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I  ZUSAMMENFASSUNG 

 
Aufgrund der Zunahme an Organ- und Knochenmarkstransplantationen und der damit 
verbundenen Immunsuppression bzw. immunsuppressiven Therapie sowie der zunehmenden 
Zahl an AIDS-Patienten ist das Zytomegalovirus (CMV) als Pathogen in den letzten zwanzig 
Jahren trotz der Einführung wirksamer antiviraler Medikamente bis heute von großer 
klinischer Bedeutung. Während bei immunkompetenten Personen eine primäre CMV-
Infektion durch das Immunsystem kontrolliert werden kann, führt eine Primärinfektion oder 
eine Reaktivierung einer latenten CMV-Infektion in immunsupprimierten Patienten zu 
lebensbedrohlichen Komplikationen. Die Pathogenese einer CMV-Infektion wird 
entscheidend von der Qualität der antiviralen Immunantwort des Wirtes beeinflusst und 
Kenntnisse über die Interaktion von CMV mit dem Immunsystem sind für die Prophylaxe 
und Behandlung einer CMV-Infektion von großer Bedeutung. Dendritische Zellen (DCs) 
sind die wichtigsten Antigen-präsentierenden Zellen des Immunsystems und spielen bei der 
Initiierung einer antiviralen Immunantwort eine zentrale Rolle. Die Stimulation von naiven 
T-Zellen durch DCs und die Auslösung einer zytotoxischen T-Lymphozyten-Antwort trägt 
entscheidend zur Eliminierung von viral-infizierten Zellen bei. Die Interaktion des 
Zytomegalovirus mit dendritischen Zellen gibt dem Virus eine Möglichkeit, seine 
Eliminierung durch das Immunsystem des Wirtes entscheidend zu beeinflussen.  
Zur Identifikation von Zielzellen für latente und lytische Infektionen durch MCMV und zur 
Untersuchung der Auswirkungen einer MCMV-Infektion auf den Phänotyp und die Funktion 
der Zellen wurde die murine hämatopoetische Stammzelllinie FDCP-Mix als Modellsystem 
verwendet. Definierte Differenzierungsstadien der Zellen entlang der dendritischen Reihe 
wurden hierzu mit einer GFP-exprimierenden MCMV-Mutante infiziert. Während 
undifferenzierte FDCP-Mix-Zellen und von FDCP-Mix-Zellen abgeleitete reife DCs nicht 
produktiv infizierbar waren, setzten unreife DCs infektiöse Virusnachkommen frei. In reifen 
DCs wurden nur virale Proteine der sehr frühen und frühen Phase der viralen Genexpression 
synthetisiert, während späte Genprodukte nicht nachgewiesen werden konnten. Die Infektion 
unreifer und reifer DCs resultierte anfänglich in deren Aktivierung, erkennbar an der 
vorübergehend verstärkten Expression der Oberflächenmoleküle CD80, CD86, CD40, MHC-
Klasse-I und Klasse-II. Die verstärkte Expression der MHC- und ko-stimulatorischen 
Moleküle auf reifen DCs einige Stunden nach Infektion spiegelte sich in einer gesteigerten 
Stimulation naiver autologer T-Zellen durch infizierte DCs wider. In der späten Phase der 
Infektion war die Aktivierung von autologen T-Zellen beeinträchtigt. Dies korrelierte mit der 
reduzierten Oberflächenexpression der MHC- und ko-stimulatorischen Moleküle auf 
infizierten reifen DCs. Allogene T-Zellen konnten durch MCMV-infizierte DCs weder in der 
frühen noch in der späten Phase der Infektion stimuliert werden.  
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Diese Ergebnisse sprechen dafür, dass DCs im Laufe einer MCMV-Infektion mehrere Rollen 
spielen: (1) unreife DCs produzieren MCMV-Nachkommen und können so zur Verbreitung 
des Virus im Wirt beitragen; (2) in einem frühen Stadium der Infektion aktivieren DCs naive 
T-Zellen und initiieren damit eine antivirale Immunantwort, die einer Ausbreitung der viralen 
Infektion entgegenwirkt. (3) Zu einem späteren Zeitpunkt der Infektion ist die Stimulation der 
T-Zell-Proliferation durch MCMV-infizierte DCs beeinträchtigt. Dies ist einer der 
Mechanismen, welche die Persistenz des Virus in seinem Wirt ermöglichen.  
Unabhängig vom Zeitpunkt der Infektion ist bei der allogenen Transplantation die Induktion 
der T-Zell-Antwort immer beeinträchtigt. Die Unfähigkeit der CMV-infizierten DCs, naive 
allogene T-Zellen zu stimulieren, trägt so zu einer reduzierten antiviralen Kontrolle bei, was 
CMV-verbundene Krankheiten nach allogenen Knochenmarkstransplantationen begünstigt 
und gravierende gesundheitliche Probleme zur Folge hat. 
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II  EINLEITUNG 
 

