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1. EINLEITUNG

1.1 Die Familie der Herpesviridae

Die Familie der Herpesviridae umfasst gegenwadrtig ca. 100 Viren, die bei zahlreichen
Wirbeltieren vorkommen. Nur 8 Herpesviren sind bekannt, fir die der Mensch der nattrliche
Wirt ist (96). Die humanen Herpesviren sind des Herpes Simplex Virus Typ 1 (HSV-1) und Typ
2 (HSV-2), das Varizella Zoster Virus (VZV), das Epstein-Barr-Virus (EBV), die humanen
Herpesviren 6 und 7 (HHV 6, HHV 7), das Kaposi-Sarkom-assoziierte Virus oder humanes
Herpesvirus 8 (HHV 8), und das humane Zytomegalievirus (CMV). Die taxonomische
Unterteilung in die drei Subgruppen, die Alpha-, Beta- und Gammaherpesvirinae, basiert
vornehmlich auf dem biologischen Verhalten und der Struktur des Genoms. Alphaherpesvirinae
(ua. HSV-1, HSV-2 und VZV) haben eine kurze Replikationszeit als gemeinsames
Charakteristikum; Betaherpesvirinae (u.a. CMV, HHV-6 und HHV-7) kénnen sich nur langsam
vermehren, und Gammaherpesvirinae sind typischerweise lymphotrop (u.a. EBV und HHV-8)
(130). Diese Dbiologische Einteilung entspricht nicht immer den genetischen
Verwandtschaftsbeziehungen. Zum Beispiel sind HHV-6 und HHV-7 ebenso lymphotrop,
werden jedoch aufgrund der engen genetischen Verwandtschaft zum CMV den Betaherpesvirinae
zugeordnet (48). Unter allen Herpesviren zeigen Betaherpesvirinae die groRte Speziesspezifitat

(119).

1.2 Die Struktur eines Herpesvirus

Morphologische Struktur eines Herpesvirus. Herpesviruspartikel haben ein charakteristisches
Aussehen: Sie bestehen aus einem ikosaederférmigen Kapsid von 100 nm Durchmesser (97),
welches die doppelstrangige lineare DNA enthélt und von einer amorphen, proteinhaltigen
Matrix umgeben wird. Dieses sogenannte Tegument ist wiederum von einer Lipidmembran

umgeben, auf der die oberflachlichen Glykoproteine zu finden sind. Kapsid, Tegument und

-1-



Lipidmembran ergeben zusammen das Virion. Reife Virionen haben eine GroRe zwischen 150
und 200 nm. Sie enthalten etwa 30 Polypeptide mit einer Masse von 20 bis tber 200 kDa.

Die dreidimensionale Struktur zeigt ein Kapsid, welches aus Triplexen, Pentons und Hexons
zusammengesetzt ist und auf einer ikosaederformigen Gitterstruktur beruht (32). Das Tegument
besteht aus 960 filamentdsen Untereinheiten, welche mit den Triplexen, Pentons und Hexons des

Kapsids interagieren. Abbildung 1..

Abbildung 1. Elektronische Rekonstruktion von CMV.
Darstellung der elektronischen Rekonstruktion von Dichtewerten (Kryoelektronenmikroskopie) von
nukledren B-Kapsiden von SCMV (Simian CMV) in einer 2,2 nm —Auflésung (dullere Oberflache); Bild

aus (149), Seite 2185, Fig. 3.

Genomische Struktur eines Herpesvirus. Herpesviridae sind DNS-Viren, deren
doppelstrangige DNS nach Isolation aus dem Virion als lineares Molekil vorliegt, welches aus
zwei kovalent gebundenen Segmenten besteht, der langen (L) und der kurzen (S) Region (131). L
besteht aus einer nur einmal vorkommenden Sequenz (engl. unique sequence; abgekirzt U,),
welche von einem Paar repetitiver, invers orientierter Elemente (engl. terminal repeat; abgekrzt
TR, bzw. engl. internal repeat; abgekirzt IR,) flankiert wird. In gleicher Weise besteht S aus den

Bereichen IR, U und TR.. Abbildung 2. Jeder Terminus besitzt eine Uberhangresidue mit einer
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freien 3 "Hydroxylgruppe. Die Residue spielt bei der Zirkularisation der DNA eine entscheidende
Rolle (106). Diese Struktur, urspringlich bei HSV-1 und EBV nachgewiesen, ldsst sich auch fiir

CMV nachweisen (160).

TR_

HeMv  [—» [ «— [f———]

Abbildung 2. Schematische Darstellung Genomstruktur von humanem Zytomegalievirus HCMV.

(nach McGeoch). Abkirzungen siehe Text.

Man bezeichnet die Genomstruktur des HCMV als Klasse E Genom. Es besteht aus zwei
Komponenten U, und U, die auch invertiert vorliegen kénnen, so dass sich vier Sequenzisomere
ergeben (104). Diese Inversionen werden durch die repetitven Sequenzen vermittelt, welche sich
an den Enden des Genoms und an den L-S-Verbindungsstellen befinden (77). Zytomegalieviren
anderer Spezies inklusive Maus (MCMV) und Ratte (RCMV) haben weniger komplexe repetitve
Sequenzen und zeigen keine genomischen Inversionen (Klasse A Genom) und somit nur ein
genomisches Isomer.

Vollstandige Sequenzen liegen fur das HCMV Genom (31), das CMV von Ratte (151), das CMV
von Rhesusaffe (RhCMV) (63), als auch das MCMV Genom (125) vor. Bei HCMV besteht das
Genom aus 229.354 Basenpaaren (bp) mit einem vergleichsweise hohen G+C Gehalt von 56%.
U, ist 169.972 bp lang und U 35.418 bp. Das MCMV Genom ist 230.278 bp gro3 und hat einen
G+C Gehalt von 58,7%. Man findet bei HCMV 208 theoretisch denkbare offene Leseranmen
(ORF) und bei MCMYV 170 ORFs, von denen 78 starke Homologie zu den HCMV OREFs zeigen.
Der Konvention nach werden die zu HCMV Homologen MCMV ORFs mit einem grof

geschriebenen ,M*““gekennzeichnet (z.B. M32 von MCMYV als Homolog zu UL32 von HCMV),



wéhrend die nicht homologen ORFs mit einem klein geschriebenen ,m*“markiert werden (z.B.

m165 von MCMV).

1.3 Genexpression beim Zytomegalievirus

Die drei Phasen der Genexpression. Nach Infektion werden die CMV Gene in drei
unterscheidbaren Phasen exprimiert, die als sehr frihe (engl. immediate early, abgekirzt 1E), frihe
(engl. early, abgekiirzt E) und spate Phase (engl. late, abgekurzt L) bezeichnet werden (95). Die
Replikation verlduft langsam, so dass erst nach 48-72 h neu synthetisierte Virionen entdeckt
werden konnen und das Umschalten von E nach L etwa 24-36 Stunden p.i. erfolgt (143). Die
Expression der Gene wéhrend des Infektionszyklus ist komplex und vielfaltig reguliert. Sicher ist,
dass Expression von E- Phase- Genen abhangig ist von 1E- Genprodukten, welche die E- Gen-
Promotoren transaktivieren konnen (144). 1E- Genprodukte zeigen sich 1h p.i., kdnnen durch
zelluldre Faktoren wie zyklisches Adenosinmonophosphat in ihrer Expression stimuliert werden,
und zeigen eine Autoregulation durch negative Feedback Inhibition, &hnlich wie man es auch von
HSV-1 kennt (43). Die Produktion von IE- Genen ist obligat fur die Transition in die E- bzw. L-
Phase (51). E-Gene kénnen im weiteren Verlauf der Expression herab reguliert werden oder aber
auch in einer spaten Phase des Infektionszyklus noch transkribiert werden.

Die immediate early Phase. Die erste Phase der Transkription (IE) beginnt gleich nach dem
Eintritt des Virus in die Wirtszelle und ist unabhéngig von viraler de novo Proteinsynthese. Daher
findet die IE Transkription auch unter Anwesenheit von Proteinsyntheseinhibitoren wie
Cycloheximid statt (146). Bei HCMV werden zwei genetische Elemente (IE-1 und 1E-2) der IE
Transkription von einem ,major IE promoter““(abgekirzt MIEP) kontrolliert und mindestens 3 I1E
RNAs transkribiert (99): 1E-1 kodiert einen offenen Leserahmen fur ein 72kDa Protein (IE72;
ORF UL123). IE-2 Transkripte unterliegen mehreren Splei3- Mechanismen, was zu einem 55

kDa Protein (IE55; ORF UL 122) und zu einem 86kDa Protein (IE86; ORF UL 122) fiihrt (142).



Bei MCMV sind die ie-1 (m123) und ie-3 (m122) Produkte die Analoga zu HCMV IE-1 und IE-
2. Zusétzlich wird ein drittes Genprodukt ie-2 Uber einen unabhangigen Promoter transkribiert,
und zwar gegensinnig zu ie-1 und ie-3. ie-2 kodiert fir ein gespleiStes 1,7 kb Transkript ohne
bekannte Funktion und ohne Sequenzhomologie zu HCMV. Die Deletion von ie-2 bewirkt keine
Anderung der Virusreplikation sowohl in vitro als auch in vivo (92) .

Die early Phase. Die zweite Phase E folgt der IE Phase und ist abhangig von der Expression
eines oder mehrerer IE Gene, die E Promotoren transaktivieren kdnnen. Insbesondere
Genpromotoren fur DNA Replikation werden aktiviert (139).

Die late Phase. Die spate Phase der Infektion wird vornehmlich von Gen- Transkripten
dominiert, die in Strukturproteine (Tegument, Hulle) tbersetzt werden (53). Der Nomenklatur

entsprechend werden diese als L Gene bezeichnet.

1.4 Klinische Bedeutung des humanen Zytomegalievirus

Die Zytomegalie als morphologisches Phdnomen ist seit anndhernd 100 Jahren bekannt (129).
Die Bedeutung von HCMV hat in den vergangenen 25 Jahren durch die Zunahme von
transplantierten Patienten und die Ausbreitung der erworbenen Immunschwdacheerkrankung
AIDS dramatisch zugenommen. Solche Patienten zeigen eine Prédisposition fiir eine
Neuinfektion mit CMV sowie geh&uft ein Auftreten einer Reaktivierung einer latenten Infektion,
die zu einer schweren, lebensbedrohlichen Erkrankung werden kann. Die Primdrinfektion mit
HCMV kann vertikal und horizontal erfolgen. Die natlrliche horizontale Transmission geschieht
uber engen Korperkontakt durch Korpersekrete, die vertikale Transmission kann konatal nach
Infektion einer seronegativen Mutter und perinatal wenige Tage nach Niederkunft erfolgen (45).

Horizontale HCMV Infektion. Die horizontale HCMV Infektion verlduft beim
Immunkompetenten entweder asymptomatisch oder als mildes, der Mononukleose a&hnliches

Krankheitsbild mit Fieber und Hepatitis, wie es als sog. Posttransfusionssyndrom seit 1966 nach



Bluttransfusionen bekannt st (4). Die Infektiositat einer Transfusion ist mit der
Leukozytenfraktion der Blutspende assoziiert: CMV lasst sich in Granulozyten und Monozyten
des Spenders nachweisen (157). 40-79 % der Blutspender aus Industrienationen sind seropositiv
fur HCMV, in Entwicklungsldndern gar 81-100 % (124). Zur Prévention werden die
Transfundate leukozytendepletiert (135). Beim Immunsupprimierten zeigen sich dagegen die
typischen Krankheitsmanifestationen der Zytomegalie, wie sie von der WHO 1996 definiert
worden sind (100): Pneumonie, Enteritis, Hepatitis, Retinitis, Enzephalitis, Polyradikulitis und
Graft-versus-Host  Erkrankung. Bei Transplantatempfangern ist HCMV die am hé&ufigsten
auftretende Virusinfektion, und fast alle seropositiven Empfénger reaktivieren HCMV post
transplantationem; seronegative Empfanger haben eine 85,1%-ige Chance fiir eine manifeste
Primdrinfektion (121).

Bei sehr schlechtem Immunstatus im Rahmen der Immunschwéchsekrankheit AIDS
(fortgeschrittenes Stadium mit < 50 CD4-Zellen) kann eine Reaktivierung der CMV-Infektion zu
einer Retinitis fihren. Die CMV-Retinitis war friher eine hdufige AIDS-Erkrankung, an der bis
zu 30 % der Patienten erblindeten; heute ist sie eher eine Ausnahme. Sie tritt vor allem bei
unbehandelten Patienten auf, die nicht selten erst im Rahmen dieser Manifestation als HIV-
infiziert diagnostiziert werden (73). Andere Manifestationen einer disseminierten CMV-Infektion
bei AIDS Patienten sind seltener, kdnnen aber jedes Organ betreffen. Eine Hepatitis in
Assoziation mit einer (u.U. hamorrhagischen) Pneumonie, eine ulzerosen Osophagitis, eine

Kolitis oder eine Enzephalitis sind am hdufigsten beschrieben wurden.

Vertikale HCMV Infektion. Die vertikale HCMV Infektion ist mit 02 — 2% aller
Lebendgeburten die haufigste pranatale Virusinfektion (123). Von diesen Kindern zeigen ca. 10%
Manifestationen einer  kongenitalen HCMV- Infektion:  Ikterus, Hepatosplenomegalie,
h&morrhagische Diathese, ZNS- Erkrankungen, zerebrale Kalkablagerungen, Pneumonie. Viel

héufiger allerdings ist die perinatale HCMV- Infektion ca. 10 Tage post partem, die mit einer



Pneumonie, einer Hamorrhagie und einer Hepatitis der HCMV Erkrankung gleicht, die

erwachsene AIDS-Patienten entwickeln (38).

1.5 Klinische Laboratoriumsdiagnostik einer HCMV Infektion

Die WHO Leitsymptome reichen fir die Diagnose einer Zytomegalie nicht aus. Zur
einwandfreien Verifizierung sind konfirmierende Labormethoden notwendig. Mit dem Nachweis
von virusspezifischen Antikorpern im Serum als einfachstes Verfahren konnen 1gG, IgM und die
insbesondere die bei AIDS Patienten diagnostisch wertvollen IgA Antikérper nachgewiesen
werden (158). Der direkte Virusnachweis erfolgt an Zentrifugationskulturen von humanen
Fibroblasten (133), heute vor allem aber immunzytologisch im Blutausstrich anhand des viralen
Strukturantigens pp65 an Leukozyten (7). Ein weiteres sensitives Verfahren in der
Friiherkennung ist die Bestimmung der genomischen Aquivalente in Vollblut, Plasma oder Serum

mittels quantitativer PCR Verfahren (115) (siehe auch Kapitel 4.2.2).

1.6 Primar- und Sekundéarprophylaxe und Therapie der HCMV
Erkrankungen

Bis heute steht noch keine geeignete HCMV-Vakzine zur Verfugung. Durch die Latenzbildung,
die Reaktivierung und den chronischen Verlauf ist die Impfung mit attenuierten Stdmmen
problematisch (118). Es konnte aber gezeigt werden, dass Vakzine mit Oberflachenproteinen
(z.B. pp65) virusstammspezifische neutralisierende Antikorper erzeugen (54).

Bei Hochrisikopatienten kann prophylaktisch Aciclovir (ACV) oder Ganciclovir (GCV) gegeben
werden. Wegen der einfacheren Applizierbarkeit haben sich die oralen Formen Valaciclovir und
Valganciclovir ebenfalls bewdhrt (93). Ein adoptiver Ansatz ist die Gabe von HCMV-
spezifischen CD8+-Klonen bei knochenmarkstransplantierten Patienten; alle auf diese Weise
therapierten Patienten entwickelten weder eine HCMV-Virdmie noch eine Zytomegalie (155).
Therapeutisch wirksam sind vor allem das Nukleosidanalogon GCV, das Pyrophosphatanalogon

Foscarnet (PFA) und das Nukleotidanalogon Cidofovir (HPMPC oder CDF). GCV wird durch
-7 -



UL97 (Phosphotransferase) zu GCV-5Zmonophosphat aktiviert und verdréngt als solches
Deoxyguanosintriphosphat von UL54 (DNA-Polymerase). Der Einbau von GCV-Triphosphat
fuhrt zum Kettenabbruch bei der viralen DNA- Synthese (152). PFA ist ein direkter
Polymeraseinhibitor und muss nicht aktiviert werden (79). Auch CDF ist nach Phosphorylierung

ein Deoxyguanosintriphosphat-Kompetitor an UL54 und fuhrt zu DNA- Kettenabbriichen (34).

1.7 Assemblierung von Zytomegalievirus - Partikeln

Durch die gesteuerte Kaskade der Genexpression wird sichergestellt, dass Strukturproteine zum
Ende eines produktiven Infektionszyklus produziert werden. Proteine des Kapsids werden zum
Zellkern transportiert, wo sie sich zu immer reiferen Kapsiden zusammenfigen, die als A, B oder
C bezeichnet werden. Nur C Kapside enthalten DNA (85). Aus dem Nukleus ausgeschleuste C
Kapside erhalten im trans-Golgi-Netzwerk eine Umhdallung mit viral kodierten Glykoproteinen
und werden so ein reifes Virion (132). B Kapside kdnnen ebenso eine Hillle erhalten und werden
dann als non-infectious enveloped particles, abgekiirzt NIEP, bezeichnet (72). Alternativ kann sich auch
nur das Matrixprotein mit dem Molekulargewicht von 65 kDa in groRere sphérische Strukturen
assoziieren und zu einem ,gense body““umhullt werden. Abbildung 3. Es ist bisher unklar, in
welchem Umfang NIEPs und dense bodies bei der Infektion eines Wirts freigesetzt werden. Sie
sind jedoch nicht infektios, weil sie keine DNA enthalten. Dense bodies wurden in Zellen, die mit
murinem CMV infiziert worden sind, nicht beobachtet. Die Reifung dieses Virus ist statt dessen

mit der Ausbildung von Multikapsid-Virionen assoziiert (159).
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Abbildung 3. Schematische Darstellung der Zusammensetzung einzelner Virusproteine zum Virion bei
HCMV

(mit Darstellung der Schritte, an welchen unreife Partikel umhullt werden kénnen)

1.8 Die Dissemination des Zytomegalievirus in vivo: Murines CMV
als Modell

Die einzelnen Schritte der CMV Infektion in vivo sind bis heute noch nicht vollstandig
verstanden. Die Transmission bendtigt engen Kontakt und erfolgt durch Korpersekrete,
inshesondere durch Speichel (67). Die Ubertragungsmechanismen sind unterschiedlich: bekannt
ist eine intrauterine Ubertragung mit der Folge einer kongenitalen Infektion, eine perinatale
Ubertragung durch infektdses Scheidensekret im Geburtskanal, Muttermilch, infiziertes Blut,
Blutprodukte und Knochenmark sowie eine Ubertragung im Rahmen von sexuellen Kontakten.
Die Pravalenz der Durchseuchung mit CMV wird je nach in Betracht gezogener Population sehr
unterschiedlich mit 40-100% angegeben. In Deutschland liegt sie ungeféahr bei 50%. Nach der

Infektion verteilt sich CMV - am ehesten vermittelt durch phagozytierende Zellen - ber die



Blutbahn in verschiedene Organe, wie Lunge, Leber, Milz, Speicheldriisen und Gehirn (137).
Uber Monozyten / Makrophagen konnen Endothelzellen infiziert werden (154). Diese werden
nach einer Infektion groB3, losen sich vom GefaR ab und fuhren so zu einer weiteren
Virusdissemination (57). Die strikte Speziesspezifitat erlaubt eine Infektion von Versuchstieren
mit HCMV nicht. Daher verwendet man Zytomegalieviren von rodentiae (Maus, Ratte,
Meerschwein) als ein Modellsystem fiir die HCMV Infektion. Insebsondere fur die Beantwortung
von Fragen, die nicht in einer klinischen Studie untersucht werden kdnnen, hat sich das MCMV
Modellsystem als probates Werkzeug herausgestellt (24). Unter den CMVs von Tieren ist MCMV

das am besten untersuchte Virus.

1.9 Mutagenese von murinen Zytomegalieviren

Altere Verfahren der Mutagenese. Durch das Einbringen genetischer Alterationen in das
untersuchte Genom und die Betrachtung des daraus resultierenden Ph&notyps gewinnt man ein
tiefes Verstdndnis tber die Funktion einzelner Gene (23). Die Verwendung von Chemikalien als
Mutagene zur Gewinnung von temperatursensitiven Virusmutanten ist ein seit 30 Jahren
bekanntes, klassisch genetisches Verfahren (134). Die Interpretation der so gewonnenen
Ergebnisse ist schwierig und mihsam. Zum einen mul3 die generierte Mutation erst gefunden
werden, zum anderen mussen Zweitmutationen ausgeschlossen werden, um den kausalen
Zusammenhang zwischen Einzelmutation und Phdnotyp beweisen zu kdnnen. Durch
Verwendung des wirtseigenen zelluldaren Rekombinations- und Reparaturapparates lassen sich
Mutationen in eukaryontischen Zelllinien ortspezifisch einflihnren (sog. Site-directed mutagenesis)
(107), solange die Mutante angereichert und gereinigt werden kann. Dieses Verfahren kann
misslingen, wenn die Mutante einen Selektionsnachteil, z.B. ein Wachstumsdefizit, aufzeigt. Mit
Cosmiden kdnnen auch in Prokaryonten Mutationen generiert werden und nach Co-Transfektion
in linearisierter Form wieder zu einem kompletten Virusgenom zusammengesetzt werden

(166),(42).

