspekt, der bei der verminderten gB- Expression eine Rolle spielen
kbnnte, ist die fur ein Strukturprotein ungewdhnliche zweigeteilte
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Expressionskinetik des Proteins selbst. Es wurde gezeigt, dass bereits 24
Stunden nach Infektion ein gB- Transkript gebildet wird (Smuda et al., 1997),
wohingegen Transkripte anderer viraler Strukturkomponenten (auch das des
gB- Homologen des Herpes Simplex Virus) erst nach dem Einsetzen der
Replikation der Virus- DNA spat im viralen Infektionszyklus gebildet werden.
Der Hauptanteil der gB- Transkription folgt dann einer spaten Kinetik. Auch
das frih exprimierte gB konnte in der inneren Kernmembran nachgewiesen
werden (Smuda et al., 1997). Uber die Funktion dieses frithen gB kann daher
spekuliert werden, dass es durch seinen im Nuklepolasma lokalisierten
cytoplasmatischen Anteil Einfluss nimmt auf die Regulation der viralen
Genexpression, moglicherweise sogar die der eigenen.

Es ist denkbar, dass zu diesem friihen Zeitpunkt der Expression, an dem die
meisten viralen Proteine noch nicht synthetisiert sind, die Ergebnisse des
heterologen Expressionssystems (Meyer & Radsak, 2000) zutreffend sind
und eine Interaktion mit einem zellularen Faktor Gber das Aminosauresignal
DRLRHR erfolgt.

Kernlokalisationsexperimente des gB der HCMVSINM- Mutante bei
gleichzeitiger Inhibierung der viralen Polymerase und der dadurch
ausbleibenden Expression spater Gene kdonnten Aufschluss dariber geben,
ob unter diesen Bedingungen eine Retention des gB- Proteins in der inneren

Kernmembran ausbleibt.

Eine andere Erklarungsmoglichkeit fur die Reduktion der gB- Expression
kénnte die Veranderung der Gensequenz selbst sein. Im Gegensatz zum
,Ein- Zyklus- Replikations- Komplementations- Assay*, in dem der Effekt des
Proteins selbst untersucht wird, ist beim Einbringen der Mutation in das
Virusgenom eine Beeintrachtigung der cis- aktiven Bereiche nicht
auszuschliessen. Der offene Leserahmen des gB (ORF UL55) Uberlappt mit
dem Promotorbereich der benachbarten Polymerase (ORF UL54). Die
Position der Mutation des Lokalisationssignals befindet sich im Bereich der
5¢ nichttranslatierten Region des Polymerasetranskripts (Smuda et al.,
1997). Funktionelle Bereiche dieser Sequenz fir die Regulation der
Expression sind in diesem Abschnitt der mRNA bislang nicht beschrieben. Es

besteht jedoch die Mdéglichkeit, dass durch die Mutation der Export, die
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Stabilitat oder die korrekte Expression der Polymerase- mRNA gestort ist.
Ein solcher Polymerasedefekt wiirde sich auf die Expression aller spaten
Gene auswirken. Diese Hypothese liesse sich durch Quantifizierung der
synthetisierten Virus- DNA und verschiedener spat exprimierter Proteine
Uberprifen. Auch Studien, in denen der Promotor und der 5¢
nichttranslatierte Bereich mithilfe eines Reportergens, wie z.B. Luciferase

untersucht werden, kbénnen diese Frage beantworten.
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