II.1  ZYTOMEGALOVIRUS, EIN MITGLIED DER HERPESVIRUSFAMILIE 
 

Zytomegalieviren (Cytomegalovirus, CMV) gehören zur Familie der Herpesviridae. Bis heute 

wurden zirka 130 verschiedene human- und tierpathogene Herpesviren identifiziert (Roizman 

und Pellett, 2002). Herpesviren besitzen ein doppelsträngiges DNA-Genom (120 bis 250 kb), 

das von einem 100 bis 110 nm großen ikosaedrischen Kapsid umgeben ist. Zwischen Kapsid 

und Virushülle befindet sich das Tegument, eine Proteinmatrix bestehend aus bis zu 20 

Proteinen (Abb. 1). Die von der Wirtszelle stammenden Virushülle (Envelope) enthält virale 

Glykoproteine (Abb. 1). Die Virionen haben einen Durchmesser von 120 bis 300 nm. 

Herpesviren teilen eine Reihe gemeinsamer Eigenschaften (Roizman und Pellett, 2002). Sie 

besitzen eine ähnliche Partikelmorphologie und ein großes Genom, welches für eine Reihe 

von Enzymen kodiert, die am Nukleinsäuremetabolismus, der DNA-Synthese und der 

Prozessierung von Proteinen beteiligt sind. Die Synthese der viralen DNA und der 

Zusammenbau des Kapsides finden im Zellkern statt. Die Produktion von Viruspartikeln 

während des lytischen Zyklus endet mit der Lyse der infizierten Zellen. Herpesviren haben 

die Fähigkeit, lebenslang im Wirtsorganismus zu verbleiben, ohne chronische 

Krankheitsbilder auszulösen. In diesem Zustand viraler Latenz liegt das virale Genom zirkulär 

in der Zelle vor und es werden nur wenige virale Gene exprimiert und keine infektiösen 

Viruspartikel produziert. Durch endogene oder exogene Faktoren (z. B. Differenzierung der 

Zellen oder inflammatorische Zytokine) kann es zur Reaktivierung des Virus, d.h. erneuter 

Virusproduktion, kommen.  

Die Mitglieder der Familie der Herpesviridae werden aufgrund ihres Wirtsspektrums, 

Replikationsgeschwindigkeit und Pathogenität in drei Unterfamilien eingeteilt: α-, β- und γ-

Herpesviren. α-Herpesviren, wie z.B. Herpes Simplex Virus Typ I (HSV-I), HSV-II und 

Varizella Zoster Virus (VZV, Erreger von Windpocken und Gürtelrose), haben einen kurzen 

Replikationszyklus und ein breites Wirtsspektrum. Während der Latenz persistieren α-

Herpesviren in Ganglienzellen. β-Herpesviren dagegen haben ein enges Wirtsspektrum und 

einen langsamen Vermehrungszyklus. Virale Genome dieser Unterfamilie liegen latent in 

Endothelzellen und Vorläuferzellen des hämatopoetischen Systems vor. Zytomegalieviren 

(CMV) sind die Hauptvertreter dieser Unterfamilie, zu der auch die humanen Herpesviren 6 

und 7 (HHV-6 und HHV-7) gehören. Der Name Zytomegalie leitet sich von der 

Größenzunahme infizierter Zellen und den sich bildenden nukleären sowie zytoplasmatischen 
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Einschlüssen ab. γ-Herpesviren zeigen ebenfalls ein enges Wirtsspektrum, die 

Replikationszeiten sind jedoch bei den einzelnen Vertretern der Familie unterschiedlich lang. 