-10 -



Mutagenese mit homologer Rekombination in E.coli. Mit der Verwendung des gesamten
viralen Genoms als BAC (bakterielles artifizielles Chromosom) macht man es der genetischen
Technologie zugénglich, die fir E. coli zur Verfiigung steht. Das BAC Prinzip basiert auf dem F-
Faktor von E. coli, dessen Replikation scharf kontrolliert wird (136). Das F-Plasmid liegt in
bindrer Kopie in der bakteriellen Zelle stabil vor und kann bis zu 600.000 bp DNA umfassen
(98). Zur Herstellung eines MCMV-BAC wird die BAC Kassette mit viraler DNA in
eukaryontischen Zellen co-transfiziert und mittels site directed mutagenesis in das virale Genom
eingebaut. Nach Expansion der rekombinanten Viren kann die virale DNA geerntet und in E. coli
transformiert werden, wo sie als BAC stabil erhalten wird (1),(19),(103). Restriktionsenzymprofile
zeigen keine Deletionen oder Alterationen in klonierten viralen BAC-Plasmiden. BAC-DNA ist
infektios, so dass Zelllinien transfiziert werden konnen, und flr weitere Replikation kompetentes
Virus regeneriert werden kann. Die Kinetik der Replikation von aus BACs rekonstituiertem CMV
ist nicht unterscheidbar von Wildtypvirus, solange die BAC-Kassette in einen nicht-essentiellen
Bereich des Genoms inseriert wird (153). Der Austausch der Allele bei der weiteren Mutagenese
kann wegen der Grolke der BACs nicht durch Restriktionsenzymverdau und Ligation erfolgen,
sondern erneut durch homologe Rekombination, die jedoch durch die Verwendung von
Verfahren der bakteriellen Genetik einfacher und schneller durchfiihrbar ist als in
eukaryontischen Zellen (siehe auch Kapitel 2.2.5).

Mutagenese durch Insertion eines Transposon. Fir die Analyse der Funktion einzelner Gene
des CMV ist die Herstellung von Mutanten essentiell. Das schiere Grolze des CMV Genoms und
das langsame Wachstumsverhalten machen die Mutagenese mittels homologer Rekombination in
Zellkultur zu einem mihsamen und zeitaufwandigen Prozess (105). Transposons sind mobile
genetische Elemente, die sich selbst in das Genom integrieren konnen. Das Konzept fir die
Verwendung von Transposons zur Mutagenese von MCMV BAC basiert in wesentlichen auf
zwei Punkten: zum einen haben manche Transposons keine Sequenzpraferenz bei der

transpositionellen Insertion (69), zum anderen erzeugen sie meist nur eine einzelne singuldre
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Insertion auf der Ziel DNA (84). Wenn das Transposon in einen offenen Leserahmen inseriert,
kann das zu einer Trunkierung oder funktionellen Inaktivierung des Gens fiihren. Mit der
Technik der direkten Transposon- Mutagenese ertffnet sich eine neue Methode zur raschen
Identifikation von essentiellen und nicht-essentiellen Genen. Sehr gute Ergebnisse erzielt man
durch Verwendung eines modifizierten, temperatursensitiven Tn1721 Transposons, welches mit
hoher Préferenz in Plasmide transponiert (60). Ein Fusion mit pST76a, einem Plasmid mit einem
temperatursensitiven Replikationsmechanismus bewirkt, dass die sog. pTsTM Plasmide nur bei
Temperaturen von 30°C replikationsfahig sind (25). Bei 42°C sind nur solche pTsTM Plasmide
replikationsfahig, die in ein BAC Plasmid transponiert sind, welches auch bei 42° replizieren
kann. Mit der Wahl entsprechender Antibiotikaresistenzen ist es méglich, Bakterienkolonien zu
selektieren, bei der solche Transpositionen stattgefunden haben (siehe auch Kapitel 2.2.6).

Mutagenese mittels ortspezifischer Reinsertion (Site-directed mutagenesis). Anstatt ein
Transposon zu verwenden, welches direkt in ein BAC Plasmid transponiert, ist es auch maglich,
Transposons in ein Behelfsplasmid inserieren zu lassen, welches ein kloniertes (virales) Gen tragt,
das analysiert werden soll. Geeignet fir ein solches Verfahren ist Tn7, welches Insertionen von
15 bp im Behelfsplasmid hinterlasst (15). Damit lassen sich Bibliotheken von unterschiedlichen
Mutanten eines einzelnen Gens herstellen. Zur Reinsertion des (mutierten) Behelfsplasmids in
das virale Genom kann man sich der FLP Rekombinase bedienen, wenn zuvor entsprechende
Erkennungsstellen (FRT-site) in das Behelfsplasmid bzw. das BAC kloniert worden sind. FLP
Rekombinase vermittelt die ortsspezifische Rekombination zwischen den FRT Stellen und
vereint so das BAC mit dem Behelfsplasmid (26). Dabei wird in aller Regel das mutierte Gen an
ektoper Stelle reinseriert. Reinseriert man das mutierte Gen in eine Deletionsmutante, kann mit
dieser Methode gepruft werden, ob und in wie weit die Wildtyp-Funktionalitat wieder hergestellt
werden kann. Weil unter Umstdnden 100 und mehr unterschiedliche Mutanten des Gens zur
Verfugung stehen, kann zudem analysiert werden, welche Abschnitte des Gens fiir seine

Funktion von besonderer Bedeutung sind.
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1.10 Rekombinante sezernierbare Markerproteine

Fur CMV gibt es kein nachweisbares Reporterprotein. Wie zuvor erortert ist MCMV ein
etabliertes System zur Untersuchung einer CMV Infektion in vivo. Um die Virusaktivitat von
infizierten M&usen wahrend der Primérinfektion, der Latenz und der Phasen der Reaktivierung zu
bestimmen, mussen Tiere getotet und die Virustiter in verschiedenen Organen bestimmt werden
(75). Es gibt kein Reporterprotein, welches von infizierten Zellen sezerniert wird und so die
sequenzielle Uberwachung der Virusproduktivitat im selbenVersuchstier ermdglicht.

HBsAg als Reporterprotein. Ein ideales Reporterprotein sollte sensitiv sein und leicht
quantifizierbar. Dies trifft zum Beispiel fir das Oberflachenantigen des Hepatitis B Virus
(HBsAg) zu, welches vom S Gen dieses Virus kodiert wird. Durch die Insertion in Vaccinia
konnte die Promotorregion der RNA Polymerase des Vacciniavirus charakterisiert werden, indem
HBsAg im Uberstand gemessen wurde (6). Durch Einbau in die E3 Region von Adenovirus Typ
5 konnte HBsAg sowohl in vitro als auch in vivo sezerniert werden und so ein neuartiges
Hamstermodell zur Analyse der Immunogenitdt von Adenovirus etabliert werden (111). Der
Einbau in Vacciniavirus bewirkt eine Immunogenitdt von HBsAg in Mdusen (81). Die Detektion
von HBsAg mittels ELISA ist hochspezifisch.

SEAP als Reporterprotein. Die die Messung einer Enzymaktivitdt konnte sensitiver und
quantifizierbarer sein als die Bestimmung eines Antigentiters. Die sezernierbare alkalische
Phosphatase (SEAP) wird als ein hochsensitiver Reporter fir Transfektionsexperimente in
Zellkultur verwendet (36). SEAP ist ein Derivat der alkalischen Phosphatase der Plazenta
(PLAP), welche an Position 489 trunkiert wurde und so effizienter sezerniert wird als PLAP (10).
PLAP ist ein Protein, welches nur bei héheren Primaten und beim Menschen gefunden wird. Sie

kann von osséren und intestinalen Formen der alkalischen Phosphatase unterschieden werden,
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weil PLAP bei 65°C resistent gegentiber einer Inaktivierung ist, und zudem eine Resistenz gegen
die inaktivierende Substanz L-Homoarginin aufweist (35). Ihre Detektion basiert auf einem
Chemolumineszenzverfahren mit 1,2-Dioxethan, was eine etwa 1000-fach héhere Sensivitat mit
sich fiihrt als fluorometrische Verfahren (16). SEAP ist sowohl als Reporter in vitro als auch als
Reporter in vivo brauchbar einzusetzen (148). SEAP konnte nach direkter Injektion eines
Expressionsvektors in den M. tibialis cranialis von C57B1/6 Mausen noch 3-28 Tage p.i.

nachgewiesen werden (11).

1.11 Fragestellung und Zielsetzung

Da die Speziesspezifitat der Zytomegalieviren eine experimentelle Infektion von Versuchstieren
mit HCMV ausschlieRt, wird seit geraumer Zeit MCMV als ein praktisches Modellsystem fur die
Analyse der CMV-Infektion in seinem Wirt verwendet. Nach Inokulation des Versuchstieres lasst
sich der Verlauf der akuten MCMV-Infektion und der Reaktivierung durch die Bestimmung von
Virustitern in verschiedenen Organen ermitteln. Dies erfordert zum einen den Einsatz einer
grofRen Zahl von Versuchstieren, zum anderen besteht keine Mdglichkeit einer intraindividuellen
Betrachtung. In der vorliegenden Studie wird ein Gen fir ein sezernierbares Markerprotein in das
MCMV-Genom eingeftigt. Mit Hilfe von Markern wirde sich die Virusaktivitat einfach und
quantitativ in Serumproben infizierter Mause messen lassen. Mittels quantitativer PCR sollte die
Anzahl zirkulierender MCMV Virionen im Blut erfassbar werden. Damit liel3e sich der Verlauf

der Infektion in ein- und demselben Tier auf einfache Weise beobachten und quantifizieren.

Nur wenige der offenen Leserahmen von CMV sind essentiell fur eine Virusvermehrung in
Zellkultur. Die Funktion der vielen entbehrlichen MCMV- Gene liegt wahrscheinlich in der
Virus-Wirt-Interaktion. Fir das Verstdndnis der CMV-Pathogenese ist daher die Identifizierung
solcher entbehrlicher Gene entscheidend. Die weitere Analyse der Funktion eines einzelnen Gens

ist leichter, wenn das Fehlen des Gens einen verdnderten Phéanotyp hervorruft. Die
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Untersuchung von Mutantenbibliotheken verspricht dabei besondere Chancen fir das Auffinden
von Genen, welche messbar die Pathogenitat beeinflussen. Fur diesen Zweck konnten
Bibliotheken von MCMV-Transposonmutanten effektiv eingesetzt werden. Nach dem Prinzip

der klassischen Genetik ist kann dann vom Phénotyp auf den Genotyp geschlossen werden.
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2. MATERIALIEN UND METHODEN

2.1  Materialien

Alle verwendeten Chemikalien stammten von den Firmen Sigma (Deisenhofen) und Merck
KGaA (Darmstadt), soweit nicht anders angegeben. Petrischalen und Zellkulturplatten stammten

von den Firmen Greiner (Frickhausen) oder Nunc (Wiesbaden).

2.1.1 Chemikalien und Lésungen

Agarose; Roth GmbH & Co., Karlsruhe

AmpliTaq Gold DNA Polymerase; Applied biosystems, Foster City, CA, USA

Antibiotika Ampicillin, Chloramphenicol, Kanamycin, Strpromycin, Tretracyclin; Gibco Life
Technologies GmbH, Eggenstein

Blood & Cell Culture DNA Mini Kit; QiaGen GmbH, Hilden

Cycloheximid (Actidion, beta -(3', 5' —Dimethyl -2' -oxocyclohexyl) —2 -hydroxyethylglutarimid),
Phosphonoacetat, Actinomycin D; Merck KgaA

DNA-Molekulargewichtsmarker VII1I; Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Eisessig; Merck KGaA

EDTA; Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

Ethanol (absolut); Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Ethidiumbromid; Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Expand™ Hi Fidelity DNA Polymerase; Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Fetales Kélberserum (FCS); Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
D-Glukose; Merck KGaA

Great EscAPe ™ SEAP Chemoluminescence Assay; Clontech Laboratories Inc., Palo Alto, CA,
USA
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dNTP-Mix 10 mM; Life Technologies, Karlsruhe

Glycerin 60%; Merck KGaA

Glutaraldehyd 25 %; Merck KGaA

Hefe Extrakt; Roth GmbH & Co.,, Karlsruhe,

Isopropanol; Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Kaliumchlorid (KCI); Merck KgaA

Klenow-Enzyme und Klenow-Enzyme Puffer, sequencing grade; Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim

LB broth [Sigma L3022]

Luria Broth (Miller) [SIGMA L3397]

Magnesiumchlorid (MgCl,); Merck KGaA

Mercaptoethanol; Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

Methanol p.a.; Merck KGaA

MF-Millipore Membranfilter 25 mm Durchmesser, 0,1 um; Millipore GmbH, Schwalbach
Natriumchlorid (NaCl) reinst p.a.; Merck KGaA

Natriumkakodylat-3-hydrat (=Natriumcacodylat, Dimethylarsinsure Na-Salz Trihydrat); Merck
KGaA

ORTHO® HBsAg System 2; Ortho-Clinical Diagnostics, Inc., Raritan, NJ, USA
US License 1236

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol; Sigma

Proteinase K; Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

QIAGEN Plasmid Maxi Kit; QiaGen GmbH, Hilden

QIAprep Spin Miniprep Kit; QiaGen GmbH, Hilden

QIAquick Gel Extraction Kit; QiaGen GmbH, Hilden

Restriktionsenzyme und Puffer; New England Biolabs, Schwalbach, Deutschland

Restriktionsenzyme und Puffer; Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
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RNAse A aus Rinderpankreas; Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Rinderserumalbumin (BSA); Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
TagMan Universal PCR Master Mix; Applied biosystems, Foster City, CA, USA
TRIS; Merck KGaA

Tryptone; Merck KGaA

Sacherose, Merck KGaA

SuperFect Transfection Reagent, 1,2 ml; QiaGen GmbH, Hilden

2.1.2 Medien und Puffer

CN-Puffer. Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, NaCl 100 mM, Igepal NP40 = CA630 1 %.

DMEM —Medium. (Dulbecco 3 Modified Eagle Medium), 500 ml; Fa. Gibco-Invitrogen

Einfriermedium. 70 ml RPMI —Medium (s.u.), 20 ml FCS, 10 ml DMSO

Kakodylatpuffer 0,1 M. 10,7 g Na-Kakodylat ad 500 ml ag. Dest.,0,1 M HCl ad pH7,2 —7,4

Ladepuffer fir Agarosegele. 1 mM EDTA + 50% Glycerin + 0,25 % Orange G

LB-Medium flr bakterielle Kulturen. 10 g Tryptone; 5 g Hefeextrakt (Yeast Extract); 8 g NaCl ad

1000 ml Ag. dest. Oder LB-broth [SIGMA L3022] 20 g ad 1000 ml Ag. dest. Die Lésung wird in
250 ml Duranglasflaschen aliquotiert und fur 15 min. bei 121 °C autoklaviert.

PBS —Phosphate Buffered Saline, 500 ml, Fa. Gibco-Invitrogen

RPMI —Medium komplett mit L-Glutamin, 500 ml, Fa. Gibco-Invitrogen

S1-Losung fir DNA-Extraktion aus Bakterien. 50 mM Glukose; 25 mM TRIS; 20 mM EDTA:

pH 8,0

S2-L6sung fur DNA-Extraktion aus Bakterien. 0,25 mM NaOH; 1% SDS

S3-L6sung fur DNA-Extraktion aus Bakterien. 3 M KOAc, pH 5,5

SOC-Medium fiir bakterielle Kulturen. Luria Broth (Miller) [SIGMA L3397] 1.55 g; 250 mM KCI 1

ml; 2 M MgCl2 0.5 ml; 1 M Glukose 2 ml ad 100 ml Ag. dest. Die Losung wird in 25 ml

Duranglasflaschen aliquotiert und fir 15 min. bei 121 °C autoklaviert
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TAE-Puffer (Laufpuffer fur kleine Agarosegele). 40 mM Tris-Acetat; 1 mM EDTA; pH 8,0
TBE-Puffer (Laufpuffer fur groRe Agarosegele). 90mM Tris-Borat; 1 mM EDTA,; pH8,0
TE-Puffer. 10 mM Tris; 0,1 mM EDTA, pH 8,0

TES-Puffer. 50 mM Tris, 20 mM NaCl, 5 mM EDTA, pH 8,0

2.1.3  Primer

Hind E forward 19-mer AAGGCCAACTCGTTAACCG

Hind E reverse 19-mer TTGTTGCCTCGAAACATACG

M13 forward 23-mer GCCGCTGTAAAACGACGGCCAGT

M13 reverse 23-mer GGCCGCAGGAAACAGCTATGACC

lel/4fwd 21-mer TGACCTAAACTCCCCAGGCAA

lel/4rev 21-mer TAGGTGAGGCCATAGTGGCAG

le1/4p [FAM]-TGCGGCACGCTCATCTAGTGCGT-[TAMRA]-p

Glralfwd 20-mer AGCGGTTTGCCTGTTCTTTG

Glralrev 21-mer CGAGTGAAGGGTAACGAGCAG

Glralp [VIC]- TGCTTACTGCACTCCCCGCAAAATG-[TAMRA]-p
2.1.4 Plasmide

pACYC177 New England Biolabs, Schwalbach, Deutschland

pBK-CMV Stratagene, La Jolla, CA, USA

pCOMX M. Messerle, Medizinische Fakultat der Universitdt, Halle/Saale

pMBO96 M. Messerle, Medizinische Fakultat der Universitdt, Halle/Saale

pSBC1 H. Hauser, GBF-Gesellschaft fur Biotechnologische Forschung mbH,

Braunschweig
pSBC2 H. Hauser, GBF-Gesellschaft fur Biotechnologische Forschung mbH,
Braunschweig
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pSBC2-SEAP H. Hauser, GBF-Gesellschaft fur Biotechnologische Forschung mbH,

Braunschweig

pREP4 Invitrogen GmbH, Karlsruhe

pSL301 Invitrogen GmbH, Karlsruhe

pST76K _rpsL M. Messerle, Medizinische Fakultat der Universitdt, Halle/Saale
pTsTM16 Wolfram Brune, Wirzburg

2.1.5 Bakterienstamme und Zellen

Prokaryontische Zellen.

E.coli XL1-Blue, Fa. Stratagene, Heidelberg

E.coli DH5q,, eigener Bestand des Instituts

E.coli DH10B, eigener Bestand des Instituts

E.coli CBTS, eigener Bestand des Instituts

Eukaryontische Zellen.

NIH 3T3, murine Fibroblasten, American Type Culture Collection CRL1658

MEF, murine embryonale Fibroblasten von BALB/c Mé&usen, eigener Bestand des Instituts

2.1.6  Geréate und Hilfsmittel

ABI 7700 Sequence Detector; Applied biosystems, Foster City, CA, USA

Agarosegel Elektrophorese Kammer ,MIKRO““ von horizontal systems; LTF Labortechnik,
Wasserburg

Agarosegel Elektrophorese Kammer ,MAXI 11““von horizontal systems; LTF Labortechnik,
Wasserburg

Begasungsbrutschrank Heraeus BB6060; Kendro Laboratory Products, Hanau

CCD Kamera Eagle Eye® Il mit 100 V UV-Lichtquelle und Thermoprinter; Stratagene, La Jolla,

CA, USA
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Cell Scraper®, Costar, Cambridge; Grof3britannien

Cryotube®, USA Scientific Inc.; Ocala, FL, USA

Cytofluor 11 Fluorescence Multiwell Plate Reader; Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Elecsys® 1010 Elektrochemilumineszenzleser; Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Eppendorf-Reaktionsgefale (1,5 ml, 0,7 ml); Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg,
Deutschland

Falcon- Tubes; Becton Dickinson, San Jose, USA

Fuchs-Rosenthal-Z&hlkammer aus Glas

GeneAmp® 9700 PCR System; Applied biosystems, Foster City, CA, USA

Gene Pulser® I Elektroporationssystem fur E. coli; Biorad Laboratories GmbH, Miinchen
Gene Pulser® Il Elektroporationsystem fir E. coli; Biorad Laboratories GmbH, Minchen
Gewebekulturflaschen und —schalen; Greiner GmbH, Frickenhausen

Homogenisator nach Dounce (aus Glas)

Inkubatoren fur Bakterien mit Schuttelfunktion; verschiedene Hersteller

Kuhlzentrifuge Biofuge primo R; Heraeus Instruments, Gera

Kivette weit; Biorad Laboratories GmbH, Miinchen

Kuvette (4,5 ml) schmal; Coulter-Immunotech-Diagnostics, Krefeld

Magnetrihrer; MLW Rihrgeratewerk Medingen, Sitz Freital

Lichtmikroskop Olympus CK 2; Olympus Europe Optical Co. GmbH, Hamburg
Lichtmikroskop Olympus CKX41; Olympus Europe Optical Co. GmbH, Hamburg
Lichtmikroskop Plympus BX50-51; Olympus Europe Optical Co. GmbH, Hamburg

96er und 24er Mikroliterplatten (MTP); Greiner Labortechnik GmbH, Frickenhausen,
Mikrowelle Typ M 633; Samsung electronics GmbH, Steinbach

Pipetten Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH; Hamburg, Deutschland

Power Pack Basic Power Supply Stromquelle fir Nukleinsdureelektrophoresen; BioRad

Laboratories GmbH, Miinchen
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Prézionswaagen Typ 870-13; G. Kern & Sohn, Albstadt
Thermomixer® comfort; Eppendorf AG, Hamburg
Thermomixer® compact; Eppendorf AG, Hamburg
Transilluminator 2040EV; Stratagene, La Jolla, CA, USA
Zahnstocher aus Holz, sterilisert

Zentrifuge gekihlt Centrifuge 5417 R; Eppendorf AG, Hamburg

Zentrifuge gekihlt Centifuge 5810 R; Eppendorf AG, Hamburg

2.2 Bakterielle Zellkultur

2.2.1 Kultur von E. coli

Fur die Verwendung von Bakterien in spéter folgenden Experimenten (z.B. fiir Transformation)
mussen aliquotierte Kulturen von kompetenten Bakterien bereitgestellt werden. 5 ml einer
Ubernachtkultur des entsprechenden Bakterienstammes wurden zu 40 ml LB-Medium gegeben.
Die Lésung wurde bei 37°C in einem Bakterienschiittler inkubiert bis eine ODg,, von 0,2 erreicht
wurde. Mit dieser Suspension wurden 500 ml frisches Medium angeimpft und unter wiederholten
ODq,, Messungen weiter kultiviert. Sobald eine ODg,, von 0,6 erreicht worden war, wurde die
Kultur 10 min auf Eis abgekihlt und dann 15 min bei 2700 x g und 4°C zentrifugiert. Die
pelletierten Bakterien wurden in 500 ml eiskaltem Ag. dest. aufgenommen, wie oben
abzentrifugiert, in 200 ml Ag. dest. resuspendiert und nochmals zentrifugiert. Das Pellet wurde
dann in 20 ml kaltem 10% Glycerin gelOst, erneut wie oben zentrifugiert und schlieBlich in 1,5 ml
kaltem 10% Glycerin aufgenommen. Portionen von 40 pl wurden, nach kurzer Inkubation auf
Eis, in flussigem Stickstoff schockgefroren und bis zu ihrer Verwendung bei -80°C aufbewahrt.