Sie infizieren Zellen des lymphatischen Systems (B- und T-Zellen), in denen sie auch latent 

persistieren. Bekannteste humanpathogene Vertreter sind das Epstein-Barr Virus (EBV) und 

das humane Herpesvirus 8 (HHV-8).  

 

 

Glykoproteine

Virushülle

Tegument

Genom

Kapsid

 
 

Abb. 1 Aufbau des Zytomegalovirus-Virions. (Modifiziert von http://www.biografix.de; M. Reschke und M. 
Eikmann) 

 

II.1.1 VIRUSSTRUKTUR UND ORGANISATION DES CMV-GENOMS 

 
Das Virion von CMV besteht aus einem für Herpesviren typischen ikosaedrischen Kapsid, das 

das 230 kbp große, lineare DNA-Genom umgibt, dem Tegument und als äußerste Schicht 

einem Lipid-Bilayer (Virushülle), der eine große Anzahl von virus-kodierten Glykoproteinen 

enthält (Abb. 1). In Zellen, die mit humanem CMV (HCMV) infiziert sind, entstehen neben 

intakten Virionen auch nicht-infektiöse, umhüllte Viruspartikel und so genannte Dense 

bodies. Während die nicht-infektiösen Partikel ein Kapsid besitzen, das jedoch keine virale 

DNA enthält (Irmiere et al., 1983), fehlt den Dense bodies sowohl die virale DNA als auch 

das Kapsid. Dense bodies bestehen aus verschiedenen viralen Tegument-Proteinen, die von 

einer Zytoplasma-Membran abgeleiteten Hülle umgeben sind (Sarov und Abady., 1975). Im 

Gegensatz zu HCMV werden in Zellen, die mit murinem CMV (MCMV) infiziert sind, keine 
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Dense bodies gebildet. Dafür kommt es zur Bildung von MCMV-Virionen mit mehreren 

Kapsiden (Chong und Mims, 1981). 

Das HCMV-Kapsid selbst besteht aus sieben Proteinen: dem Major Capsid Protein (MCP), 

dem Minor Capsid Protein (mCP), dem Minor Capsid-Binding Protein (mC-BP), dem Small 

Capsid Protein (SCP) und drei verschiedenen Assembly-Proteinen (AP), die zeitweise mit 

dem Kapsid assoziiert sind (Chen et al., 1999; Gibson et al., 1996). Die Gene für diese 

Proteine gehören dem für alle Herpesviren konservierten Satz an Genen an. Major Capsid 

Proteine lagern sich zu zwei Typen von Kapsomeren zusammen, den Hexonen und den 

Pentonen, welche die Hauptbestandteile der ikosaedrischen Kapside darstellen. Pentone 

bilden die Ecken und Hexone die Flächen und Kanten des Ikosaeders. Ein weiterer 

Kapsidbestandteil sind Triplexe, die aus zwei Minor Capsid Proteinen und einem Minor 

Capsid-Binding Protein aufgebaut sind und mit Hexonen und Pentonen interagieren (Chen et 

al., 1999). Das kleinste Kapsidprotein (SCP) ist als Sechser-Ring auf der Spitze der Hexone 

lokalisiert. Sowohl Hexone, Pentone als auch Triplexe interagieren mit Tegumentproteinen 

und dienen als Gerüst für den Aufbau einer geordneten Tegumentschicht zwischen dem 

Kapsid und der viralen Hülle (Gibson et al., 1996). Der Erwerb der Virushülle und der 

assoziierten Glykoproteine erfolgt sowohl im Kernbereich als auch im Zytoplasma. Die Hüll-

Glykoproteine sind ein bevorzugtes Ziel der antiviralen Immunantwort. Das Glykoprotein B, 

gB, ist das am besten konservierte Glykoprotein bei Säugetier-infizierenden Herpesviren 

(Britt und Mach, 1996). Es hat Einfluss auf die Bindung und den Eintritt des Virus in die 

Zelle und spielt bei der Zell-zu-Zell Ausbreitung eine wichtige Rolle.  

Die DNA-Moleküle der Zytomegalieviren sind erheblich größer als die anderer Herpesviren 

und die ca. 230 kb großen DNA-Genome des humanen (HCMV) und murinen (MCMV) 

CMV gehören zu den größten Genomen bei Säugetier-infizierenden Viren. Das Genom von 

HCMV wird in ein langes Fragment (unique long region, UL-Region) und ein kurzes 

Fragment (unique short region, US-Region) eingeteilt, die von invertierten 

Sequenzwiederholungen (inverted repeats b und c) flankiert werden (Abb. 2). Entsprechend 

der Lokalisation der Gene im HCMV-Genom werden die Gene als UL- oder US-Gene 

bezeichnet und sind fortlaufend nummeriert. An beiden Genomenden ist eine direkte 

Sequenzwiederholung a und zwischen der  UL und US-Region eine invertierte 

Sequenzwiederholung a´ lokalisiert (Mocarski et al., 1996). Diese Anordnung der a-

Sequenzen kann zu Inversionen der Genom-Fragmente führen, wodurch vier potentielle 

Isoformen des HCMV-Genoms resultieren können. Die a-Sequenzen enthalten die Signale 

pac-1 und pac-2, welche für die Verpackung und Spaltung der viralen Genome essentiell sind 

 8
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(Abb. 2) (Mc Voy et al., 1998; Mocarski et al., 1987). Die Sequenzelemente pac-1 und pac-2 

sind in allen Herpesvirusgenomen konserviert (Mocarski et al., 1987). Das HCMV-Genom ist 

sehr G+C reich und enthält eine große Zahl an invertierten und direkten 

Sequenzwiederholungen. Neben der a-Sequenz zeigen drei weitere Regionen eine hohe dichte 

an Sequenzwiederholungen: der DNA-Replikationsursprung, oriLyt (Masse et al., 1992), zwei 

Transkriptionsenhancer, ie1/ie2, und das Gen US3.  

Das MCMV-Genom ist, im Gegensatz zum HCMV-Genom, eine einzige lange Sequenz mit 

kurzen direkten Sequenzwiederholungen an beiden Enden (direct terminal repeats) (Abb. 2) 

(Rawlinson et al., 1996). Dabei liegen die Verpackungssignale nicht wie bei HCMV 

innerhalb, sondern außerhalb der Sequenzwiederholungen (Abb. 2). 

Die Genome von Zytomegalieviren besitzen mit 230 kb eine sehr große Kodierungskapazität. 

Die Sequenzierung des HCMV-Laborstammes AD169 ergab 208 potentielle offene 

Leserahmen (ORFs), während in weniger passagierten Stämmen wie Toledo und Towne 22 

zusätzliche ORFs identifiziert werden konnten (Chee et al., 1990; Cha et al., 1996). Wie alle 

β-Herpesviren enthält das CMV-Genom Gen-Familien, die aufgrund von Genduplikationen 

entstanden sein könnten (Mocarski, 1996). Während die Ähnlichkeiten der DNA-Sequenzen 

der tierischen β-Herpesviren sehr gering sind, zeigen 80 ORFs eine beträchtliche 

Aminosäurensequenzhomologie (Vink et al., 2000; Rawlinson et al., 1996; Gompels et al., 

1995). Die ORFs des HCMV-Genoms sind größtenteils kolinear zu denen des MCMV-

Genoms, dessen Sequenzierung 170 potentielle ORFs ergab (Rawlinson et al., 1996). 

Charakteristisch für das HCMV- und das MCMV-Genom ist ein konservierter Kernbereich 

des Genoms (ca. 180 kb), der Gruppen von Genen enthält, die homolog zu Genen anderer 

Herpesviren sind. Diese Gene sind meist essentiell und kodieren für Faktoren/Proteine, die an  

DNA-Replikation, Metabolismus, Zusammenbau und Struktur des Virions beteiligt sind 

(Chee et al., 1990). Die den konservierten Kernbereich flankierenden Sequenzen am rechten 

und linken Ende der viralen Genome enthalten eine Vielzahl von meist nicht-essentiellen 

Genen. Vermutlich sind etwa 70 ORFs nicht essentiell für die produktive Replikation des 