Bakterienkulturen mit Plasmiden von Interesse, welche bei spateren Analysen wiederverwendet
werden sollten, wurden unter Zugabe von Glycerin bei -80°C haltbar gelagert. Hierflir wurde ein

Aliquot (1,25 ml) der bakteriellen Kultur mit 250 pl Glycerin 60% vermischt und in einem
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Cryotube ® gelagert. Eine Konzentration von 10% Glycerin sollte nicht unterschritten werden.

AnschlieBend wurden die so haltbar gemachten Bakerienstdmme bei —80° eingefroren.

2.2.2 Transformation von E. coli mittels Elektroporation

Fur die Transformation von Plasmid- DNA wurden E. coli-Bakterien verwendet. Fir
Klonierungen wurden die Stamme XL1-blue, DH5a oder DH10B verwendet. Dazu wurden 1 bis
50 ng der zu transformierenden DNA mit 40 pl Losung von kompetenten Bakterien gemischt
und flr 5-10 Minuten auf Eis gestellt, damit eine Anlagerung der DNA an die Bakterien erfolgen
konnte. AnschlieBend wurde die LOsung in eine GenePulser ® Kiivette gebracht und nach
erfolgtem StromstoR (Standardeinstellung R=400 Ohm; U=2,5 Volt; C=25) sofort mit 1 ml
37°C warmen SOC —Medium aufgefillt. Unter leichtem Schiitteln wurden dann die Bakterien
bei 37°C fur 1 h bebritet. AnschlieRend wurden 2 pl bzw. 20 ul bzw. 200 pl der Bakterienkultur
auf Agarplatten ausplattiert und Uber Nacht in einem Brutschrank bei 37°C bebritet. Unter
Beriicksichtigung des entsprechenden Resistenzgens in einzelnen Plasmiden konnten durch
Auswahl des richtigen Antibiotikums, mit dem die Agarplatte zuvor getrdnkt worden war,
transformierte Bakterien, bei denen es zu einer Aufnahme des Plasmides durch Elektroporation

gekommen war, selektioniert werden.

2.2.3 Préparation von Plasmiden aus Bakterien

Zur Verifizierung einer erfolgreichen Transformation wurden 7-14 bakterielle Kolonien von einer
Agarplatte mit einem autoklavierten Zahnstocher gepickt, in je 5 ml LB-Medium unter Zugabe
des entsprechenden Antibiotikums tbergefuhrt und Gber Nacht bei 37°C bebritet. 1,5 ml dieser
Kultur wurden fur 30 sec. bei 5000 g zentrifugiert und in 100 pl S1-L6sung resuspendiert.
AnschlieBend erfolgte die alkalische Lyse der Bakterien durch Hinzugabe von 200 pl S2-Lésung,
kurzes Mischen und Inkubation auf Eis fir 5 Minuten. Es I&sst sich ein Aufklaren der Suspension

durch die erfolgte Lyse beobachten. Durch die Hinzugabe von 200 pl S3-Lésung erfolgte die
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Neutralisierung und die konsekutive Prdazipitation von Zellproteinen und Zellschrott nach
kurzem, kraftigen Schitteln. Nach 5 -mindtiger Zentrifugation wurde der Uberstand
abgenommen. Die darin enthaltenen Nukleinsduren konnten durch Phenol:Chlorophorm
Extraktion extrahiert werden, falls die Verwendung in weiteren Projekten beabsichtigt worden
war (s.u.) oder durch einfaches Ausfallen mit Alkoholen, falls DNA nur fir analytische Zwecke

gewonnen werden sollte (s.u.).

2.2.4 Extraktion von DNA aus Bakterienlysat

Zur Verwendung in weiteren Experimenten (z.B. Sequenzierung, Klonierung, Transfektion) ist
die Gewinnung von reiner DNA mdoglichst ohne Kontamination mit RNA und Protein
notwendig. Dazu wurden nach Zentrifugation zu 500 pl bakteriellem Zelllysat 500 pl
Phenol:Chloroform hinzugegeben. AnschlieBRend wurde das Zentrifugenrdhrchen mehrfach
invertiert und 1 Minute lang zentrifugiert. Es erfolgt eine Auftrennung in eine wassrige Phase
oben (mit darin gelésten Nukleinséuren), einer Interphase mit Proteinprézipitat und einer
phenolischen Phase (mit fettloslichen Bestandteilen) darunter. Die wadssrige Phase wurde
vorsichtig in ein neues Zentrifugenréhrchen tibergefiihrt. Zum gewonnenen Uberstand wurden 1
ul Glykogen und 500 pl Isopropanol gegeben, was nach kréftigem Schitteln zu einer
Préazipitation der Nukleinsduren fiihrte. Durch Lagerung bei —20°C fiir 30 min. konnte die
Prézipitation verstarkt werden. Nach Zentrifugation (30 min., >5000 g) und Dekantieren des
Uberstandes wurde das Pallet mit 300 pl Ethanol gewaschen, zentrifugiert, der Ethanoliiberstand
dekantiert und anschlieRend in einem Thermoblock getrocknet.

Die Resuspension erfolgte durch Aufnahme in 50 pl TE- Puffer unter Hinzugabe von Y2 pl
RNAse A zur Digestion der ebenso extrahierten RNA. Statt TE —Puffer wurde gelegentlich TES
Puffer verwendet.

Mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit ® kann nach Anweisung des Herstellers methodisch

dquivalent DNA mittels alkalischer Lyse gewonnen werden. Die Phenol:Chloroform Extraktion
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und die Féllung mit Isopropanol sind bei dieser Methode redundant, weil mittels einer speziellen
silikatartigen Gel-Membran in Sdulen die DNA bei Anwesenheit chaotroper Salze adsorbiert wird
und anschlieBend mit einem salzarmen Puffer eluiert werden kann. Dieses Kit wurde verwendet,
wenn hochreine DNA flir Sequenzierung oder weitere Klonierung bendtigt wurde. Die erwartete
Ausbeute betragt 20 pg DNA.

Wurde nach Analyse ein bakterieller Klon ausfindig gemacht, der die Zielvorgaben erfillte,
erfolgte die weitere Expansion von 1 ml der entsprechenden Bakterienkultur nach Beimpfung
von 200 ml LB-Medium und Bebriitung bei 37°C lber Nacht. In Analogie zu den oberen
Ausfiihrungen erfolgte im Anschluss daran eine Préparation der Bakterien mittels alkalischer Lyse
mit einem QIAGEN Plasmid Maxi Kit ®, welches eine Ausbeute von bis zu 500 pg DNA
ermaoglicht.

Die Prédparation von BAC- Plasmid- DNA erfolgte durch Zentrifugation (3 min, 1000g) von 10
ml Bakterienkultur (LB-Medium, Uber Nacht Kultur), Resuspension in 1 ml S1-Ldsung unter
Zugabe von 10 pl RNAse A, alkalischer Lyse mit 1 ml S2-Lésung und nach 5 Minuten
Neutralisierung mit 1 ml S3-L6ésung. Nach Kihlung fir 15 min. bei 4°C erfolgte eine erneute
Zentrifugation fir 10 min, und im Anschluss daran eine Extraktion der DNA mit

Phenol:Chloroform und DNA-Fé&llung mit Isopropanol (91).

2.2.5 Mutagenese von MCMV-BAC mit homologer Rekombination in E.coli

In Laborstdimmen von E. coli ist RecA (Rekombinase A) Funktion Ublicherweise inaktiviert, um
die Stabilitat klonierter Sequenzen zu erhdhen. Die RecA vermittelte Rekombination bedarf zum
einen homologe, flankierende Sequenzen von ca. je 2000 bis 3000 bp, zum anderen die
Anwesenheit von Chi Erkennungsstellen (52CCTGGTGG-37 (114). Bei der hier verwendeten
Methode wurde der Bakterienstamm CBTS verwendet (hergestellt durch M. O'Connor,
University of California, Irvine, USA), welcher temperaturabhdngig RecA+ bei 30°C und nahezu

RecA- bei >37°C ist. Damit lasst sich durch die Wahl geeigneter Temperaturbedingungen die
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Rekombinasefunktion ein- und ausschalten. Das Wachstum von E. coli ist bei 30°C bzw. 42 °C

nur attenuiert, jedoch nicht inhibiert.

Als Shuttle- Plasmid wurde pMBO verwendet, welches ein Tetrazyklin-Resistenzgen (pMBO96-

tet) (116) enthélt. Zuvor wurde die gewtinschte Mutation in die Hindlll Schnittstelle des Shuttle-

Plasmids kloniert.

MCMV lag als BAC kloniert in E. coli vor (Stamm CBTS; mit Chloramphenicol- Resistenz). Der

verwendete MCMV-Stamm war MCMV-BAC pSM3fr.

3)

Rekombination I. Mit Elektroporation wurden 100 ng pMBO (mit der gew(inschten
Mutation) in E. coli (Stamm CBTS; mit MCMV-BAC) transformiert, ausplattiert und bei
30°C (RecA+) uber 24 Stunden bebrutet. Das Wachstum erfolgte auf LB- Agar, getrankt
mit Tetrazyklin (abgekurzt tet; 10ug/ml) und Chloramphenicol (abgekirzt cam; 12,5
ug/ml). Bei einem Teil der Klone erfolgte eine Integration des Shuttle- Plasmids in das
MCMV-BAC mittels homologer Rekombination. Abbildung 4 A.

Selektion 1. Nach einem Verdiinnungsausstrich einzelner Kolonien erfolgte die
Bebrutung bei 42°C (RecA-) uber 24 Stunden (LB- Agar, tet und cam Resistenz).
Ausschliel3lich Bakterien, bei denen eine Ausbildung von Kointegraten stattgefunden hat,
bilden Kolonien. Abbildung 4 B.

Testptaparation 1. Es erfolgte eine Prdparation der DNA von gepickten und in LB-
Medium expandierten Kolonien (42°C; 24 h; tet, cam) und eine Bestédtigung der
Kointegration mittels Restriktionsenzymverdau.

Rekombination I1. 200 ml LB-Medium (cam) wurden mit 5 ml Bakterienlésung (mit
Kointegrat) angeimpft und bei 30°C Uber 24 h bebritet; von dieser Kultur wurden an 10
LB- Agarplatten (cam) Verdunnungsausstriche angefertigt und bei 30°C (ber 24 h

bebrutet. Abbildung 4 C und D.
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Testpraparation 1l: Test auf homolgen Austausch. 500 Kolonien wurden auf je 2
Platten numerisch identifizierbar umgepickt. Hierbei wurden die Bakterien zuerst auf die
LB- Agarplatte (tet) und anschlie3end auf die LB- Agarplatte (cam) gebracht.

Weitere Tests. Von tet- sensitiven Kolonien wurde DNA gewonnen und die erfolgte

Rekombination Uberpruft

30°C
RecA* | ( pMBO-tet )

"&“Iﬂaw

MCMV-BAC

pMBOC-tet pPMBO-tet
S I prenng
MCMV-BAC MCMV-BAC

Abbildung 4. Homologe Rekombination in E. coli

A: Darstellung des 1. Schrittes der Rekombination bei 30°C. B: Auf tet/cam LB- Agar sind bei 42°C
ausschlief3lich Kolonien mit Kointegrat vital. C/D: 2. Schritt der Rekombination: Es kann bei einer
Auflésung des Kointegrates entweder wieder Wildtyp oder eine Mutante rekonstituiert werden. Plasmide

schematisch vereinfacht; GroRe entspricht nicht den tatsachlichen Langenverhaltnissen.

2.2.6 Mutagenese von MCMV-BAC mit direkter Transposonmutagenese

Das Plasmid pTsTM16 wurde in E. coli mittels Elektroporation transformiert, in welchem
MCMV als BAC kloniert vorliegt (Stamm MCMV-BAC SMa3fr). MCMV- BAC trgt ein

Resistenzgen fur Chloramphenicol (cam). pTSTM16 trégt eine Resistenzgen flir Kanamycin (kan)
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und fur Ampicillin (amp), wobei das Ampicillin-Resistenzgen nur bei Kultivierung bei 30°

transkribiert wird. Die gesamte Transposition erfolgte in zwei Schritten:

3)

2.3

Transposition. Nach Transformation wurden die Bakterien auf eine mit cam und amp
getrankten LB-Platte bei 30°C Uber 24 h kultiviert. Bei einem Teil der Klone erfolgt die
Transposition in das MCMV-BAC-Plasmid, wobei erwartet wird, dass die Insertionsstelle
grundsétzlich zufallig ist.

Selektion. Nach einem Verdiinnungsausstrich einzelner Kolonien erfolgte die Bebriitung
bei 42°C Uber 24 Stunden (LB- Agar, kan und cam Resistenz). AusschlielRlich Bakterien,
bei denen eine Transposition stattgefunden hat, bilden Kolonien.

Kontrolle. Von den koloniebildenden Bakterien wurde DNA gewonnen und mittels
einer Restriktionsenzymanalyse wurde gepriift, ob eine Transposition stattgefunden hat.
Sequenzierung. MCMV-BAC DNA konnte einer direkten Sequenzierung zugefihrt
werden, weil das Transposon mit Bindungsstellen fiir M13forward und M213reverse Primer

ausgestattet ist (Sequenzierung durch Fa. Medigenomix, Martinsried).

Molekularbiologie

2.3.1 Restriktionsenzymverdau

Rekombinant hergestellte und kommerziell erhéltliche Endonukleasen erkennen spezifische

DNA Sequenzen von 4,5,6 oder mehr Basenpaaren Lange und flhren in dieser Sequenz zu einer

Spaltung der DNA. Damit kénnen z.B. Plasmide liniearisiert oder in mehrere Fragmente

geschnitten werden, um sie mittels Gel- Elektrophorese analysieren zu kénnen. Der Verdau

erfolgte den Vorgaben der Hersteller entsprechend mit der Wahl der richtigen Konzentration an

DNA

und Enzym, des adaquaten Puffers und der passenden Inkubationstemperatur.

Exemplarisch sei hier der Verdau mit EcoRI detailliert dargestellt: Zu 0,5 pug Plasmid DNA (z.B. 5

ul) wurden 2 pl 10-fach Puffer NEB EcoRI (New England Biolabs) und 1 pl EcoRI (New England
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Biolabs, 20.000 U/pl) hinzugegeben, die Lésung anschlielend mit aq. dest. auf 20 pl aufgefullt
und in einem Thermomixer bei 37°C Uber 60 min. inkubiert. AnschlieRend erfolgte die

Auftrennung der Fragmente mittels Gelelektrophorese.

2.3.2 Partieller Restriktionsenzymverdau mittels Enzymverdiinnung

Unter Umstdnden kann es fir die weitere Klonierung notwendig sein, dass eine Spaltung der
DNA nicht an allen Erkennungsstellen erfolgt. Wird der Ansatz mit nur wenig Enzym
durchgeflihrt und nach kurzer Zeit gestoppt, kann erwartet werden, dass nicht alle Spaltungen
vollstdndig erfolgt sind. Hierflr wurden 100 pl Reaktionsmischung (10 ug DNA, 10 ul 10-fach
Puffer ag. dest. ad 100 pl) in 5 ReaktionsgeféaRe aufgeteilt (30ul, 3x20 ul, 10ul) und bei 4°C gekiihlt.
10 U Enzym pro eigesetztes g DNA wurden in das Gefdl? mit 30 pl gegeben und gut
durchmischt. AnschlieBend erfolgte eine Verdinnung durch Weiterreichen von jeweils 10 pl
Mischung (Verdinnungsstufen: 1:1; 1:3; 1.9; 1:27; 1:54) in das darauffolgende Gefal3. Die Gefélie
wurden gleichzeitig fur 15 min. bei 37°C inkubiert und das Enzym wurde im Anschluss an die

Inkubation bei 65°C fiir 20 min. inaktiviert.

2.3.3 Klenow- Enzym Reaktion

Das Klenow- Enzym als groRRes Fragment der DNA- Polymerase |, besitzt nur die 57 3'- Poly-
merase- und die 3'? 5'-Exonuklease- Aktivitat, wahrend die 5?7 3'- Exonuklease- Aktivitat des
urspringlichen Enzyms nicht mehr vorhanden ist. Das Klenow- Enzym katalysiert die
Anlagerung von Mononukleotiden aus Desoxynucleosid-5'-triphosphaten (dNTP) an das 3'-OH-
Ende einer Primer/ Template- DNA (147). Die Anwendung der Klenow- Reaktion kann sinnvoll
sein, wenn eine Ligation nicht komplementérer DNA-Enden bei einer Klonierung notwendig ist.
Der Inkubationsansatz in 50 pl Ansatzvolumen erfolgte mit 5 ul dNTP (10 mM), 5 ul Klenow-

Puffer (10 -fach, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim), ca. 40 pg DNA (40 pl) und 2 Einheiten
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Klenow- Enzym (1ul). Die Inkubation erfolgte bei 37°C fur 30 min., gefolgt von einer

Inaktivierung des Klenow- Enzyms bei 69°C fur 30 min.

2.3.4 Gelelektrophorese in Agarosegel

Zur Darstellung der klonierten / extrahierten DNA erfolgte die Auftrennung mittels
Gelelektrophorese in Agarosegel. Durch Interkalation von Ethidiumbromid und DNA kann
diese unter UV-Licht (300 nm) sichtbar gemacht werden. Weil durch die Visualisierung bei 300 pl
photobleichende Effekte resultieren und DNA Strangbriiche die Folge sein konnen, erfolgte die
Visualisierung von DNA zur weiteren Praparation unter 254 nm UV —Licht. Die sichbaren
Banden wurden fotografiert und auf Fotopapier gedruckt. Die Konzentration des Agarose- Gels
wurde in Abh&ngigkeit von der erwarteten BandengrdRe gewahlt: 0,3 % bei 5-60 kb, 0,8 % bei 1-
10 kb und 2 % bei 0,1-3 kb. Die Agarose wurde mit 100 ml TAE-Puffer vermischt und in einer
Mikrowelle bei 90°C gelést. Nach Abkihlen auf 45-50°C wurde 1 pg/ml Ethidiumbromid
hinzugefiigt und die Agarose in die Elektrophoreseschale gegossen. Nach Festwerden wurde das
Gel in die mit TAE Puffer gefillte Elektrophoresekammer gelegt und pro Tasche wurden ca. 10-
500 ug DNA gegeben (10 pul DNA-Losung und 3 pl Ladepuffer). Die Auftrennung der
polyanionischen DNA erfolgte durch Anlage einer 110 V Gleichstromspannung bei 100 mA. Die
Dauer der Auftrennung ist abhéngig von der GrofRe der DNA-Fragmente: 1-10 kb: 1 Stunde; 10-
30 kb: 18 Stunden. Fur die 18 Stunden- Gele wurde TAE durch TBE ersetzt. Sollte die DNA aus
einer Bande weiterverwendet werden, so wurde diese unter UV-Licht mit einem Skalpell aus dem
Agarose- Gel herausgeschnitten und mit dem QIlAquick Gel Extraction Kit ® nach Vorgabe des

Herstellers extrahiert.

2.3.5 Ligation von DNA Fragmenten an gedffnete Vektoren

Die T4 DNA Ligase katalysiert die Bildung einer Phosphodiesterbindung benachbarter 5~
Phosphat- und 3 ”Hydoxylenden in doppelstrangiger DNA. Man kann mit der T4 DNA Ligase
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gerade DNA Enden ohne Uberhang und kohésive Enden verbinden (128). Die T4 DNA Ligase
bendtigt ATP, welches im entsprechenden kommerziell erhéltlichen Puffer bereitgestellt wird.
Fur einen Ansatz (Ansatzvolumen 20 pl) wurde versucht, 0,1 puM bis 1uM Vektor DNA zur
Verfligung zu stellen. Das Insert wurde in mehrfach héherer Konzentration bereitgestellt: 2 pl
Vektor-DNA, 7 pl Insert- DNA, 2 pl Ligase- Puffer, 1 pl Ligase (40.000 U/ml) ag. dest. ad 20 pl.
Die Inkubation erfolgte tGber Nacht bei Raumtemperatur. Anschlielend wurde durch Zugabe
von 20 pl Phenol:Chloroform die DNA vom Protein abgetrennt und die wassrige Phase auf
einem MF- Millipore® Membranfilter gegen destilliertes Wasser 45 min. lang dialysiert.

AnschlieBend konnte eine Transformation von Bakterien mit der dann salzfreien DNA erfolgen.

2.3.6 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR erfolgte nach Vorgaben des Herstellers. Im PCR Reaktionsgefal? (Ansatzvolumen 50 pl
bzw. 100 pl) wurden je 10 pmol Primer (1 pl), 5 bzw. 10 pl 1:10 Puffer, 4 pyl 10 mM dNTP- Mix
und 0,75 U Tag- Polymerase gegeben. Es erfolgte ein Ansatz mit unterschiedlichen Template-
Konzentrationen in Verdinnungsstufen von 1.2, 1.5 und 1:50. Die Magnesiumchloridmenge
wurde ebenfalls unterschiedlich titriert: 0,5 mM, 1,0 mM, 1,5 mM, 2,0 mM, 2,5 mM.
Temperaturprofil und Amplifikation mit 35 Zyklen nach Initialdenaturierung (5 min bei 95°C):
Denaturierung : 30 sec (95°C); Annelierung: 30 sec (57°C); Amplifikation: 54 sec (72°C)

Bei Amplifikation zu Klonierungszwecken wurde die Zahl der Zyklen auf 30 reduziert.