Virus in Zellkultur. 
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Abb. 2 Schematische Darstellung der Genomsequenz von Zytomegalieviren. Die Struktur des Genoms des 
humanen Zytomegalovirus (HCMV) besteht aus einer einmalig vorkommenden Sequenz (dünne schwarze 
Linie), die in ein langes Fragment (unique long region, UL) und ein kurzes Fragment (unique short region, US) 
unterteilt ist. Die Fragmente werden von invertierten Sequenzwiederholungen flankiert (schwarze Kästen). Die 
Buchstaben über dem HCMV-Genom haben folgende Bedeutung: aL ist die L-terminale a-Sequenzwiederholung; 
an, 0 bis acht zusätzlichen a-Sequenzwiederholungen; b, L-terminale b-Sequenzwiederholung; b`, invertierte b-
Sequenzwiederholung am Übergang vom L- zum S-Fragment; am´, eine bis mehrere Kopien der invertierten a-
Sequenzwiederholung; c´, invertierte c-Sequenzwiederholung; aS, S-terminale a-Sequenzwiederholung; c, S-
terminale c-Sequenzwiederholung. Das MCMV-Genom besteht aus einer einmalig vorkommenden Sequenz 
(dünne schwarze Linie) und kurzen direkten Sequenzwiederholungen an beiden Enden (vertikale schwarze 
Linien). pac1 und pac2 sind Sequenzen, die bei der Spaltung und Verpackung der viralen Genome eine 
essentielle Rolle spielen. (Modifiziert in Anlehnung an Mocarski, 1996). 

 

II.1.2 GENEXPRESSION UND REPLIKATION VON ZYTOMEGALIEVIREN 

 

Die ersten Schritte einer CMV-Infektion sind die Bindung und Eintritt des Virus in die Zellen, 

was sowohl bei permissiven Zellen als auch bei nicht permissiven Zellen schnell und effizient 

erfolgt. Ob eine Zelle permissiv infiziert werden kann, hängt nicht so sehr vom Viruseintritt, 

sondern vielmehr von der Expression früher viralen Gene und der nachfolgenden DNA-

Replikation ab. Wie für andere Herpesviren auch, konnte die Bindung von CMV-

Virushüllproteinen an den unspezifischen Rezeptor Heparin-Sulfat-Proteoglycan 

nachgewiesen werden (Compton, 1993) und an mindestens einen weiteren Rezeptor der 

Zielzelle (Keay et al., 1989; Taylor and Cooper, 1990). Nach der Adsorption des Virus an die 

Zelloberfläche folgt die Penetration durch Fusion der Virushülle mit der Zellmembran. 

Tegumentproteine und Kapsid werden dabei freigesetzt, sodass bereits 20 bis 30 min nach 

Kontakt der Zellen mit dem Virus Tegumentproteine im Zytoplasma nachgewiesen werden 

können. Die freigesetzten Kapside werden dann durch das Zytoplasma zum Zellkern 

transportiert, wo die virale DNA durch Kernporen ins Nukleoplasma gelangt und innerhalb 

der ersten vier Stunden zu einem Episom zirkularisiert (LaFemina und Hayward, 1983; Marks 
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and Spector, 1984; Marks and Spector, 1988). Genexpression und Replikation der CMV-

Genome erfolgt im Zellkern.  

Die produktive Replikation folgt einer strikt geregelten zeitlichen Abfolge der viralen 

Genexpression, welche in drei Phasen eingeteilt wird: sehr frühe (immediate early, IE), frühe 

(early, E) und späte (late, L) Phase (Mocarski, 2001). Die Expression der IE-Gene erfolgt 

unmittelbar nach Eintritt des Virus und ist unabhängig von der Expression anderer viraler 

Gene. Die Expression der ie1- und ie2-Gene, die für eine Reihe von IE-regulatorischen 

Proteinen kodieren (Stenberg, 1996), steht dabei unter Kontrolle des starken major immediate 

early (MIE)-Promotor/Enhancers (Abb. 3). Aufgrund der hohen Dichte an Bindungsstellen in 

der MIE-Promotor/Enhancer-Sequenz für zelluläre Transkriptionsfaktoren, wie CREB/ATF, 