2.3.7 Quantitative PCR mit TagMan™ Technologie

Die TagMan™ Technologie nutzt das Prinzip des homogenen Assays, bei der Amplifikation und
der Nachweis des PCR Produktes simultan in einem Reaktionsgefal? erméglicht wird. Sie nutzt
die 523 ”Exonukleaseaktivitat der DNA Polymerase zur Hydrolyse einer eines DNA- Oligomers
(Reportersonde), welches an dessen 57 Ende einer fluorogener Farbstoff (FAM: 6-Carboxy-
Fluorescein) kovalent gebunden ist (70). Im polymerisierten Zustand wird die Fluoreszenz durch
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die rdumliche Né&he des Quenchers (TAMRA: 6-Carboxy-tetramethyl-rhodamin) verhindert,
welcher an das 3ZEnde der Reportersonde als Ersatz flr ein terminales T synthetisiert wurde.
Durch Registrierung des so entstehenden Fluoreszenzspektrums online I&sst sich die Menge an
Genéquivalenten quantitativ erfassen. Durch die Verwendung von zwei verschiedenen
Reportersonden mit unterschiedlichen fluorogenen Farbstoffen mit unterschiedlichem
Fluoreszenzverhalten (FAM; VIC) kdnnen zwei Amplifikate gleichzeitig hergestellt und analysiert
werden. Fur MCMV erfolgte die Amplifikation eines Abschnittes des Exon 4 des iel Gens mit
21-mer Primern (FAM- Reporter). Als zelluléares Kontrollgen wurde ein Abschnitt vom Gen des
murinen Glutamatrezeptors 1 (glral) mit 20-mer Primern vervielfaltigt (V1C- Reporter).

Die Reaktion erfolgte in 30 pl Reaktionsvolumen mit 15 pl TagMan Universal PCR Mastermix,
jeweils 6 pmol Primer und Reportersonde und 5ul Template- DNA in einem ABI 7700 DNA-
Analysator als 2-Schritt PCR. Temperaturprofil und Amplifikation mit 45 Zyklen nach initialer
Denaturierung (10 min bei 95°C): Denaturierung 15 sec (95°C); Annelierung und Amplifikation
60 sec (60°C). Die Quantifizierung erfolgte durch Vergleich mit einer zu jedem Ansatz neu
ermittelten Standardkurve, die durch serielle Verdiinnung von bakterieller DNA bzw. von DNA
aus murinen Zellen erstellt worden war. Fur die Negativkontrollen diente DNA von nicht

infizierten Zellen bzw. es erfolgten Reaktionsansatze ohne Hinzugabe von Template.

2.4 Eukaryontische Zellkultur

2.4.1 Kultur von NIH 3T3 Fibroblasten und murinen embryonalen Fibroblasten

Murine embryonale Fibroblasten (MEF) von BALB/c Maé&usen wurden in Dulbecco3
modifiziertem Eagle Medium (DMEM) kultiviert, welches mit 10 % fetalem Kélberserum (FCS)
versetzt wurde. NIH 3T3 Fibroblasten wurden in DMEM Medium kultiviert, welches mit 5 %

Serum von neugeborenen Kalbern (NCS) versetzt wurde.
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Die Passagierung erfolgte durch Absaugen des Mediums und tberschichten der Zellen mit 0,1
Trypsinldsung, anschlielend sofortigem Wiederentfernen der Losung und Inkubation bei 37°C
fur 5 min.. Danach wurden die Zellen in frischem Medium resuspendiert und im Verhaltnis von
1:3 in neue Zellkulturschalen umgesetzt.

Zur Lagerung in flussigen Stickstoff wurden Zellen 24h nach der letzten Passagierung
trypsinisiert, in DMEM Medium resuspendiert, abzentrifugiert (350g) und in 4° kaltem
Einfriermedium (mit 10% DMSO) resuspendiert. Anschlielend erfolgte eine stufenweises
Abkiihlen durch Lagerung bei —20°C (4h) und -70°C (24h) und Verbringen in fllssigen

Stickstoff. Der Auftauvorgang erfolgte in einem 37°C Wasserbad.

2.4.2 Rekonstitution von Virus

Die Rekonstitution von mittels homologer Rekombination hergestellten MCMV-Mutanten und
von Wildtyp-MCMV erfolgte durch Transfektion von BAC-DNA mit dem Superfect
Transfection Reagent ™ (STR) nach Angaben des Herstellers. Dazu wurden 5 ug BAC-DNA mit
100 ul DMEM-Medium und 10 pl STR inkubiert und der Dendrimer-DNA-Komplex auf 3x10°
NIH-3T3 Fibroblasten gebracht. Nach 4 Stunden wurden die Zellen mit PBS gewaschen und wie
ublich kultiviert. Die Rekonstitution von MCMV-Transposon-Mutanten erfolgte durch
unmittelbare Inokulation von NIH-3T3-Zellen (24 h nach letzter Passage) mit einem invasiven
E. coli-Stamm. Dazu wurden 50 pl einer Ubernacht-Bakterienkultur (LB-Medium) auf die Zellen
gebracht und bei 350 g fur 3 Minuten zentrifugiert und anschlieBend 90 Minuten lang inkubiert.
AnschlieBend wurden Medium / Bakterien abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschen und mit
frischem DMEM Medium fur weitere 48 h kultiviert.

Fur die Herstellung von Virus-Stammlésungen wurden Zellen infiziert und bei Vorliegen eines
weitgehend vollstdndigen zytopathologischen Effektes die Fibroblasten mit einem Zellschaber
von der Kulturschale abgeschabt. Der Uberstand mit den Zellen wurde in Zentrifugenréhrchen

aufgenommen. Es erfolgte eine Zentrifugation bei 500 g in einer Kihlzentrifuge (15°C) und die

-33-



Resuspension des Pellets in 2 ml DMEM Medium. AnschlieBend wurden die Zellen in einem
Homogenisator nach Dounce durch 10-20—maligen Kolbenhub aufgeschlossen und bei 1000g
bei Raumtemperatur fiir 10 Minuten abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in 100 pl Portionen
aliquotiert und bei —70°C gelagert. Die Virusmenge im Stock wurde mittels Titration von NIH-
3T3 Fibroblasten in 96-well-Platten in PFU quantifiziert. Jede Quantifizierung erfolgte im

Triplikat.

2.4.3 Semiquantitative licht- und fluoreszenzmikroskopische Analyse des

Wachstumsverhaltens von MCMV —Virusmutanten

NIH3T3 Fibroblasten wurden in 6-well Platten im Verhéltnis 1:12 gesplittet und fiir 24 h in
DMEM Medium ohne Zugabe von Antibiotika im Zellkultur-Brutschrank bei 37°C kultiviert. 1
ml LB-Medium (unter Zugabe von Kanamycin und Chloramphenicol) wurde mit E. coli des
Stammes DH10b (mit [mutiertem] MCMV-BAC und Invasionsplasmid) inokuliert und bei 42°C
uber 24 h unter hoch sterilen Bedingungen (keine Glasware, autoklavierte Einwegartikel, sterile
Handschuhe) expandiert. 10 pl dieser Bakterienkultur wurden nochmals tber 24h in 1 ml LB-
Medium expandiert, um die Menge an Bakterieninokulat fiir alle Stdmme konstant zu halten. 50
ul dieser bakteriellen Ubernacht-Kultur wurden unmittelbar auf die NIH3T3 Fibroblasten
gegeben und die Zellen fur 3 min bei 350 g zentrifugiert; anschlieBend wurde das
Zellkulturmedium abgesaugt, die Zellen wurden mit PBS gewaschen und neues Medium wurde
hinzugegeben.

Jede Schale wurde in 10 Sektoren unterteilt und der zytopathologische Effekt wurde jeweils nach
96 Stunden unter dem Lichtmikroskop (plague, Abk. PL) sowie unter dem Fluoreszenzmikroskop
(cell cluster, Abk. CC; isolated infected cell, Abk. I1C) fiir jeden Sektor isoliert beurteilt. Nach 96 h
Stunden wurden die Zellen im Verhdltnis 1.6 gesplittet, flr weitere 48 h inkubiert und der

zytopathologische Effekt wurde erneut beurteilt (144 Stunden-Wert). Es erfolgte eine weitere
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Passagierung der Zellen, eine dritte Inkubation flr 72 Stunden und die erneute Beurteilung (216

Stunden-Wert).

2.4.4 Quantitative Aussagen zur MCMV-Replikation: Wachstumskurven an
Fibroblastenkulturen

Am Tag vor Infektion wurden Zellen in 6-well Platten in Verhéltnis 1:8 gesplittet. Etwa 1-6 10°
NIH 3T3 Fibroblasten wurden mit einer MOI von 0,1 PFU/Zelle (MOl = multiplicity of
infection) mit MCMV inokuliert. Nach 2 Stunden wurde das Medium abgenommen, die Zellen
wurden mit PBS gewaschen und neues Medium wurde hinzugeftigt. 4 und 7 Tage p.i. wurde der
Uberstand aliquotiert und mittels eines Plaque- Assays auf 3T3-Fibroblasten gemaR (127)
quantifiziert. Hierfiir wurden jeweils am Tag vor einer Aliquotierung der Uberstande 96-well

Platten mit 1:12 gesplitteten Zellen angesetzt. Jede Quantifizierung erfolgte im Triplikat.

2.45 Zuordnung der Genexpression von MCMV-Insertionsmutanten zu den

MCMV-Expressionsphase

Zum Nachweis der Sekretion der Marker-Proteine in vitro wurden frische Fibroblastenkulturen
(1:6 passagiert; 24 h bebritet) in 6-well Platten mit einer gereinigten, titrierten Viruspréparation
mit einer MOI von 1,0 infiziert. Nach zweifacher Zentrifugation (2 x 15 min; 350 g) wurde das
Medium mitsamt dem Uberschiissigen Virus abgewaschen (Zeitpunkt 0 Stunden). AnschlieRend
wurden vom Kulturiiberstand Aliquots von 200 pl nach 3, 8, 16, 24, 32 und 40 Stunden
entnommen (,late“c Expression). Fur die ,immediate early“* Expression wurden die Zellen vor
Infektion mit frischem Medium mit 50 pg/ml Cycloheximid behandelt (1h Inkubation); nach der
Infektion und Zentrifugation wurde erneut Cycloheximid-haltiges Medium hinzugegeben (0
Stunden-Wert) und die Zellen fur drei Stunden bebrutet. AnschlieBend wurden 10 pg/ml
Actinomycin D hinzugegeben (3-Stunden-Wert), 1 Stunde inkubiert, das Medium abgesaugt und

durch neues Medium mit Actinomycin D aber ohne Cycloheximid ersetzt (4-Stunden-Wert).
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Vom Uberstand wurden Aliquots von 200 pl nach 4 weiteren Stunden (8-Stunden-Wert) sowie
nach 16 Stunden abgenommen. Fir die ,garly“= Expression wurden die Zellen vor Infektion mit
frischem Medium mit Phosphonoacetat behandelt (1h Inkubation); nach der Infektion und
Zentrifugation wurde erneut Phosphonoacetat-haltiges Medium hinzugegeben (0 Stunden —
Wert) und die Zellen bebrdtet (Aliquots nach 6,12 und 18 Stunden). In den aliquotierten Medien
wurde jeweils der Gehalt der sezernierten Proteine quantifiziert. Als Negativkontrolle wurden die

Uberstande des jeweils anderen Virus verwendet (MCMV-HBsAg, MCMV-SEAP).

2.4.6 Direkte elektronenmikroskopische Visualisierung von in viro infizierten
Fibroblasten

NIH 3T3 Fibroblasten wurden im Verhaltnis 1:12 gesplittet und in einer 6-well Platte tiber 24 h
bebritet. Von einer Schale wurden die Zellen abgeldst und in einer Zdhlkammer quantifiziert. In
den ubrigen Schalen wurde das Medium gewechselt und die Zellen mit Virus infiziert. Nach
Infektion mit Virus (MOI 0,1) wurden die Zellen fir weitere 96 Stunden im Brutschrank
kultiviert. Anschliefend wurde das Medium abgesaugt, die Zellen wurden mit 1 ml PBS und
anschlielend mit 2 x Na-Kakodylat-Puffer gewaschen und dann ohne Trypsin vorsichtig
abgeldst, in 1 ml 0,1 M Na-Kakodylat-Puffer aufgenommen und durch Zugabe von 100 ul 25%
Glutaraldehyd fixiert (24 h; 4°C).

Die weitere Prozessierung und Einbettung erfolgt nach den tblichen Protokollen (13), (14). Zur
besseren  Kontrastierung und  Streuung ~ von  emmitierten  Elektronen  zur
transmissionselektronischen Darstellung von MCMV in infizierten Zellen erfolgte die
Kontrastierung mit Uranylacetat. Orientierende Darstellungen wurden an Semidiinnschnitten (ca.
1 um) durchgeflhrt, die Visualisierung einzelner Zellen erfolgt an 50 nm - Dinnschnitten. Die
Einbettung, die Fixierung und die EM-Darstellung erfolgten in Kooperation durch Prof. Dr. H.
Bartels, Lehrstuhl 11 (Direktor: Prof. Dr. U. Welsch), Anatomische Anstalt der Ludwig-

Maximilians-Universitat Minchen.
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2.4.7 Zellkompartimentierung in zelluldre und nukleére Fraktion

Zur Quantifizierung der intrazellularen MCMV-Menge im Nukleus bzw. im Zytosol erfolgte eine
Auftrennung von Zellen in die zytosolische Fraktion C und die nukledre Fraktion N und im
Anschluss daran eine DNA-Extraktion und eine Quantifizierung mittels quantitativer PCR.
Hierflr wurde bei NIH3T3 Fibroblasten, welche mit MCMV infiziert worden sind (MOI 0,1)
nach 96 Stunden Bebriitung das Medium abgesaugt, die Zellen wurden mit PBS gewaschen,
vorsichtig abgeerntet, bei 350 g abzentrifugiert, mit PBS gewaschen, erneut zentrifugiert und
anschliefend in CN-Puffer resuspendiert und fiir 5 min. bei 4 °C gekihlt. Es erfolgte die
Zentrifugation bei 1500 g iber 15 Minuten bei 4 °C und die Auftrennung von Uberstand
(Fraktion C) und Pellet (Fraktion N). AnschlieBend erfolgte eine DNA Extraktion mit
Phenol:Chloroform und Isopropanol / Ethanol unter Zugabe von 50 pug/ml Proteinase K. Fir
die Gewinnung von gesamtzellularer DNA wurde das Blood & Cell Culture DNA Mini Kit®

(Qiagen) nach Vorgaben des Herstellers verwendet.

2.5 Automatisierte Quantitative Nachweisverfahren: Quantifizierung
von HBsAg und SEAP

HBsAg: Die Detektion von HBsAg in Zellkulturiberstanden erfolgte mittels Chemilumineszenz
auf einem fur HBsAg geeichten Elecsys® 1010 Analysator nach Vorgaben des Herstellers.
Hierfur wurden jeweils 100 pl Zellkulturtiberstand eingesetzt. Die Einheit bei Quantifizierung ist
log,,COI und entspricht dem dekadischen Logarithmus der Signalmenge oberhalb des Cut-Off-
Index. Die Detektion von HBsAg in murinen Seren erfolgte mittels des ORTHO® HBsAg
System 2 nach Vorgaben des Herstellers (50 pl murines Serum).

SEAP: Die Detektion von SEAP sowohl in Zellkulturiiberstanden als auch in murinen Seren
erfolgte mit dem Clontech Great EscAPe™ SEAP Chemoluminescence Detection Kit nach

Vorgaben des Herstellers. Die Auswertung erfolgte in dunkelwandigen 96-well-Platten unter
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Verwendung eines Multiwell-Fluoreszenz-Plattenlesegeréates (Technische Einstellungen: Count-
time 0,1 min, 0,2 min; Count- termination: no; Count- delay: 0,02 min). Die Quantifizierung
erfolgte mittels einer Standartkurve iber 6 Potenzen, die an hochreiner SEAP erstellt wurde. Die
zur Quantifizierung verwendete Einheit sind CPS (counts per second) bzw. AU (arbitrére
Einheiten) als ein Vielfaches der CPS, wobei die Negativkontrolle den AU- Wert von 1 erhielt.

Als Negativkontrollen diente jeweils Zellkulturmedium bzw. Uberstand von infizierten Zellen mit

Wildtyp- MCMYV sowie Serum von nichtinfizierten bzw. Wildtyp- infizierten Mausen.

2.6 Tierexperimentelle Verfahren

Samtliche Aufzucht von Versuchstieren, die Infektionen von Versuchstieren, die Blutentnahmen
und die Bestimmungen von Virustitern in Tierorganen von Versuchstieren erfolgten in
Kooperation durch Milena Hasan, Dr. lvan Bubic und Prof. Dr. Stipan Jonjic an der Abteilung
fur Histologie und Embryologie der Medizinischen Fakultdt der Universitdt Rijeka, Kroatien
unter Berucksichtigung der Regularien der 6rtlichen Behorden.

Die Messung von HBsAg —Menge bzw. SEAP — Aktivitat erfolgte wie unter 2.5 beschrieben.
Die quantitative PCR an murinen Seren erfolge in Analogie zu der unter 2.3.7 beschriebenen
Methode.

Infektion mit MCMV. 100.000 PFU von MCMV- Wildtyp- Virus bzw. MCMV-
Insertionmutante wurden in 500 pl PBS gelost und in 6 Wochen alte BALB/c Mause
intraperitoneal (i.p.) injiziert. Alternativ wurden 10° PFU in 50 pl PBS gel6st und in den hinteren
Lauf injiziert.

Gewinnung von Blut und murinem Gewebe. Die Gewinnung von Blut erfolgte aus der
Schwanzvene bzw. dem orbitalen Plexus nach Standardprotokollen wie sie in (24) beschrieben
worden sind. Zur Vergleich der Proteinsekretion mit den Virustitern in Organen wurden die

Tiere am Tag 7, 14 bzw. 21 getotet und dann die Organtiter bzw. die Proteinmengen bestimmt.
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Immunsuppression von BALB/c Mausen. Die schwere Immunsuppression erfolgte durch die
Applikation einer subletalen Ganzkorper--y-Bestrahlung als Einzeldosis von 6 Gy vor der
Virusinfektion. Zur selektiven in vivo Depletion der CD4-positiven T-Lymphozyten wurden
monoklonale AntikOrper (Ratte) gegen murines CD4 entsprechend den Vorgaben in (75)

intraperitoneal injiziert (Antikdrper YTS 191,12).
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3. ERGEBNISSE

3.1 MCMV mit sezernierbaren Reporterproteinen

3.1.1 Konzept und Strategie

Da die Speziesspezifitdt von CMV eine experimentelle Infektion von Versuchstieren mit HCMV
ausschlieRt, wird seit geraumer Zeit das murine Zytomegalievirus (MCMV) als ein Modellsystem
fur die Analyse der CMV-Infektion im natlrlichen Wirt verwendet. Nach Inokulation des
Versuchstieres lasst sich der Verlauf der akuten MCMV-Infektion und der Reaktivierung durch
die Bestimmung von Virus-Titern in den Organen ermitteln. Dies erfordert zum einen den
Einsatz einer groflen Anzahl von Versuchstieren, zum anderen besteht keine Mdglichkeit einer
intraindividuellen Betrachtung, weil bis dato MCMV keinen Marker sezerniert, welcher
quantifizert werden kann.

Das Konzept war daher, ein Gen fir ein sezernierbares Marker-Protein in das MCMV-Genom
einzufigen. Mit Hilfe der sezernierten Marker konnte moglicherweise Virusaktivitat
artunabhéngig, unkompliziert und quantitativ durch die Analyse der Serumproben infizierter
Maduse messbar werden. Damit lieRe sich moglicherweise der Verlauf der Infektion in ein- und
demselben Tier auf einfache Weise beobachten und quantifizieren.

Das Oberflachenantigen des humanen Hepatitis B Virus (HBsAg) kann mittels ELISA in
Serumproben mit hoher Spezifitdt quantifiziert werden. Alternativ steht mit SEAP ein
sezernierbares Enzym zur Verfligung, das nach Transfektion in Zellkulturen mit hoher
Sensitivitdt quantifiziert werden kann (36). In dieser Arbeit wurde aus zwei bereitgestellten
Plasmiden das Gen fiir HBsAg bzw. SEAP ausgeschnitten und in den ie2-Genlokus des MCMV
Genoms, welches als BAC-Plasmid vorlag (103), mittels homologer Rekombination in E. coli

kloniert. Abbildung 5.
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Abbildung 5. Insertion von Markergenen fiir HbsAg und SEAP ins MCMV Genom

oben: schematische Darstellung des gesamten MCMV-Genoms. Buchstaben bezeichnen die einzelnen
Hindlll-Fragmente. mitte: vergroRert das Hindlll-L-Fragment mit Exonl (Pfeil) des ie2-Gens. unten:
Schematische Darstellung der Insertion: Das HBs- und das SEAP-Gen wurden zwischen zwei Hpal-

Schnittstellen in das ie2-Gen innerhalb des Hindll1- L-Fragmentes eingesetzt

3.1.2 Klonierung eines Rekombinationsplasmides mit HBsAg bzw. SEAP zur

homologen Rekombination

Das Plasmid pSBC2-SEAP (37) wurde in E. coli mittels Elektroporation transfiziert, die Bakterien
wurden anschlieBend expandiert und DNA wurde gewonnen. Die Integritdt des Plasmides wurde
mit einem Restriktionsenzymverdau mit EcoRI / Eagl bzw. Pvul / Apal.1l und anschlieRender
Agarosegel Elektrophorese bestétigt. Es erfolgte die Er6ffnung von pSBC2-SEAP mit Apall
bzw. ApaL1 / Pwul, eine Glattung der Uberhidnge mit der Klenow- Reaktion und die Isolierung
der SEAP enthaltenden Restriktionsfragmente (2900 bp bzw. 2550 bp).

Abbildung 6A: Die Fragmente wurden in einen mit Hpal er6ffneten pACYC177 Vektor (108)
kloniert, in dessen Kanamycin- Resistenzgen zuvor das Hindlll-L Fragment von MCMYV inseriert

worden war.
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Abbildung 6B: Die so erhaltenen Plasmide und wurden anschlieend mit Hindlll gespalten.
Weil sich innerhalb des SEAP Gens ebenso eine Hindlll Schnittstelle findet, musste der Verdau
lediglich partiell durchgefiihrt werden. Es ergaben sich dadurch Banden von 7943 bp, 10000 bp
und 10349 bp. Die 10 kb Bande wurde isoliert, DNA extrahiert und anschliefend an das Plasmid
pMBO ligiert, welches zuvor mit Hindlll er6ffnet worden war.

Abbildung 6D. In Analogie hierzu wurde das Gen fir HbsAg aus dem Plasmid pRep4 (74) mit
Sall exzidiert und in das mit Hindlll er6ffnete pMBO- Plasmid integriert. Da sich die Uberhange
nach Sall (5 GATCGAC) und Hindlll (5 AAGCTT) nicht &hneln, mussten sie beim Insert und

beim Plasmid vor der Ligation mit einer Klenow Reaktion geglattet werden.
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Abbildung 6. A. Schematische Darstellung des klonierten Plasmides pSBC-SEAP.

Abkiirzungen: SV40 P/E: SV40 Promoter/Enhancer; SV40 pA: SV40 Polyadenylierungssignal.

B. Schema von pACYC-HindL-SEAP (SEAP wurde in die Hpal Schnittstelle des Hindll-L Fragments kloniert). C.
Restriktionsmuster von pACYC-HindL-SEAP nach Verdau mit BamHI zeigt 3 Mdglichkeiten: gleichgerichtete
Insertion mit Banden bei 3408 bp, 4443 bp, 5530 bp (links), entgegengesetzte Insertion mit Banden bei 3408 pb,
3828kb, 6145 pb, (mittel) und ohne Insertion mit Banden bei 3408 bp, 7142 bp (rechts); Die 538 bp Bande des Hind-L-

Fragments kommt nicht zur Darstellung. D. Schema von pMBO-HindIIIL-SEAP.
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3.1.3 Mutagenese mittels homologer Rekombination in E.coli

Es erfolgte sodann die Mutagenese mit Hilfe von homologer Rekombination in E. coli durch

Elektroporation des Shuttleplasmids in CBTS Bakterien, in welchen das MCMV-Genom als BAC

kloniert vorlag. Bei 3 von 170 gepickten Kolonien konnte eine Mutation nachgewiesen werden.

Abbildung 7. Die so hergestellten Mutantengenome wurden in NIH 3T3 Fibroblasten

transfiziert und Virus wurde erfolgreich rekonstituiert.

Hind | >k
Hind L+HBs

Hind L =

wt HBs HBs wt

h.ouuu

L u\_,_‘—gkb

_"’"’“‘" S
| SRR ¥ . Fj
" 7kb

SEAP wt

o Nt

9 kb = b
7 kb == e
4 kb =

<4 Hind L

<— Hind L + SEAP/1

< Hind L + SEAP/2

Abbildung 7. Hindll1 - Verdau der MCMV-BAC Mutanten im Vergleich zum MCMV-BAC Wildtyp

links: Die Insertion von HBs vergroRert das Hindlll-L-Fragment von 7 kb auf 9 kb (Doppelband mit

Hindll1-1) rechts: Die Insertion von SEAP fuhrt eine neue Hindll1-Schnittstelle ein. Damit zerfallt das

Hindll1-L-Fragment in zwei neue, kleinere Fragmente (Pfeile !). wt: Wildtyp.
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3.2 Charakterisierung der MCMV-Insertionsmutanten in vitro und in
Vivo

3.2.1 Markersekretion in vitro

Nach Infektion von NIH-3T3 Fibroblasten mit einer MOI von 1,0 stiegen mit zunehmender Zeit
nach Infektion die Titer der sezernierten Proteinmarker wie erwartet gleichmagig an. Abbildung
8.

Die Analyse der Marker-Sekretion in den drei einzelnen, kaskadenartig aufeinanderfolgenden
Expressionsphasen "immediate early”, "early" und "late” zeigte eine adaquate Sekretion in allen drei

Phasen (in Abbildung 9 dargestellt am Beispiel

100 -
T— des MCMV-SEAP).

Abbildung 8. Sekretion von HBsAg bzw. SEAP in

vitro

nach Infektion von murinen Fibroblastenkulturen.

SEAP COl: cut-of-index. AU: arbitrare Einheit.
=
o Abbildung 9. Sekretion von SEAP in NIH3T3
- Fibroblasten
in der immediate early Phase (links), der early Phase
. H e =z el (Mitte) und der late Phase (rechts).Ansatz im
Triplikat. CPS: Counts per second (untere Abbildungen)
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3.2.2 Freisetzung von Markern in vivo: Infektion von B-Zell-defizienten M&usen

Um eine Aussage beziglich der Kinetik der Proteinsekretion wahrend der Primarinfektion zu
erhalten, wurde zunéchst die Replikation der Mutanten in vivo im Vergleich zum Wildtyp gepruft.
Die Verwendung von Tieren mit B-Zell-Defizienz verhinderte die mogliche humorale
Immunantwort gegen das Fremdprotein. Hierzu wurden neugeborene B-Zell-defiziente BALB/c
- Mduse mit der jeweiligen Virus-Mutante infiziert und eine Woche nach Infektion die Virustiter
in Organen mittels Plaque-Assay bestimmt. Hierflr wurden die Tiere am Tag 7 bzw. 14 bzw. 21
getotet. Diesen Organtitern wurden die Serumspiegel an sezerniertem HBsAg bzw. die
Aktivitdten von sezernierter SEAP gegenubergestellt. Die Mutanten erreichten zum Wildtyp
vergleichbare Virustiter in den verschiedenen Organen. Die Virusreplikation war also in vivo nicht
eingeschrankt. Die Elimination von Virus erfolgte wie beim Wildtyp nach 14 Tagen. Die
Konzentration bzw. Aktivitat der Reporterproteine korrelierte gut mit der Virusaktivitat in den
Organen. Dabei war die Korrelation zwischen HBsAg und Leber (Korrelationskoeffizient 0,92)
und HBsAg und Milz (0,92) sowie zwischen SEAP und Leber (0,98) und SEAP und Milz (0,91)
am besten. Der Abfall der Virusreplikation in der Zeit von Tag 14 zu Tag 21 war auch anhand

der Reporterproteine nachzuvollziehen. Abbildung 10.

MCMVHBs MCMV-SEAP
Milz Milz
4 /\ /\ Abbildung 10. Detektion der Reporterproteine HBsAg und
3
SEAP im Serum von B-Zell-defizienten BALB/c Méausen.
o — g — .
-~ —— Infektionsdosis 105 PFU. Im Vergleich dazu Organtiter von
i l
, /\ A Milz, Leber bzw. Lunge (je 3-4 Mause pro Virus und
ol N o \ Zeitpunkt). Punkte: Werte fur das einzelne Tier. Medianwerte
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3.2.3 Charakterisierung der MCMV-Insertionsmutanten in vivo: Infektion von

v-bestrahlen Mausen

Um die CMV Infektion in einem schwer immundefekten Organismus nachzuahmen, wurden
Méuse einer y-Strahlung mit einer Einmaldosis von 6 Gy ausgesetzt, mit MCMV infiziert, und
entsprechend den obigen Experiment nach 7, 14 und 21 Tagen get6tet. Es erfolgte wiederum
eine Gegeniiberstellung von MCMV Titern in den einzelnen Organen mit der Konzentration
bzw. Aktivitdt der sezernierten Reporterproteine. Zusatzlich wurde aus Mauseblut DNA
extrahiert und mit quantitativer PCR (TagMan™ ) die Zahl der genomischen Kopien von MCMV
bestimmt. Der deutliche Anstieg der Virusmenge nach 14 Tagen entsprach dem Anstieg der
Reporterproteine. Nach 21 Tagen sanken die Titer der Markerproteine wiederum etwas ab, in
etwa vergleichbar mit der Virus-Last in Lunge und Speicheldriise. Am Tag 7 der Infektion —
einem Zeitpunkt, an dem die Organtiter noch niedrig sind —konnten bereits hohe Titer der
Markerproteine und eine hohe Zahl von Genomkopien im Blut identifiziert werden. Abbildung

11.

3.2.4 Kinetik der MCMV-Infektion : Infektion von BALB/c Mausen, B-Zell-

defizienten M&usen und y-bestrahlten Mausen

Ublicher Weise erfolgt die Quantifizierung der Viruslast in vivo durch Opfern der Versuchstiere
und Analyse der Virustiter in den verschiedenen Organen mittels Plaque-Assay. Solche Ansétze
bendtigen immer eine groRe Anzahl von Versuchstieren, weil zu jedem Zeitpunkt eine Gruppe
von 3-6 Tieren geopfert werden muf3, um die interindividuelle Varianz zu beriicksichtigen. Eine
longitudinale Untersuchung mit Beobachtung der Virusaktivitat in ein und demselben Tier ist
nicht madglich. Blut kann hingegen entnommen werden, ohne das Versuchstier zu toten. Daher
sollte ein quantifizierbares Reporterprotein bzw. eine Quantifizierung der viralen Genome mittels
PCR eine longitudinale Studie einer Infektion in ein-und-demselben Tier ermdglichen. Zur

Prifung dieser Hypothese wurden in einem weiteren Tierexperiment Mduse (BALB/c; BALB/c
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UMT/UMT [B-Zell-defizient]; BALB/c y-bestrahlt [schwer immundepletiert]) mit MCMV-SEAP
infiziert und den Tieren wurde nach 7, 14, 21 bzw. 35 Tagen Blut enthnommen. Im Blut wurde
SEAP bzw. die Menge von MCMV- DNA quantifiziert bzw. die Menge an Virus mittels Plaque-
Assay bestimmt.

Wahrend normale und B-Zell-defiziente Mduse die Infektion am Tag 21 p.i. lberwinden, starben
alle y-bestrahlten Mause spétestens am Tag 14. B-Zell-defiziente Mduse zeigten eine groRe Menge
an MCMV-Genomen im Blut am Tag 14, normale BALB/c Mduse nicht. Der Plaque-Assay
erwies sich als ein wenig sensitiver Parameter. Er war allenfalls bei y-bestrahlten Mdusen sinnvoll

einsetzbar. Bei immunkompetenten Mausen zeigte der SEAP Assay die grof3te Sensitivitat.

Abbildung 12.
Leber Milz Leber

5 Milz B 6 5
T8 5 5 52
o a
2 4 4 4 4 o
o =
2 3 3 3 3 e

2k 1 ' o2 Bpepa LR ) T2

. Lunge Speicheldrize 5 s Lungen Speicheldnise .
ok o
£ o4 4 4 4 i
3? E 3 3 3 g?

2 i e 1 2 P 3/ 2
HEsAg Genomkaopien Genomkopien g
2.8 FG6 5 5
]
20 'z 4 8
Bi1s e
L3 5
10 s 2 é:
05 L1 1 =
s ' i 0=

0 7 14 21 0 7 14 21 0 7 14 21
Tage p.i Tage pi Tage pi Tage pi

Abbildung 11. Detektion der Reporterproteine HBsAg und SEAP im Serum von y—bestrahlten Mausen.

Infektionsdosis 105 PFU. Im Vergleich dazu Organtiter von Milz, Leber, Lunge und Speicheldriise (je 3-4 Mause pro
Virus und Zeitpunkt; A fir MCMV- HBsAg Infektion; B fir MCMV-SEAP Infektion). Im Vergleich dazu Zahl der
Genomkopien von MCMV pro 1000 Leukozyten bei MCMV- HBsAg (A, unten links) und bei MCMV-SEAP (B, unten
rechts). Punkte: Werte fiir das einzelne Tier. Medianwerte sind mit einer Linie verbunden. Gestrichelte Linie:
Detektionslimit bei der Organtiterbestimmung bzw. Cut-Off fiir die Assays fiir Reporterprotein bzw. MCMV-Genom.

Offener Kreis: SEAP- Aktivitat bei nicht —infizierten Mausen (Negativkontrolle).
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Abbildung 12. Infektionskinetik.

Infektionsdosis 105 PFU. Beobachtung der MCMV-SEAP Infektion in immunkompetenten BALB/c
Maéusen (links), B-Zell-defizienten Mausen (Mitte) und schwer immunkompromittierten Mausen (rechts).
Im Blut erfolgt die Bestimmung von SEAP (obere Zeile), die Quantifizierung der MCMV-Genomkopien
(mittlere Zeile) und die Titration von Virus (untere Zeile). Jedes Symbol entspricht eine Gruppe von 3
Maéusen (gepooltes Blut). Die Line verbindet die Werte jeder Gruppe. Gestrichelte Linie: Detektionslimit

bei der MCMV-Titerbestimmung bzw. Cut-Off fir den SEAP- Assay bzw. die MCMV-PCR.

-48 -



3.3 MCMV-Deletionsmutanten mit  groBen, mehrere  Gene
umspannenden Deletionen

Ca. 2/5 der 170 ORFs des MCMV sind essenziell. Fur das Wachstum in vitro sind wahrscheinlich
viele dieser Proteine entbehrlich und entfalten ihre Funktion erst bei der Infektion in vivo. Die
Herstellung von Deletionsmutanten zur Charakterisierung der Genfunktion erlaubt Einsicht in
die Pathogenese von CMV. Neben der gezielten Ausschaltung einzelner ORFs kdnnte es sinnvoll
sein, ganze Fragmente des MCMV-Genoms zu deletieren. So wurde urspringlich bei der
Herstellung von MCMV-BAC ein Teil des nichtessenziellen Hindlll-E- Fragmentes durch die
BAC Kassette ersetzt (Nukleotide 209.756 to 217.934; ORF m152-159) (153) und erst im
Nachhinein wieder re-inseriert. Es blieb jedoch unklar, wie weit man aus technischer Sicht das
MCMV-Genom verkleinern kann. Ob die oben erwdhnte Deletion in 5”Richtung bzw. in 3~
Richtung erweitert werden kann, war Gegenstand der hier vorgestellten Untersuchung. Zur
Prufung der technischen Machbarkeit eines solchen Vorgehens und der Potenz des BAC-
Rekombnationssystems wurde die Deletion daher erweitert. Hierzu galt es, geeignete
Rekombinationsplasmide mit den entsprechenden Homologien zu konstruieren.

Fur die Konstruktion einer Mutante upstream der BAC Kasette wurde das Plasmid pACYC177-
Hindlll-L (Abbildung 13A), in welches das HindllI-L Fragment kloniert worden war, mit BamHI
und Ndel eroffnet und es wurde ein 4,2 kb Fragment isoliert. Es besteht aus 3,8 kb Hindlll-L
Fragment (Basenposition 180727 bis 184079; beabsichtige 5”Homologie) und einem 0,4 kb
Restfragment von pACYC177. Dieses 4,2 kb Fragment wurde in das Plasmid pACYC99
integriert, welches mit BamHI und Ndel er6ffnet wurde (Plasmid pACYC99-L, nicht abgebildet).
Das Plasmid pComX, in welchem Elemente der BAC- Kassette enthalten sind, wurde mit Notl
und Hindlll er6ffnet und es wurde ein 2,7 kb Fragment isoliert (beabsichtigte 3”Homologie,
Abbildung 13B). pACYC99-L wurde sodann mittels eines partiellen Verdaus mit Hindlll und

Notl er6ffnet und mit dem 2,7 kb Fragment der BAC- Kassette ligiert (pACYC99-LX,
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Abbildung 13C). Damit kamen die 5ZHomologie und die 3% Homologie nebeneinander zu
liegen. Dazwischen liegt ein Bereich von 100 bp als Rest von pACYC99. Im Anschluss an diesen
Schritt der Klonierung erfolgte die Exzission der gesamten Homologiekassette mit Hindlll und
die Ligation dieser Kassette in pST76K_rspL, welches ebenso mit Hindlll erdffnet wurde
(Abbildung 13 D).

Der so entstandene Vektor pST76K-rpsL-LX diente als Shuttleplasmid fur die homologe
Rekombination in E. coli, Stamm CBTS. Im Vergleich zu pMBO bietet pST76K-rpsL und seine
Abkdommlinge Vorteile, weil mit dem enthaltenen rspL-Gen Sensitivitdt gegentiber Streptomycin
besteht. Bei der Auflosung des Kointegrates konnte so durch Zugabe von Streptomycin in die
LB- Agarplatten auf die Bakterien selektioniert werden, welche das Shuttleplasmid verloren
hatten und nur noch das BAC (mutiert oder Wildtyp) enthielten. Nach Uberpriifung der
Orientierung mit Restriktionsfragmentanalyse erfolgte die homologe Rekombination wie zuvor
beschrieben (unter Berticksichtigung folgender Adaptationen: Shuttleplasmid mit Resistenz gegen
Kanamycin und nicht gegen Chloramphenicol; Zugabe von Streptomycin bei der Auflésung der
Kointegrate). In Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden. A erkennt man die im
Hindlll Verdau die Herausbildung des Kointegrates mit den schon in Abb. 6F beschriebenen
Banden bei 3,9 kb und bei 6,2 kb. Nach Aufldsung des Kointegrates l&sst sich MCMV-BAC
DNA gewinnen, die entweder wieder Wildtyp entspricht oder die gew(inschte Deletion (184079 —
217934) aufweist (Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden. B).

Fur die Klonierung einer Mutante downstream von der BAC Kassette musste erst eine gentigend
lange Homologie im 3 = Bereich hergestellt werden. Hierfir erfolgte eine Fusion des HindllI-N
Fragmentes, welches kloniert in pACYC177 vorlag, mit dem 3% Ende des HindllI-E- Fragments,
welches mittels PCR erzeugt wurde. Als geeignete Regionen flir 19-mer Primer zeigten sich die
MCMV-Bereiche 230021-230039 (forward) sowie 627-607 (reverse). Das amplifizierte Produkt
wurde mit Hpal und Hindlll verdaut (Abbau der Uberhinge) und in das Plasmid pSL301

(Offnung mit Hindl11 und Pmll ) integriert (Plasmid pSL301E, ohne Abbildung).
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Abbildung 13. Klonierstrategie fiir das Shuttleplasmids pST76L-rspL-LX

oben: A —D: Schematische Darstellung der klonierten Plasmide zur Erlangung der zwei homologen
Regionen zu einem Abschnitt aus HindL bzw. einem Abschnitt der BAC-Kasette. Einzelheiten siehe Text.
E: unten: schematische Darstellung des gesamten MCMV-Genoms. Buchstaben bezeichnen die einzelnen
Hindlll-Fragmente. Mitte: Vergroerung des 57 Abschnittes des MCMV-Genoms (150k-230k) mit
Darstellung der Homologiebereiche. Nach homologer Rekombination resultiert die Deletion zwischen der

Basenpositionen 187889 und 209756.

Nach Wiedereroffnung mit Hindlll erfolgte die Integration des aus pACYC177 mit Hindlll
exzedierten Inserts (Plasmid pSL301-EN,
Abbildung 15B). Die Gewinnung der 57 Homologie erfolgte durch partiellen Verdau des

Plasmides pMM777 mit Notl und Spel und Isolation einer 3,5 kb Bande, die homolog dem 3~
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Ende der BAC — Kasette ist. Diese 3,5 kb Bande wurde in das Plasmid pBK-CMV inseriert
(Offnung mit Notl und Xbal) (Plasmid pBK-CMV-MM

Abbildung 15A).

Hind/{f - |

- Hindiff - J
Hind//f - K
Hind/f - L

|
‘ -1
- |
=i

. i

Abbildung 14. Kointegrat (links) und Deletionsmutante (rechts)

A (linkes Gel): Neben den MCMV-HindlI1-Bandennumster erkennt man die Banden bei 3,9 und 6,2 kb fir
das integrierte Shuttleplasmid. B (rechtes Gel): linke Bande: MCMV-Deletionsmutante. Mitte / rechts:
MCMV —Wildtyp. Es verschwinden die Banden der Hindl 1l —Fragmente L, J und I (runde Pfeile). Das
Hind E Fragment ist um 20 kb kiirzer. Hind O und Hind P, weile ebenfalls verschwunden sind, kommen

nicht zur Darstellung (jeweils 1,1 bzw. 1,0 kb)

Nach Préparation dieses Plasmids erfolgte die erneute Exzission des BAC-Inserts mit Nhel und

Notl und die Integration in pSL301-EN (Offnung mit Nhel und Notl) (Plasmid pSL301-MMEN,
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Abbildung 15C). Die Klonierung der Homologiekassette in pST76K-rspL erfolgte schlieBlich
durch partiellen Verdau von pSL301-MMEN mit Hindlll. Der so entstandene Vektor pST76K-
rpsL-MMEN (

Abbildung 15D) diente als Shuttleplasmid fur die homologe Rekombination in E. coli, Stamm

CBTS. Der Rekombinationsprozess erfolgte wie oben beschrieben (ohne Abbildung).

Spel
MNotl Hx‘ml‘HI
A | pBK-CMV-MM _ BACk
Hpal Hindill Hindlil
B Nl
pSL301-EN
C | pSL301-MMEN .
MNotl I, HindIii Hindiii J, Hindiii
D | psT76K-rpsL-MMEN s R |||
E BAC EN
I 4
180 180 200 i210 220 1230 kb / 10 20
1 1 1 I 1 A | 1
K L J | P E A
|
|
-] 10 m ao -] 50 1] m m -] 100 1a 120 130 14 150 10 1na -|E_ﬂ‘ T ;E_ﬂ’ o _ﬁl- = 2o m 23k 10 i
[ - 5 W 5 e 5 N 3 S R

Abbildung 15. Klonierstregie fur das Shuttleplasmids pST76L-rspL-MM

oben: A —D: Schematische Darstellung der klonierten Plasmide zur Erlangung der zwei homologen
Regionen zu einem Abschnitt aus der BAC Kasette bzw. einem fusionierten Abschnitt aus HindE und
Hind N. Einzelheiten siehe Text. E: unten: schematische Darstellung des gesamten MCMV-Genoms.
Buchstaben bezeichnen die einzelnen Hindlll-Fragmente. In linearisierter Form folgt dem Hind E
Abschnitt wieder Hind N. Mitte: VergroRBerung des 57 Abschnittes des MCMV-Genoms bzw. der

Junktionsstelle (150k-230k-30k) mit Darstellung der Homologiebereiche.
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Nach homologer Rekombination und Auflésung des Kointegrats mit entsprechender Selektion
auf einem Steptomycin- haltigen N&hrmedium wurde die DNA gereinigt und der Versuch
unternommen, mutiertes Virus nach Transfektion in Fibroblasten zu generieren. Aus beiden
Deletionsmutanten konnten keine replikationsfahigen MCMV Mutanten in vitro rekonsitutiert
werden. Man kann daraus schlieBen, dass durch die Deletion essentielle Bestandteile fur eine
Replikation in vitro betroffen worden sind. Trotz dieser cul-de-sac Situation erlaubten die
durchgeflihrten Experimente Einblicke in die Potenz des E.coli Kloniersystems. Es war davor
keineswegs trivial und erwiesen, ob es zwischen zwei so unterschiedlichen Homologiepaaren
(reine Homologiesequenz ohne Insert versus Homologie mit 21,9 kb bzw. 12,1 kb MCMV-
Sequenz dazwischen) (berhaupt zu einer Kointegration kommen kann. Die technische
Machbarkeit von dermafen grofRen Deletionen in E. coli konnte mit den Ergebnissen aufgezeigt

werden.

-54 -



3.4 MCMV- Deletionsmutanten mittels Transposonmutagenese sowie
Herstellung von Revertanten dieser Deletionsmutanten

3.4.1 Konzept und Strategie

Man geht davon aus, dass etwa 50 Genprodukte der 170 ORFs des MCMV fiir die Replikation in
vitro essenziell und die tbrigen ca. 120 Gene fir die Vermehrung in vitro unbedeutend sind, bzw.
eine Attenuierung des Wachstums verursachen, ohne die Replikation des MCMV und die
Produktion von neuem, infektidsem Virus zu unterbinden. Man kann postulieren, dass in Bezug
auf Funktion in vitro ein fehlendes Genprodukt entweder zu einem normalen Phé&notyp (,hicht
essenziell“; siehe 3.1), zu einer funktionellen Einschrankung (“attenuiert®j, oder zu einem
kompletten Replikationsdefizit (,gssenziell* siehe 3.3) flhrt. Wéhrend essenzielle Gene rasch
erkannt werden, weil die resultierende MCMV Mutante sich in Zellkultur nicht vermehrt, ist die
Herstellung und Analyse von Mutanten, die zu einer Attenuierung flhren, bisher nur bedingt
moglich gewesen. Mit der Transposonmutagenese ergeben sich neue Mdglichkeiten. In dieser
Arbeit wurde versucht, attenuierte MCMV-Mutanten einer ersten Beobachtung zu unterziehen.
Hierzu wurde eine Reihe von Mutanten aus einer Deletionsmutanten- Bibliothek wéhrend ihres
Wachstums in NIH3T3 Fibroblasten beobachtet um Viren zu identifizieren, welche ein
verlangsamtes Wachstum in Fibroblasten aufweisen. Fir diese Mutanten konnte dann gepruift
werden, welches Gen das Wachstumsdefizit verursacht hatte. Nach den Grundsatzen der
klassischen Genetik wurde vom Phénotyp auf den Genotyp geschlossen und der Beitrag des

fehlenden Gens zum Wachstumsdefizit wurde quantifiziert.

3.4.2 Herstellung und Screening einer MCMV- Deletionsmutanten- Bibliothek

Identifikation von attenuierten Virusmutanten. Das Plasmid pTsTM16 wurde in E. coli

(DH10B) mittels Elektroporation transformiert und die Transposon-Mutagenese durchgefihrt.
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Von den so hergestellten Kolonien wurden 576 zufallig ausgewéhlt. VVon jeder Bakterienkolonie
wurde eine Glycerolkultur bei -70°C tiefgefroren. Mit den E.coli, welche das virale Genom
enthielten, wurden NIH3T3 Fibroblasten in Zellkultur (24-well-Schalen) infiziert. Neben
MCMV-BAC pSM3fr enthalten die verwendeten Bakterien das Plasmid pGB2-inv-hly. Das
Plasmid kodiert flir das Invasin und das H&molysin aus Yersinia pseudotuberculosis. Dadurch kann E.
coli in die Zelle eindringen und die DNA direkt in eukaryontische Zellen transferiert werden (58).
Die murinen Zellen wurden anschlieRend weiter expandiert und es wurde regelméaRig alle 3 Tage
unter dem Fluoreszenzmikroskop die Bildung und die Ausbreitung von Virusplaques in den
infizierten Zellen qualitativ beurteilt. Es konnten 19 Mutanten mit offensichtlichen
Wachstumsdefizit identifiziert werden. Der jeweilige zu diesen Virusmutanten zugehdrige
Bakterienklon wurde in der Bibliothek wieder aufgesucht und die darin enthaltene DNA wurde
néher untersucht.

Bestimmung der Insertionsstelle. Aus Ubernacht-Kulturen derjenigen 19 Bakterienklone,
welche ein MCMV-BAC mit offensichtlicher Retardierung des Wachstums in vitro aufwiesen,
wurde DNA mittels alkalischer Lyse extrahiert. Eine néhere Einschatzung der Insertionsstelle
erfolgte durch Restriktionsenzymverdau der MCMV-BAC DNA und Untersuchung der
einzelnen Restriktionsfragmente. Weil pTsTM16 Restriktionsstellen fur EcoRI, Notl und Hindlll
besitzt, kann die die Insertionsstelle bis auf ~100-200 bp genau abgeschétzt werden. Das
Transposon stellte sich auf dem Gel als zusétzliche Bande bei 1,9 kb (Hindlll) bzw. bei 1,4 kb

(EcoRlI) dar. Abbildung 16. Abbildung 17.
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Abbildung 16. Beispiele einer Festlegung

VD10 IVH8 Lokalisation der Transposon —Insertion mittels
Restriktionsenzymverdau.
= 14 kb
10,7 Ko -8 § 5 Oben links, Agarosegel. Hindl1 Verdau der
A MCMYV-BAC DNA der Transposonmutanten
1VD10 (links) und IVHS8 (rechts). Links: Das 15,5
4.7 kb e ) _
4=' et el Al kb groRRe Hindl11-H Fragment zerféllt in eine 10,7
kb und eine 4,7 kb Bande (Pfeile); erwartete
< Transposon Position: 75557. Rechts: Das 15,5 kb grof3e Hindl11-
H Fragment zerfallt in eine 14 kb und eine 1,45 kb
= 1,45kb Bande (schwarze Pfeile). Erwartete Position: 66248.
Dicker schwarzer Pfeil: Transposon- Bande.
Offener Pfeil: Transfektionsplasmid pGB2-inv-hly
IV D10
79557
|I\| ] ; L 1 :3 I|W1IHI| IDI ] é L IG 1 IF I|KI|L|IJ|IIH-+ I; L
Hind[H |
¢ &
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IVHS
BG245
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Abbildung 17. Schematische Darstellung der Transposoninsertion in das MCMV Genom

am Beispiel von 1VD90 und IVHS8. runder Pfeil: Insertionsstelle. Durch den Einbau in das HindH

Fragment kommt es zu einer Teilung des urspriinglich 15,4 kb groRen Fragmentes in zwei kleinere, welche

die genauere Einordnung der Insertionsstelle erlauben
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Sequenzierung. Zur exakten Bestimmung der Insertionsstelle wurde eine Sequenzierung
durchgefiihrt. Der Sequenzierungsprozess erfolgte durch einen kommerziellen Dienstleister (Fa.
Medigenomix, Martinsried). Die Sequenzen wurden mit der Sequenz fir MCMV abgeglichen und
die exakte Position der Insertion wurde ermittelt. Die Ergebnisse aus der
Restriktionsfragmentanalyse und aus der direkten Sequenzierung waren fiir alle analysierten

Mutanten deckungsgleich und sind in der Tabelle 1 zusammengefasst.

_ Tabelle 1. Darestellung der durch Sequenzierung

M27
| F4 32.408 identifizierten Insertionsstelle bei den langsam
11 B12 32.752
11 C7 33.241 wachsenden MCMV- Transposonmutanten.
M32
IV D9 40.346 Der vermutete betroffene ORF wurde durch
M34 | G11 22991 Sequenzvergleich  mit der MCMV-Sequenz
M45 VIES 60488 ermittelt.
M47
VI Al 64.413
111 H8 65.437
IV H8 66.299
111 D11 65.753
Il G4 66.014
M50
IV D10 75.535
M76
I F4 108.411
111 B1 108.724
m165
IV D5 223.912
M43 Promoterregion
Il G6 57.176
Doppelinsertion
111 B2 Entfallt
11 F10 Entfallt
VI E7 Entfallt

Es konnten 7 ORFs ermittelt werden, deren Deletion ein verlangsamtes Wachstum in vitro in

NIH3T3 Fibroblasten zeigt: M32, M34, M45, M47, M50, M76, m165. Bei einer Mutante erfolgte
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die Insertion des Transposons nicht in den ORF selbst, sondern in die 5% gelegene
Promoterregion und flihrte ebenso zu verlagsamten Wachstum. Bei drei phanotypisch auffalligen
Mutanten konnten Doppelinsertionen des Transposons nachgewiesen werden, so dass eine
weitere Sequenzierung nicht mdglich war und eine weitere Charakterisierung nicht sinnvoll
erschien. Bei drei Mutanten erfolgte die Insertion des Transposons in den ORF M27, von dem
bekannt ist, dass die Deletion das Wachstumsverhalten der Mutante in vivo, aber nicht in vitro
beeinflusst (1). Diese Mutante wurde fir weitere Versuche neben dem Wildtyp MCMV-BAC als
Kontrolle verwendet, um Effekte zu erfassen, welche allgemein durch Insertion des Transposons

TnMax16 und dem dabei exprimierten green fluorecence protein (GFP) ausgelost werden.

3.4.3 Semiquantitative und quantitative Untersuchungen zum Wachstumsverhalten
von MCMV-Mutanten

Semiquantitative Untersuchung. Die Produktion von green fluorecence protein (GFP) in den mit
Transposon-Mutanten infizierten Zellen erlaubt die schnelle Beurteilung der Anzahl von
infizierten Zellen semiquantitativ Aussagen zur Geschwindigkeit der viralen Dissemination. Die
Infektion erfolgte durch eine vordefinierten Menge invasiver Bakterien. Nach 96, 144 bzw. 216
Stunden wurde die Beurteilung des zytopathologischen Effektes vorgenommen. Unter diesen
Bedingungen konnte man fir M27 Mutanten und fir Wildtyp einen ausgeprégten
zytopathologischen Effekt in vitro beobachten; die M32, M34 und M47 Mutanten wie auch die
Mutante in der M43 Promoterregion erreichten erst nach mehreren Passagierungen diesen
vollstdndigen zytopathologischen Effekt. Die Mutanten von M50, M76 und M165 hatten auch
nach mehreren Passagierungen ein ausgepragtes Wachstumsdefizit und die Mutante von M45 war
de facto nicht expandierbar. Die Ergebnisse der semiquantitativen licht- und
fluoreszenzmikroskopischen Analyse sind in Tabelle 2Fehler! Verweisquelle konnte nicht

gefunden werden. zusammengefasst.
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Wildtyp

WT pVavav4 oo MY oo WY oo
M27

| F4 MY oo ¥ Y oo pVAVAYS ooo

11 B12 MY jefete! MY [ofele] MY jefete!

1 C7 ¥¥Y oo MY oo MY ooo
M32

1V D9 ¥ i ¥ i MY oo
M34

1 G11 ¥¥ i ¥¥ ii YN iefefe]
M45

VI E6 --- i --- i --- i
M47

VI Al - i ¥ i ¥Y oo

11 H8 - i ¥ i ¥Y oo

1V H8 ¥ i ¥ o] MY Y oo

111 D11 ¥ i ¥ o] ¥ oo

11 G4 ¥ o] ¥¥¢ oo ¥ ooo
M50

1V D10 1 1 --- i ¥ i
M76

11 F4 ¥ iii ¥ i ¥ i

111 B1 ¥ iii Y4 i ¥ i
m165

1V D5 - i ¥ i X i
M43 Promoterregion

11 G6 - oo ¥ o pVAVAYS ooo
Doppelinsertion

111 B2 -—- i ¥ i ¥Y oo

111 F10 1 1 1 1 1 1

VI E7 1 1 1 1 1 1

Tabelle 2. Semiquantitative mikroskopische Analyse des Wachstumsverhaltens von MCMV-
Transposonmutanten.

Der zytopathologische Effekt wurde nach 96, 144 sowie 216 Stunden beurteilt, die Zellen nach 97 und 141
Stunden passagiert. Zeichenerkldrung: ¥ Plaque; & infizierte Zellcluster, j isolierte infizierte
Zellen; 1 keine erkennbare Infektion; 1 Zeichen: vereinzeltes Vorkommen (1/10 bis 3/10); 2 Zeichen:

maRig haufig (4/10 —6/10); 3 Zeichen : haufig (7/10-10/10)

Quantitative Untersuchung. Fur die weitere quantitative Analyse wurden die Mutanten IF4
(M27), IG11 (M34), VI Al (M47), 111 H8 (M47), Il F4 (M76) sowie IV D5 (m165) ausgewahlt

und jeweils beziglich der Zahl der PFU mit Wildtyp-MCMYV verglichen. Unter den mehreren
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MCMV-Mutanten, welche den ORF M27, M47, M76 sowie m165 betreffen, wurde jeweils die
Mutante gewahlt, welche moglichst proximal des Initiierungskodons liegt.

Von den M32-, M45- und M50-Mutanten konnten keine ausreichenden Virustiter gewonnen
werden, sodass sie sich einer quantitativen Betrachtung entzogen. Die Mutante in der
Promoterregion wurde nicht weiter untersucht. Fir M27, M34 sowie m165 konnte die Infektion
mit einer MOI von 0,1 durchgefiihrt werden. Fir die tbrigen Virusmutanten musste eine MOI
von 0,05 gewahlt werden, weil trotz mehrfacher Passagierung das Erreichen einer
Viruskonzentration fir eine Infektion mit MOI von 0,1 nicht mdglich war.

Fur die M27-Mutante zeigte sich —konsistent zu den Beobachtungen aus der semiquantitativen
Versuchsreihe —eine nur geringfiigig verminderte Produktivitdt von infektiosem Virus nach 4
bzw. 8 Tagen p.i. im Vergleich zum Wildtyp (Mittelwerte nach 8 Tagen: 9 x 10° vs. 2 x 10" PFU
/ml [p=0,25]). Fir die Mutanten des ORF M34, des ORF M76 und des ORF m165 war die
Menge an infektidsen Virus nach 4 bzw. 8 Tagen signifikant niedriger als bei Wildtyp oder bei
M27 (Mittelwerte nach 8 Tagen: 3 x 10° PFU /ml fur M34 [p=0,03]; 7x10* PFU/mI fir M76
[p<0,01]; 2 x 10° PFU / ml fir m165 [p=0,03]). Das starkste Defizit bei der Produktivitit von
infektiosen Viruspartikeln hatten die Mutanten, bei denen ORF M47 betroffen war. Hier wurde
ein Plateau bereits nach 4 Tagen erreicht und nach 8 Tagen waren keine h6heren PFU Titer
nachweisbar (Mittelwerte am Tag 8: 1,2 x 10* PFU/ml fiir 111H8 [p<0,01]; 1,6 x 10° PFU/m flir
VIALl [p<0,01]). Aufféallig dabei ist, dass im semiquantitativen Test die Fahigkeit zur
Plaquebildung fir M47 Mutanten nicht besonders eingeschrankt war (allerdings war die Grole
der Plaques deutlich kleiner als bei Wildtyp) und dass die beiden M47 Mutanten sich in ihrem
Wachstumsverhalten um fast eine log-Stufe unterschieden (p=0,008). Dabei wies die Mutante,
bei der die Insertion n&dher am Startkodon lag, das starkere Defizit bei der Produktion von
infektiosen Partikeln auf. Die Wachstumskurven jeweils im Vergleich zum Wildtyp sind in

Abbildung 18 graphisch dargestellt.
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Abbildung 18. Produktivitat von infektiésem Virus in NIH 3T3 Fibroblasten

bei den MCMV- Transposonmutanten des ORF M27, M34, M47, M76 und m165 jeweils im Vergleich zu
Wildtyp.

Messungen jeweils im Triplikat; Balken: Standardabweichung. Infektion von Zellen mit einer MOI von 0,1
(M27, M34, M165) bzw. 0,05 (M76, M47). Die Titer wurden mit einem Plagque-Assay jeweils am Tag 0, (1), 4

und 8 bestimmt.
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3.4.4 Herstellung von Revertanten zu den MCMV- Transposonmutanten mit
homologer Rekombination in E.coli

Durch die Transposonmutagenese und die damit verbundene Schédigung des entsprechenden
ORF konnten MCMV-Mutanten identifiziert werden, deren Vermehrung in NIH 3T3
Fibroblasten attenuiert ist. Zur Verifizierung des unmittelbaren kausalen Zusammenhanges
zwischen der Zerstorung des offen Leserahmens und der Beobachtung eines attenuerierter
Phénotyps war beabsichtigt, Revertanten mittels homologer Rekombination in E. coli
herzustellen. Exemplarisch hierfir wurden die Mutanten der ORF M32 (IVD9) und M76(l1F4)
ausgewahlt. Aus dem Hindlll- B Fragment, welches in pACYCL177 kloniert vorgelegen war,
wurde mit Sphl ein 4356 bp Fragment isoliert (Abbildung 19A) und in das Plasmid
pST76K _rpsL kloniert, welches ebenfalls mit Sphl er6ffnet wurde (Bereich der Homologie fir
Rekombination: MCMV Basenpaarposition [38.193;42.549]; Insertion in IVD9 bei MCMV
Basenpaar 40.346; neues Plasmid pST-BSphl, Abbildung 19B).

Aus dem Hindlll- C Fragment, welches auch in pACYC177 vorgelegen war, wurde mit BamHI
ein 6564 bp Fragment isoliert und in pST76K_rpsL kloniert, welches entsprechend mit BamHI
eroffnet wurde (Bereich der Homologie flir Rekombination: [105.497;112.061]; Insertion in 11F4
bei MCMYV Basenpaar 108411; neues Plasmid pST-CBamHI). Abbildung 20.

AnschlieBend wurden die Homologieplasmide pST-Bsphl und pST-CBamHI mit den MCMV-
Mutanten 1IF4 und 1VD9 in E. coli co-transformiert und durch homologe Rekombination
Revertanten generiert. Fir das Kointegrat (Abbildung 21A) bzw. fiir die Revertante (Abbildung
21B) wurde DNA isoliert und auf einem Agarosegel analysiert. Anschliefend erfolgte die
Transfektion der Revertanten-DNA in NIH3T3 Fibroblasten, die Herstellung von Virustitern
und die quantitative Einordnung der Wachstumsverhaltens wie oben beschrieben. In NIH3T3
Fibroblasten war die Virusvermehrung der Revertanten dem MCMV-BAC Virus gleich und
entsprach somit den Wildtypeigenschaften. Damit wurde die kausale Genotyp-Phé&notyp-
Verbindung gesichert.
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Abbildung 19. Klonierstrategie fiir die Revertante zur Transposonmutante 1VD9.

Oben: Darstellung des MCMV Genoms in linearisierter Form. Buchstaben bezeichnen die einzelnen
Hindl11- Fragmente. Runder Pfeil: Transposon- Insertionsstelle.

A und B: Aus dem Hindlll-B Fragment wird ein Homologiebereich ausgesucht, welche die
Insertionsstelle (Pos. 40.346) nach der 3 ”und der 57Seite passend flankiert (Sphl-Restriktionsschnittstelle;

Flankierung [38.193; 42.549].
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Abbildung 20. Klonierstrategie fiir die Revertante zur Transposonmutante 11F4

Analog zu Abbildung 19. (Insertionsstelle 108.411; Flankierung [105.497; 112.061].
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Abbildung 21. EcoRI Verdau zur Uberprifung der Kointegration.

(A. linkes Gel) Durch die Insertion des Transposons kommt es im Vergleich zu Wildtyp zu einer neuen
Bande bei 1,4 kb (weil3er Pfeil). Mit der Insertion des Transposons im ORF M32 (Pos. 40346) erfolgt
unmittelbar neben der EcoRI Schnittstelle 40291, so dass es zu keiner Ausbildung von neuen sichtbaren
Banden im Vergleich zu Wildtyp kommt. Die Kointegration von pST-B fiihrt zu 2 neuen Banden bei 2,4 kb
und somit zur Ausbildung einer 4-fach-Bande (Kasten) und zu einer neuen Bande bei 3,8 kb (jeweils
schwarze Pfeile). Mit der Insertion des Transposons im ORF M76 (Pos. 108411) erfolgt innerhalb eines 36,5
kb groRes EcoRI- Fragmentes und fiihrt im Vergleich zu einer neuen Bande bei 1,18 kb. Die Kointegration
von pST-C fihrt zu einer neuen Bande von 1,75 kb, 3,8 kb und 4,8 kb (jeweils schwarze Pfeile). WT:
Wildtyp. M32: Mutante 1VD9. M32 7 Kointegrat aus 1VD9 und pST-B. M76 7 Kointegrat aus I1F4 und pST-
C.

B (rechtes Gel). EcoRI Verdau zur Darstellung der Revertante. Bei der Revertante zu der M32-Mutante
verschwindet die Transposon- Bande bei 1,4 kb (weiller Pfeil); bei der Revertante zu der M76-Mutante
verschwindet die Transposon- Bande bei 1,4 kb (weiRer Pfeil) und die Bande bei 1,18 kb. R32: Revertante

von IVD9. R76: Revertante von 11F4.
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3.45 Elektronenmikroskopische  Darstellung  von MCMV-Mutanten in
Fibroblastenkulturen

Mit der klassisch genetischen Methode der Beobachtung eines verdnderten Phanotyps (langsame
Virusvermehrung) konnten aus einer Mutantenbibliothek MCMV- Transposonmutanten isoliert
werden und die zugrundeliegende genetische Veranderung charakterisiert werden. In einem
weiteren Schritt war sodann beabsichtigt, komplementér dazu mit einem Ansatz im Sinne der
inversen Genetik vom bekannten Genotyp auszugehen und nach eventuellen ultrastrukturellen
morphologischen Unterschieden zu suchen . Dazu wurden Fibroblastenkulturen mit Virus
infiziert und 4 Tage p.i. elektronenmikroskopisch dargestellt. S&mtliche Infektionsexperimente
wurden in 3fach wiederholt und mit dem morphologischen Erscheinungsbild von Wildtyp (WT)
verglichen.

Bei mit WT infizierten Zellen beobachtete man die zuvor ausfiihrlich beschriebene nukledre
Assemblierung des Virions, ein im Anschluss erfolgtes Verlassen des Zellkerns (Abbildung 22A)
und grofle Mengen zytosolisch lokalisierten Kapsiden und Virionen (Abbildung 22B). Ein dem
Wildtyp morphologisch &quivalentes Vermehrungsmuster zeigte sich bei den Mutanten von ORF
M27 (IF4), M34 (1G11) und M47 (VIAL). Im Gegensatz dazu zeigten beide Mutanten im ORF
M76 (11F4, 111B1) eine nukledre Akkumulation von Kapsiden (Abbildung 22C). In Zytosol
waren dagegen nur bei langerer Durchsicht und nur in einzelnen Zellen Kapside zu beobachten
(Abbildung 22D). Die Zahl nukledr lokalisierter, doppelt umhullter Kapside war im Vergleich
zum Wildtyp und im Vergleich zum Vermehrungsverhalten der anderen betrachteten Mutanten
deutlich vermehrt (Abbildung 22E).

Bei der Mutante 1VD5, bei welcher das Transposon in den ORF m165 inseriert ist, beobachtete
man keine relevanten Verénderungen im Vermehrungsmuster des MCMV. Im Gegensatz zum
Wildtyp und zu allen anderen Mutanten verdnderte sich bei mit IVDS5 infizierten Zellen die
nukledare Chromatinstrukrur. So erscheint das Chromatin in allen diesen Zellen deutlich

aufgelockerter und mit mehr Euchromatin im Vergleich zum Wildtyp (Abbildung 22F). Von
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den Mutanten des ORF M32, M45 und M50 konnten keine ausreichenden Virustiter gewonnen

werden, mit denen eine die Infektion dquipotent durchgefiihrt worden ware.

3.4.6 Quantifizierung der genomischen Agquivalente von MCMV und MCMV-

Mutanten in vitro

Die in den elektronenmikroskopischen Aufnahmen beobachtete Anreicherung von MCMV im
Nukleus bei Vorliegen einer Mutation im ORF M76 wurde mit einem homogenen PCR Assay
(TagMan™ —Technologie) quantifiziert. Nach Infektion von NIH3T3 Fibroblasten mit MCMV-
Wildtyp, M32 und beiden M76 —Mutanten mit einer MOI von 0,1 wurden die Zellen 8h, 24h und
48 h p.i. geerntet und in eine zytosolische (C) bzw. eine nukledre (N) Fraktio/n aufgetrennt. Fur
jede Fraktion wurde die Menge an MCMV-Genomadquivalenten bestimmt.

Tabelle 3. Beim MCMV Wildtyp fand sich nach 24 Stunden 7-fach mehr MCMV-DNA im
Nukleus als im Uberstand; nach 48 h war das Verhaltnis mit 4:1 unveréndert. Fir die MCMV
Mutante des ORF M32 konnte die stark eingeschrénkte Virusreplikation sowohl nach 24 Stunden
als auch nach 48 Stunden bestétigt werden. Fiir die MCMV Mutante des ORF M76 lieRRen sich
zwar Genoméquivalente quantifizieren, die in ihrer Anzahl der des Wildtyps entsprechen. Sie
waren jedoch auf das nukledre Kompartiment konzentriert und nur in geringer Menge Iim

zytosolischen Uberstand nachweisbar (Verhaltnis 210:1 bzw. 33:1).

MCMV

Wildtyp 540.000 76.000 440.000 110.000 7,11 4:1
M32 . .

IV D 9 10.000 7.500 15.000 2.400 131 6:1
Il\flmB 1 310.000 120.000 1.200.000 5.700 2,6:1 210:1
M76 . .
I1E4 150.000 47.000 300.000 9.000 3,21 33:1

Tabelle 3. Messung genomischer MCMV Aquivalente von MCMV —Wildtyp, MCMV-M32-Mutante und
MCMV-M76 Mutanten 24h und 48 h p.i. im zytosolischen (C) bzw. im nukledrem (N) Kompartiment mit

TagMan™ PCR

-67 -



Seite 68:

Abbildung 22. Elektronenmikroskopische Aufnahmen von NIH3T3 Fibroblasten, welche mit Wildtyp —
MCMYV und mit Transposon- Mutanten von M76 bzw. m165 infiziert worden sind.

VergroRerung jeweils angegeben. A: Wildtyp — Virionen beim Durchtritt aus dem Nukleus (rechts) ins
Zytosol (links). B: Ansammlungen von Virionen und Kapsiden im Zytosol (Wildtyp). C-E: Dichte nuklaere
Ansammlungen von Kapsiden bei der M76 Mutante, wahrend im Zytosol auch bei langerer Durchsicht
kaum Kapside zu finden sind. F: Aufgelockerte Chromatinstruktur bei der m165 Mutante. Weitere

Einzelheiten siehe Text.
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4. DISKUSSION

4.1  BAC Technologie: Insertionsmutanten und Deletionsmutanten.

411 Die homologe Rekombination von MCMV st in E. coli einfacher

durchfiuhrbar als in murinen Zellen.

Die Mutagenese ist ein essenzieller Bestandteil bei der Erforschung und der Analyse der
Funktion viraler Gene. Mit der Klonierung von CMV als ein infektitses bakterielles artifizielles
Chromosom (BAC) konnen die bewahrten, von Prokaryonten bekannten, biotechnologischen
Methoden angewandt werden (23). Wegen der fur ein Plasmid enormen GroRe des artifiziellen
Chromosomes ist die einfache Mutagenese durch rekombinante Klonierung mittels Spaltung und
Ligation allerdings nicht durchfuhrbar. Der Umweg erfolgt durch homologe Rekombination. Fir
die Rekombination sind die Enzyme RecA und RecBCD notwendig (141), wobei tblicher Weise
RecA in Laborstimmen von E. coli fehlt. Daher muss die genetische Information flir RecA
entweder transfiziert werden (140), oder tempordr auf einem Shuttleplasmid eingebracht werden
(25)(165), oder wie in dieser Arbeit ein E. coli Stamm verwendet werden, der konditionell RecA
exprimiert. Die hier angewandte und urspringlichen von Messerle (103) entwickelte Methode der
homologen Rekombination bietet mehrere Vorteile im Vergleich zu homologer Rekombination
in eukaryontischen Zellen:
a) Wegen der kurzen Generationszeit der Bakterien ist sie um ein Vielfaches
schneller und in einigen Wochen anstatt einigen Monaten durchfihrbar (23)
b) Die Methode ist sicherer, weil adventive Deletionen oder die Ausbildung von
inkorrekten rekombinanten Viren seltener beobachtet werden (150) und
Helfereffekte ausgeschlossen werden konnen
c) Auch Mutantengenome mit einem biologischen Nachteil kdnnen hergestellt

werden, wahrend dies in Zellkultur kaum mdglich ist
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Um Mutationen mittels homologer Rekombination einbringen zu kénnen, mussen geeignete
MCMV-Abschnitte gefunden und als Homologie in das Rekombinationsplasmid kloniert werden.
Fur eine durch RecA vermittelte Rekombination sind flankierende Sequenzhomologien mit je
2000 bp Ldange wunschenswert. Hierfur eignen sich insbesondere die subgenomischen
Abschnitte, die aus den Restriktionsfragmenten von MCMV hergestellt worden sind und in
pACYCL177 kloniert vorliegen (41). Sie wurden, je nach dem verwendeten Restriktionsenzym,
Hindlll-, EcoRI-, oder BamHI- Fragmente benannt und nach der GroRe dem Alphabet

entsprechend bezeichnet.

4.1.2 Bei der Rekombination mussen zwei Selektionsschritte ermdglicht werden:

Kointegratbildung und Kointegratlésung.

Kointegratbildung: Die Herausbhildung des Kointegrates war in allen in dieser Arbeit
beschriebenen Rekombinationsstrategien problemlos durchfiihrbar. Bei Analyse des Kointegrates
zeigte sich gelegentlich eine hohere DNA-Konzentration in den Banden, die vom Insert gebildet
worden sind, als in den zum MCMV BAC zugeho6rigen DNA-Banden. Eine mégliche Ursache
hierfiir ist die Ausbildung von Konkatameren. Dabei handelt es sich um eine Tandemisierung
von DNA Molekiilen in einer kovalenten Bindung (164). Das Phanomen verschwand aber bei
der Auflésung der Kointegrate vollstandig.

Kointegratlésung: Eine methodische Herausforderung ist die Resolution des Kointegrates im
zweiten Schritt der Rekombination. Durch die Wahl von geeigneten Antibiotika wird die
Ausbildung eines Kointegrates erzwungen und ist ein hdufiges Ereignis. Fir die Auflésung des
Kointegrates besteht aber grundsatzlich kein Selektionsdruck und ist daher selten zu beobachten.
Deshalb mussen unter Umstdnden mehrere Hundert Kolonien analysiert werden.

In dieser Arbeit wurde fur die Herstellung von Kointegraten als Selektionsmarker ein
temperaturabhéngiges Resistenzgen verwendet. Fur die Herstellung der Deletionsmutanten und

der Revertanten wurde zudem ein Rekombinationsplasmid verwendet, welches rpsL (strA)
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exprimiert. Das rpsL. System basiert auf einem Gen von E. coli fur ribosomales Protein S12. rpsL+
Bakterien konnen in N&hrmedium, das Streptomycin enthélt, nicht gedeihen (55). Durch dieses
Suizidgen wurde ein Selektionsdruck hin zur Resolution ausgetibt. Die notwendige Anzahl der zu
analysierenden Kolonien konnte so von den 500-1000 ublichwerweise verwendeten auf 5-10

reduziert werden.

4.1.3 MCMV DNA wird in E. coli als BAC stabil gehalten und zeigt keine Hinweise

fur genetische Aberrationen im zeitlichen Verlauf.

Die bisher publizierten Erfahrungen sprechen dafiir, dass BACs stabil bleiben, solange sie in
Bakterienstdmmen gehalten werden, in denen keine Rekombination stattfindet (138). Die
MCMV-BAC Information ist aber flir das Bakterium entbehrlich und deren stabile
Aufrechterhaltung fiihrt zu keinerlei biologischen Vorteilen. Man kann sich vorstellen, dass die
repetitven Sequenzen im CMV Genom (siehe auch Kapitel 1.2) eine préferenzielle Stelle fir
Rearragements sein kdnnten (23). Kontrollen solcher ungewtiinschten, inzidenziellen Ereignisse
sind deshalb wichtig. GroRere Verdnderungen oder Deletionen lassen sich durch Bandenanalyse
nach Verdau mit Restriktionsenzymen identifizieren. Daher wurden in der vorliegenden Arbeit
sowohl die Kointegrate als auch die Mutanten mit mindestens zwei verschiedenen
Restriktionsenzymen (i.d.R. HindIll, Notl, BamHI) analysiert. Kleine Alterationen (z.B. Deletion
einzelner Basenpaare, Punktmutation) lassen sich nur durch Sequenzierung ausschlieBen. Bei
einem 230kb grofRen Genom ist das mit den heute zur Verfligung stehenden Mdglichkeiten
unpraktikabel. Alternativ kdnnen zwei indirekte Methoden angewandt werden: (a) Prufung der
biologischen Fitness und (b) die Herstellung und Charakterisierung von Revertanten. Viren
haben eine sehr hohe Dichte an kodierenden bzw. regulierenden Sequenzen akzidenzielle
Verdnderungen —sofern sie nicht essenzielle Gene betreffen —sollten haufig zu einem Nachtelil in
vitro oder in vivo fiihren (23). Es ist daher bemerkenswert und erfreulich, dass tblicherweise die

Herpesvirus-BACs  Wildtypeigenschaften besitzen (19)(140)(153). Auch fir das murine
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Gammaherpesvirus 68 konnten Wildtypeigenschaften des BAC-Klons nachgewiesen werden,
jedoch erst, nachdem die BAC Kassette entfernt worden war. Die BAC Kassette verursachte hier
z.B. niedrigere Gammaherpesvirus 68 - Titer wéhrend der akuten Infektion in der Lunge von
Versuchstieren und eine geringer ausgepragte Splenomegalie (2).

Wird bei einer Mutante ein abweichender Phénotyp gefunden, so ist die Herstellung einer
Revertante erforderlich, um den Phé&notyp der gefundenen Mutation zuordnen zu kdnnen (23).
In dieser Arbeit wurden mittels homologer Rekombination Revertanten fiur die MCMV-
Mutanten hergestellt, bei denen der Leserahmen von M32 und M76 trunkiert war. Die
Revertanten hatten die Eigenschaften von Wildtyp-MCMV.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass mittels homologer Rekombination grole DNA-
Bereiche, d.h. auch >30 kbp, in einem Schritt aus dem BAC exzidiert werden kdnnen und dass
die verklrzten BAC- Konstrukte in E. coli weiterhin stabil erhalten werden. Diese Beobachtung
ist nicht trivial, weil auch denkbar wére, dass es durch die groRe Schleifenbildung bei der
Kointegration zu einer Destabilisierung der DNA kommen koénnte. Die Deletionsmutanten
fuhrten in vitro zu keiner Nachkommenschaft von weiterem Virus, so dass postuliert werden
kann, dass auch essenzielle Gene von der Deletion betroffen worden waren. Fir m152 bis m159
ist bekannt, dass sie nicht essenziell sind (153). Eine Deletion der Basen 184079 —217934, wie in
dieser Arbeit durchgefiihrt, betrifft die ORF m126 bis m159. Fiir m142 und m143 wurde spéater
vermittelt, dass sie essenziell fiir das Wachstum in Fibroblasten sind (101). Es ist sehr
wahrscheinlich, dass diese ORFs grundsatzlich essenziell sind, weil Mutanten der ORF m137-

m141 lebensféhig sind (28).
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4.2  Viramie und DNA&mie sind kein direktes Abbild der in Organen
stattfindenden CMV- Replikation. Marker Proteine erhOhen die
Aussagekraft.

4.2.1 Serologische CMV-Marker in der Grundlagenforschung bei der Infektion in

Vivo.

Mit der Herstellung der Reporterprotein-Insertionsmutante sowie der Etablierung der TagMan™
PCR fir MCMV waurden in dieser Arbeit zwei neue Methoden entwickelt, um die MCMV
Infektion longitudinal in ein- und- demselben Versuchstier zu tberwachen und auf diese Weise
den Verbrauch von Versuchstieren zu reduzieren. Die Ergebnisse zeigen, dass man mit der
Bestimmung eines Markers die zuverlassigere Aussage Uber die Infektion in Organen bekommt.
Die Quantifizierung der viralen DNA Kkorreliert weniger gut und die Quantifizierung einer
Virdmie mittels Zellkultur liefert nur unzuverldssige Aussagen. Diese Weiterentwicklung ist
sinnvoll, weil bekannt ist, dass die Wirksamkeit einer immunsuppressiven Behandlung einerseits
und einer antiviralen Therapie andererseits zwischen einzelnen Versuchstieren betrachtlich
schwanken kann (22). Die Quantifizierung von Genomaéquivalenten im Blut scheint mit der
Virusaktivitdt nur bei starker Immunsuppression zu korrelieren; die Korrelation in lediglich B-

Zell -defizienten Tieren ist hingegen schlecht.

4.2.2 Serologische CMV-Marker in der klinischen Anwendung.

Bei Ubertragung dieser Beobachtung auf den Menschen ist zu folgern, dass das Blut ein separates
Kompartiment der CMV Infektion darstellt und —wenn Uberhaupt —die quantifizierten DNA
Aquivalente im Blut nur ein indirektes, unscharfes Bild der Virusreplikation in Organen
reflektieren.

In Klinischer Anwendung erfolgt heutzutage das Monitoring einer HCMV —Virusinfektion jedoch
im Blut durch Detektion des Matrixproteins pp65 (ORF UL83) in Leukozyten (59). Dabeli

korreliert die Zahl pp65 -positiver Zellen mit dem Auftreten einer HCMV- Erkrankung (126).
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Nachteile sind eine schlechte Standardisierung, und die Notwendigkeit der Messung innerhalb
von 8 Stunden nach Blutentnahme. Eine ausreichende Zahl von Leukozyten ist VVoraussetzung
fur diesen Test, was bei Knochenmarktransplantierten nach konditionierender Therapie nicht
immer gegeben ist (88). Der Nachweis und die Quantifizierung von HCMV DNA in Vollblut
oder im Plasma eignet sich jedoch zur schnellen Diagnose der HCMV Infektion wie auch zur
Uberwachung des klinischer Verlaufs und des Ansprechens auf eine antivirale Therapie (47), (88),
(89). Die DNAd&mie und die Antigendmie korrelieren dabei in aller Regel. Diesen Methoden ist
im Vergleich zur Bestimmung von Anti- CMV 1gG bzw. IgM der Vorzug zu geben, welil bei
immunsupprimierten Patienten die humorale Immunantwort unzuverldssig ist (46).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen auch, dass ein negatives Ergebnis nicht zwangslaufig das
Vorliegen einer CMV Infektion ausschlieBen muss. Daher muss bei klinischem Verdacht und bei
Risikopatienten in anderen leicht gewinnbaren Materialien, z.B. Rachenspulwasser,
Bronchialsekret oder Stuhl nach HCMV gesucht werden. Entsprechende PCR Methoden stehen
in spezialisierten virologischen Laboratorien zur Verfugung. Notwendig ist auch die Entwicklung
von weiteren Verfahren, die mit einer hoheren Prdazision die klinische Verwertbarkeit eines
HCMV- Nachweises belegen. Jingste Entwicklungen hierbei sind z.B. zellgebundene Assays,
welche die spezifische zellulare Immunantwort des Wirtes auf HCMV abbilden und quantitativ
darstellen kénnen (z.B. Immunospot) (65). Dies ist wichtig, weil immer mehr Hinweise dafir
sprechen, dass spezifische CD8(+) T-Zellen fur einen lang anhaltenden Schutz vor CMV sorgen
(76). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass virusspezifische sezernierte Proteine eine
hochsensitive Mdglichkeit waren, die CMV Infektion rasch zu erkennen. Bisher gibt es aber noch
keine evaluierten Testsysteme fiir solche Proteine. Ein mdgliches Ziel wére das virale
Glykoprotein R27080 (Produkt des ORF R27080 alias UL21.5 von HCMV), von dem gezeigt
werden konnte, dass es im Uberfluss in Zellkultur von HCMV-infizierten Fibroblasten sezerniert

wird (112).
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4.3  Transposons: klassische und reverse Genetik

Die Methode der Transposon- Mutagenese, die in der bakteriellen Genetik seit fast zwei Dekaden
Anwendung findet, I&sst sich auf das bakterielle artifizielle Chromosom von MCMV anwenden
(9). Durch die (grundsatzlich an zufélliger Stelle erfolgende) Insertion eines Transposons kdnnen
Mutantenbibliotheken erzeugt werden. Mit einem geeigneten Suchverfahren kdnnen dann
Phénotypen identifiziert werden, die sich vom Wildtyp unterscheiden, und so der Genotyp
gefunden werden (23). Neben diesen ,klassisch genetischen“® Ansatz ist es auch mdglich, die
Bibliothek auf genetischer Ebene gezielt nach geeigneten Mutanten zu durchsuchen und dann
den Phénotyp der Mutante zu charakterisieren (,jnvers genetischer** Ansatz) (68). Die
Identifikation des Insertionsortes im BAC erfolgt mittels direkter Sequenzierung, weil
Erkennungsstellen von geeigneten Primern in das Transposon integriert worden sind (30).

In dieser Arbeit wurde fur die Transposon —Mutagenese das Plasmid pTsTM16 verwendet, das
aus pTsTM8 rekombinant hergestellt wurde. pTsTM16 enthdlt ein Transposon aus der Tn3-
Familie und bevorzugt daher fir die Transposition negativ verdrillte (,negatively supercoiled*)
Plasmide (9). Daher erfolgt die Transposition tberwiegend in MCMV-BAC und nur selten in das
E.coli Genom. Von seinem Ursprungsplasmid pTnMax8 unterscheidet es sich durch zwei
Eigenschaften. Zum einen wird durch die Insertion von rep® ein Mechanismus integriert, welcher
die Replikation des Plasmides nur bei 30°C, aber nicht bei 42°C ermdglicht. Nach Transposition
verlieren bei 42° kultivierte Bakterien die nicht integrierten pTsTM16 Plasmide (25)(120). Zum
anderen beinhaltet pTsTM16 das GFP Gen unter Kontrolle mit dem HCMV immediate-early
Promoter des Plasmids pEGFP-CI (20). Damit wird in der Zellkultur die mit einer Transposon-
Mutante infizierte Zelle unter dem Fluoreszenzmikroskop einfach identifizierbar, weil sie sich
von der nicht infizierten Zelle durch ein griines Fluoreszenzsignal unterscheidet. Eine starke
GFP Expression allein kdnnte theoretisch das Viruswachstum negativ beeinflussen. Bei
Mutanten, welche GFP exprimieren und im Vergleich zum Wildtyp eine nur geringfiigige
Wachstumsretardierung zeigen, sollte der Vergleich der Wachstumskurven daher am besten mit
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einer anderen GFP Mutante erfolgen, von der bekannt ist, dass sie ein Wachstumsverhalten wie
Wildtyp zeigt (101). Die ausgeprégte Attenuierung der hier untersuchten Mutanten geht aber
weiter Gber das MaR hinaus, welches man vom GFP allein erwarten kénnte.

Analysiert man Bakterienklone, welche das MCMV-BAC enthalten, nach Transposon-Insertion,
kann man bei ~90 % der Kolonien eine Transposition ins BAC feststellen (25). Bei drei der 19 in
dieser Arbeit ndher analysierten Mutanten fanden sich mehrfache Transposon-Insertionen, die
eine Sequenzierung verhinderten und daher nicht ndher analysiert wurden. Mehrfachinsertionen
bedeuten einen Selektionsvorteil, weil mit dem Transposon auch jeweils eine Kopie des
Antibiotika- Resistenzgens Ubertragen wird. Flr pTSTM16 ist dies ein seltenes Ereignis, weil die
Resistenz gegentiber Kanamycin bereits nach einem Insertionsereignis fast vollstdndig ist. Bei
Verwendung von (schwdcheren) Resistenzgenen gegen andere Antibiotika (z.B. Tetracyclin)
wurden Mehrfachinsertionen haufiger beobachtet (68). Ferner implizierte das Suchkriterium
,Jangsames Wachstum in Fibroblasten““ eine positive Selektion von Mutanten mit
Wachstumsdefiziten. Bei Mehrfachinsertionen ist aber die Wahrscheinlichkeit einer
Beeintrachtigung eines wachstumsrelevanten Gens erhoht. Das erklart zuséatzlich die erhdhte

Anzahl von Mehrfachinsertionen, die in dieser Arbeit gefunden wurden(3 von 19).

4.4  Die Zerstorung des ORFs von M32, M34, M45, M47, M50, M76
und m165 fuhrt zu einem attenuiertem Wachstum in Fibroblasten

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Unterbrechung der ORF von M32, M34, M45,
M47, M50, M76 sowie von m165 zu einem attenuiertem Wachstum in Fibroblasten in vitro flhrt.

Die Funktion von M32. Uber die genaue Funktion von M32 ist bisher wenig bekannt, mehr
jedoch tber die Lokalisation des durch M32 kodierten Proteins, eines Tegumentproteins von 150
kDa GroRe (ppl50). ppl50 induziert bei Vakzinierung von Mé&usen in keine spezifische
immunologische Antwort von CD8(+)-T-Lymphozyten (109). Von dem HCMV Homolog,

UL32 (mit einem immunogenen Protein ppl50 als Produkt), ist bekannt, dass die pp 150
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Expression spét wahrend der zytoplasmatischen Reifung von HCMV beginnt und pp150 72 h p.i.
im Zytoplasma nachweisbar ist (66). Wird das Transkript von UL32 mittels Antisense -RNA
inhibiert, zeigen sich ultrastrukturell keine Unterschiede in den nukledren HCMV
Nukleokapsiden. Im Zytoplasma fehlen jedoch DNA -haltige C Kapside und Virionen; statt
dessen werden abnorme Formen von nicht infektiésen, umhllten Partikeln beobachtet (94). In
dieser Arbeit konnte kein Unterschied in der DNA-Menge zwischen Nukleus und Zytoplasma
bei der M32 Mutante beobachtet werden. Es ist moglich, dass pp150 daher eine Funktion bei der
Stabilisierung von Kapsiden im Zytoplasma besitzt. Diese Hypothese wird bestatigt durch die
Studien von Sanchez et al., wo pp150 wéhrend des replikativen Zyklus in einer festen Struktur
innerhalb des Zytoplasmas verblieb (132). Es lasst sich somit vermuten, dass —vermittelt unter
anderem durch pp150 —im Zytoplasma Virionen assembliert werden und das die Destruktion
des fur pp150 kodierenden ORF zu einem schweren Replikationsdefizit fuhrt.

Die Funktion von M34. Der ORF M34 war bei MCMV noch nicht untersucht. Von seinem
HCMV Homologen UL34 (und dem kodierten Protein pUL34) ist bekannt, dass es einen
Repressor der US3 Expression darstellt. pUL34 bindet an ein repressives Element fiir die
Transkription von US3 in vitro. pUL34 ist im Zellkern lokalisiert (83). Bei seiner Funktion als
Transkriptionsfaktor ist es verstdndlich, dass in dieser Arbeit keine ultrastrukturellen
Unterschiede bei der M34-Mutante gesehen worden sind.

Die Funktion von M45. M45 hat Homologie mit der grofRen (R1) Untereinheit der
Ribonukleotid -Reduktase (122), hat aber keine entsprechende biologische Funktion (86). M45-
Mutanten wachsen in Fibroblasten weitgehend normal, haben aber ein ausgeprégtes
Wachstumsdefizit in Makrophagen und kdnnen sich in Endothelzellen Uberhaupt nicht
vermehren (21). Das zu M45 homologe Protein UL45 von HCMV hat mdglicherweise keine
vergleichbare Bedeutung fir die Replikation von HCMV in humanen Endothelzellen, da eine

UL45-Deletionsmutante keinen Wachstumsdefekt in Umbilikalvenen-Endothelzellen zeigte (61).
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In der hier analysierten Mutante ist das Gen fir GFP in inverser Orientierung zu den Genen
M44 —M46. Dadurch entsteht vermutlich ein antisense-Effekt zum benachbarten M46, welches
die Expression von M46 drosselt. M46 ist fur die Replikation von MCMYV essentiell (52).

Die Funktion von M47. Fur M47 lasst sich aus dem 1040 bp grofen Codon ein 118,1 kDa
schweres Protein vorhersagen (125). Es wurden bisher keine weiteren Untersuchungen zu M47
ver6ffentlicht. Das HCMV Homolog, UL47, wird in der spéaten Phase (72 h p.i.) der Infektion
exprimiert (71). HCMV, bei dem ULA47 deletiert ist, repliziert bis zu 100-fach langsamer in
Fibroblasten und aus diesem Replikationsdefizit von UL47 Mutanten resultiert kein Defekt beli
Eindringen der Viren in die Fibroblastenzelle. Nachdem UL47 die Transkription von immediate-
early Genen verzogert, wird vermutet, dass UL47 in dem Prozess der DNA-Freisetzung aus dem
Virion nach Infektion eingreift (8). Die in der vorliegenden Arbeit generierten Ergebnisse zeigen
ebenso ein deutliches Wachstumsdefizit von M47 Mutanten, ohne dass ultrastrukturelle
Verdnderungen beobachtet werden konnten.

Die Funktion von M50. Das M50 Gen kodiert fur ein transmembranes 35-kDa Protein welches
mit dem viralen Apparat asoziiert ist, der fur den Austritt von MCMV aus dem Zellkern
verantwortlich ist (113). M50 Homologe lassen sich in allen Herpesviridae identifizieren und sind,
z.B. bei HSV-1, bei diesen ebenso fur das Verlassen des Zellkerns verantwortlich. Das Protein
M50/p35 ist an der inneren Kernmenbran lokalisiert; das M50 Gen galt lange Zeit als essenziell.
Jingst konnte durch Analyse von >100 Mutanten von M50 gezeigt werden, dass insbesondere
der N-Terminus von M50 fir die Funktion essenziell ist, wahrend groRRe Teile des C-Terminus
deletiert werden koénnen, ohne dass es zu einem Funktionsverust kommt (26). Die in dieser
Arbeit verwendete Mutante von M50 wies das grofite Wachstumsdefizit aller analysierten
Mutanten auf. Es konnten aber einzelne Zellen identifiziert werden, bei welchen es zu einer
eindeutig nachweisbaren Expression von GFP nach Infektion mit der M50 Mutante kam.
Maglicher Weise wird unter Abwesenheit von M50 MCMV daran gehindert, den Zellkern zu

verlassen und weitere infektiose Partikel zu bilden, welche andere Zellen infizieren kbnnen.
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Die Funktion von M76. Uber die Funktion des MCMV ORF M76 war bisher nichts bekannt.
pUL76 (38 kDa), das Produkt des HCMV Homologen, UL76, reguliert (wie auch andere
zellspezifische Transkriptionsfaktoren und virale Proteine (pUL69, pUL82 und pUL84) die
Expression des “major immediate-early promoter/enhancer““(MIEP, siehe auch Kapitel 1.3). pUL76 ist
im reproduktiven Zyklus von HCMV -infizierten Zellen vom ,jmmediate-early”” Stadium bis zum
“fate““Stadium nachweisbar und scheint selektiv nukleér loklalisiert zu sein (156). Der Nachweis
bereits im ,jmmediate early““Stadium spricht dafiir, dass pM76 ein Bestandteil des Virions ist. Die
Beobachtungen von Wang et al. (156) sind konsistent mit dem Ergebnis dieser Arbeit, die ein
Exportdefizit von M76 Mutanten aus dem Nukleus nahelegen konnte. Es ist zu vermuten, dass
es einen regulatorischen Mechanismus gibt, der bestimmt, wann Kapside die Reife haben, den
Nukleus verlassen zu kénnen und dass M76 hier eine wesentliche Rolle spielt.

Die Funktion von m165. Uber die weitere Funktion von m165, einem ORF, der keine
Homologie zu HCMV aufweist, ist nichts bekannt. Fir den nur 332 bp langen ORF lésst sich ein
358 kDa schweres Protein vorhersagen; mdoglicherweise handelt es sich um ein
membranstandiges Glykoprotein (125). Gezielte Deletionen von m165 und der benachbarten
ORFs zeigten allerdings kein Wachstumsdefizit. Daraus 1&48t sich vermuten, dass das
Wachstumsdefizit der m165-Transposon-Mutante wahrscheinlich auf eine zuféllige Mutation an
anderer Stelle des Virusgenoms zurlckzufiihnren ist (W. Brune, Wirzburg, personliche
Mitteilung).

M27 Mutanten haben keine Attenuierung des Wachstums. Bei der qualitativen Analyse der
Virusvermehrung aller Transposon- Mutanten der BAC- Bibliothek wurden auch drei Mutanten
registriert, bei denen jeweils der ORF M27 von der Insertion betroffen war. Bei der
semiquantitativen Beobachtung war die Virusausbreitung in Fibroblasten jedoch mit Wildtyp
vergleichbar und bei der quantitativen Untersuchung im Vergleich zum Wildtyp nicht signifikant

vermindert. Dies ist konsistent mit den Beobachtungen von Abenes et al. Dort fihrte die M27-
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Mutante nur in vivo zu einer Attenuierung von Wachstum und Virulenz fihrt, wahrend in vitro

kein Unterschied zu Wildtyp beobachtet wurde (1).

4.5 Ausblick: Gene, die in vitro entbehrlich sind, spielen eine
wesentliche Rolle bei der Virus- Wirt- Interaktion

Fir ein Wachstum in Zellkultur sind viele CMV Gene offensichtlich entbehrlich. Ihre
Anwesenheit im viralen Genom weist darauf hin, dass sie eine in vivo Funktion bei der
Modulation von Interaktionen zwischen Virus und Wirt besitzen. Einige nicht-essenzielle Gene
wurden bereits beschrieben. Z. B. fihrt HCMV US11 zu einer Herabregulierung der Expression
und Préasentation von MHC-KIlasse | Molekulen (161). MCMV ORF m133, der bestimmende
Faktor fiir MCMV Replikation in Speicheldriisen, ist ebenso entbehrlich in vitro (82). Ahnliches
gilt auch fur M43. Hier flhrt die Destruktion des ORF mittels Transposoninsertion zu 100-1000
fach niedrigeren Virustitern in Speichseldriisen im Vergleich zu Wildtyp (163). Eine andere Studie
an Transposon-Mutanten zeigte, dass M43 und andere Mitglieder der US22 Familie (M36, m139,
m140, m141) den MCMYV Tropismus fur Markophagen beeinflussen (101). ORF M83 kodiert ein
in grofler Menge vorkommendes Tegumentprotein, welches zwar fir die in vitro Replikation nicht
notig ist, aber notwendig fiir eine effiziente Replikation und Virulenz in vivo (110).

Mittels Mutanten innerhalb eines ORF und der Analyse des Verhaltens der Virusmutanten in vitro
und in vivo konnte in den letzten Jahren die Funktion verschiedener Gene von HCMV und
MCMYV vermittelt werden. Endothelzellen, die mit M45-MCMV-Transposonmutanten infiziert
werden, werden rasch der Apoptose zugefuhrt. Es ist wohl eine Strategie des murinen CMV, der
Zerstorung der Wirtszelle durch M45-vermittelte Hemmung von zelluldrer Apoptose zu
entgehen (21). Im Gegensatz dazu zeigt die Transposonmutante von UL45 (HCMV) auch ein
Wachstumsdefizit in Fibroblasten. Die Zellen waren nur moderat sensitiv gegenlber FAS-
induzierter Apoptose. Bei HCMV konnte fiir UL45 die herausragende antiapoptotische Funktion

nicht gezeigt werden (117). Der Unterschied zwischen M45 und UL45 zeigt, dass Erkenntnisse
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aus dem Mausmodell nicht immer auf HCMV ubertragen werden kdnnen. Vor einer klinischen
Umsetzung mussen solche Daten an HCMV reproduziert werden. Zudem missen die in vitro
gewonnen Erkenntnisse mit den tatséchlich beobachteten klinischen Daten korreliert werden.
Kurzlich hat sich ndmlich gezeigt, dass UL45 bei klinischen HCMV —Isolaten durchaus eine anti-
apoptotoische Wirkung hat (Prof. Koszinowski, Miinchen, pers. Mitteilung).

Die Transposoninsertion fuhrt zu einer Zerstérung des Leseranmens und in der Folge zu einer
Trunkierung des translatierten Proteins. Die Forderung nach einer kompletten Deletion eines
gesamten ORF zur sicheren kausalen Verknupfung von Phanotyp und genetischer Ursache fuhrt
zu neuen Problemen. Durch die Deletion kénnen auch regulatorische Sequenzen betroffen
werden, welche die Funktion anderer Gene beeinflussen kdnnen (5). Eine verbesserter Ansatz ist
die Betrachtung von mehreren Mutationen an unterschiedlichen Stellen des Leserahmens (68),

wie sie in dieser Arbeit fir M27, M47 und M76 Mutanten gezeigt wurde.

46 ORF M76 und Exportdefizit von MCMYV aus dem Nukleus

Die Elektronenmikroskopie (EM) als schnelle und effektive Methode der visuellen Darstellung
von den von Robert Koch definierten ,yltravisiblen®“ Agenzien (80) forderte die Virologie seit
der Erstbeschreibung von Pockenviren im Jahr 1938 (17) in den Jahren 1950-1980, verlor aber in
letzter Zeit mit der zunehmenden Entwicklung von molekularbiologischen Techniken an
Bedeutung. Diese Entwicklung wurde vielfach bedauert (50). Nicht nur fur die
Grundlagenforschung sondern auch fiir die klinische virologische Diagnostik sind EM-
Techniken unverzichtbar. Z.B. kann Humanes Papillomvirus (HPV) mittels EM hochspezifisch
im Urin von Knochenmarktransplatierten diagnostiziert werden (12), und sie stellt oftmals die
Methode der Wahl bei der Differenzierung von Erregern dar, wie sie in B-Waffen Einsetzung
finden kénnten(49)(64)(90). Die Vorteile von EM sind eine schnelle Darstellbarkeit von bis zum
10 nm Kkleinen Strukturen durch die direkte Préparation der Zellen und die Darstellung der

morphologischen Eigenschaften von Erreger und Wirt im Sinne einer anschaulichen Diagnostik,
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wobei die beobachtete Morphe eine innere Qualitatskontrolle darstellt (49). Durch die
Beobachtung von Verdnderungen von Strukturmerkmalen wie Grél3e, Form und Feinstruktur
lassen sich Hinweise auf die zugrundeliegende genetische Ursache geben, weil morphologische
Merkmale eine genetische Ursache haben.

In der vorliegenden Arbeit konnten durch die EM Hinweise darauf gefunden werden, dass die
Schédigung der ORF M76 im MCMV ein Exportdefizit des Virus aus dem Zellkern verursacht.
Durch Herstellung von markierten, spezifischen AntikOrpern, lieRe sich zukinftig mittels
Immun- EM die genaue Lokalisation von M76 aber darstellen und so aufgrund des

morphologischen Erscheinungsbildes die Genfunktion vermuten (14).

4.7  Ausblicke und Perspektiven

Mit der Sequenzierung viraler Genome und auch des humanen Genoms steht eine immense
genetische Datenflut zur Verfligung und muss in sinnvolle Information zur Funktion einzelner
Gene Ubertragen werden (23). Dazu sollte diese genetische Information in einer verdnderbaren
Form vorliegen, z.B. als artifizielles Chromosom. Die Charakterisierung der Funktion erfolgt
durch rekombinantes Klonieren auf BAC- Niveau durch den Austausch von homologen viralen
Genen (29) oder durch Expression einzelner Gene (162). So konnte mit BAC Technologie der
MCMV- Enhancer reseziert und durch den HCMV- Enhancer ersetzt werden und gezeigt
werden, dass MCMV ohne Enhancer ein Wachstumsdefizit besitzt und dieses durch die den
HCMV- Enhancer komplementiert werden kann (5). Denkbar ist aus das Markieren von Genen
durch tags (113) oder die Fusion von Genen mit fremden Operons (145).

Als BAC klonierte Viren kdnnten auch —als Bestandteil von attenuierten Bakterien als Trager —
als multivalente Vakzine verwendet werden. Erste tierexperimentelle Ergebnisse sind
vielversprechend. MCMV-BAC wird stabil in Salmonella enterica serovar Typhimurium gehalten und

eine Infektion mit diesem Bakterium induziert in Mausen eine CMV-Infektion (33).

-83-



Eine der interessantesten Anwendungen ist die Verwendung von Herpesviren fur den
Gentransfer (44). Herpesviren eigen sich hierfur, weil sie durch ihre enorme GroRe groRe DNA
Mengen aufnehmen konnen und sie eine groBe Anzahl nicht-essenzieller Gene besitzen, die
durch therapeutische Gene ausgetauscht werden konnten.

Fur CMV im speziellen sind hdmatologische Progenitorzellen eines der wesentlichen Zielorgane,
weil das CMV Genom in der latenten Phase der Infektion in diesen Zellen persistiert (62)(102).
CMV konnte daher gut als Vektorsystem fiir die Gentherapie von kongenitalen und erworbenen
h&matopoetischen Erkrankungen dienen (18). Hierfur kann mit der BAC Technologie die
Klonierkapazitdt von CMV bestimmt werden, und dann in einem zweiten Schritt eine geeignete
Zelllinie generiert werden, welche replikationsdefiziente Vektoren produziert. Ziel kdnnte die
Herstellung von leeren Amplikons (engl. gutless amplicon) sein. Zur Vorhersage der Effekte eines
solchen CMV Skeletts ist es wichtig, die Funktion jedes einzelnen der herpesviralen Gene

verstehen zu lernen.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Das humane Zytomegalievirus (HCMV) ist ein speziesspezifisches, humanpathogenes
Herpesvirus. Ein etabliertes System zur Untersuchung der CMV-Infektion in vivo ist das murine
Zytomegalievirus (MCMV). Das 230 kb grofle Genom von MCMV liegt seit kurzem als
bakterielles artifizielles Chromosom (BAC) kloniert vor. Damit er6ffnen sich neue Strategien fr
gentechnologische Untersuchungen, die Gegenstand dieser Dissertation sind: Mit homologer
Rekombination in E. coli und mit Transposonmutagenese wurden Insertionsmutanten und
Deletionsmutanten des MCMV hergestellt und in NIH 3T3 Fibroblasten in vitro sowie BALB/c
Méusen in vivo charakterisiert.

Insertionsmutanten: Zwei verschiedene sezernierbare und quantitativ nachweisbare
Markergene (HBsAg; SEAP) wurden jeweils so in das MCMV-Genom inseriert, dass sie im
Rahmen einer Infektion in vitro wie auch in vivo zur Expression kommen. Im Versuchstier
korrelierte die Menge der in das Serum sezernierten Marker hochgradig mit mit den Virustitern in
Milz und Leber. Die Markersekrtetion wurde mit einer hierflir neu etablierten quantitativen PCR-
Methode (TagMan™') bezliglich der Sensitivitat verglichen. Bei immunkompetenten Mausen war
SEAP —vor der PCR und der Virusbestimmung - das empfindlichste Nachweisverfahren. Die
entwickelten Methoden erlauben erstmals die longitudinale Beobachtung einer MCMV-Infektion
in ein- und- demselben Versuchstier.

Deletionsmutanten: Das Wachstumsverhalten von 576 MCMV-Transposon-Mutanten in
Fibroblasten wurde analysiert. Identifiziert wurden 19 Mutanten mit wachstumsdefizitaren
Phénotypen, denen Verdnderungen von sechs offenen Leserahmen (ORF) zugrunde lagen. Eine
Trunkierung eines dieser bisher nicht naher definierten, offensichtlich nicht essentielle Gene,
bewirkt ein signifikantes, quantifizierbares Wachstumsdefizit. Mit Hilfe von elektronen-
mikroskopischen Aufnahmen konnte gezeigt werden, dass bei MCMV die Destruktion des
Leserahmens M76 ein Exportdefizit aus dem Zellkern zur Folge hat.
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