Sp1, AP1, NF-κB, YY1 und anderen (Niller und Hennighausen, 1991; Meier und Stinski 

1996), ist seine Aktivität von der Anwesenheit der geeigneten Transkriptionsfaktoren in der 

infizierten Zelle abhängig. Die Bindung des Transkriptionsfaktors YY1 an den MIE- 

Promotor/Enhancer zum Beispiel führt zur dessen Repression (Liu et al., 1994). Die 

Abhängigkeit von zellulären Transkriptionsfaktoren ist eine Erklärung für seine von Zelltyp- 

und Differenzierungsstadium-abhängige Funktionalität. Der MIE-Promotor/Enhancer wird 

auch durch Signale ausgehend vom zellulären Oberflächenrezeptor (Boyle et al., 1999) und 

anderen viralen regulatorischen Proteinen aktiviert (Meier und Stinski 1996). Die 

Transkription ausgehend vom ie1/ie2-Promotor-Enhancer resultiert in den differenziell 

gespleißten Haupttranskripten, IE1 (IE1pp72) und IE2 (IE1pp86) und zwei weiteren IE2-

Varianten, IE2pp55 und IE2late (Abb. 3). Während die IE1-Expression in allen viralen 

Replikationsphasen erfolgt, nimmt die IE2pp86-Expression in der frühen Phase der Infektion 

ab und nimmt in der späten Phase wieder zu (Stamminger et al., 1991; Stenberg et al., 1989). 

Die Proteine IE1pp72 und IE2pp86 sind nukleäre Phosphoproteine. IE1pp72 werden zwei 

Rollen zugeordnet, zum einen die Aktivierung des ie1/ie2 Promotor-Enhancers (Mocarski et 

al., 1996) und zum anderen als Transaktivator die Kontrolle der Expression der E- und L-

Proteine sowie zellulärer Proteine. IE2pp86 ist verantwortlich für den Übergang von der sehr 

frühen zur frühen und späten Genexpression in der produktiven Infektion und der Repression 

der sehr frühen Gene in der späten Phase der Infektion. Außerdem ist IE2pp86 in der 

Blockade des Zellzyklus der Wirtszelle involviert (Wiebusch und Hagemeier, 1999). Neben 

den wichtigen Funktionen der MIE-Produkte in der viralen Replikation, spielen andere sehr 

frühe Gene eine Rolle in der Regulation (TRS1/IRS1) (Stasiak und Mocarski, 1992), in der 

Inhibition der Apoptose (UL36 und UL37) (Skaletskaya et al., 2001; Hayajneh et al., 2001), 

und der Modulation der zellulären MHC-Klasse I-Expression (US3) (Jones et al., 1996). 
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MCMV zeigt, wie andere tierische Zytomegalieviren, ein ähnliches mRNA-Spleißmuster der 

Transkripte des MIE-Genlocus (Abb. 3). Obwohl die Aminosäuren-Identität der kodierten 

Proteine im Vergleich mit den Produkten von HCMV nur sehr gering ist, haben die Proteine 

eine ähnliche Funktion, wobei das HCMV-IE2 Produkt mit dem MCMV-IE3 Produkt 

korreliert. 
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Abb. 3 Strukturelle Organisation des humanen und murinen Major immediate early (MIE)-Lokus. 
Oben: Das Genom des humanen CMV (HCMV) ist in der obersten Linie schematisch dargestellt. Darunter ist 
eine Vergrößerung der Genomregion mit dem MIE-Lokus abgebildet. Der gestreifte Kasten repräsentiert den 
MIE- Enhancer. Darunter sind die differenziell gespleißten Transkripte der ie1/ie2-Genregion mit den Nummern 
der enthaltenen Exons abgebildet. Den Transkripten ie1 und ie2 sind die Exons 1, 2 und 3 gemeinsam. Es gibt 
drei ie2-Transkripte, wobei das Hauptgenprodukt pp86 ist. Das ie2-Gen kodiert auch für ein spätes Genprodukt, 
IE2late, das ausgehend von einem Transkriptionsstart im Exon 5 transkribiert wird. Unten: Das murine CMV-
Genom (MCMV) mit der vergrößert dargestellten Region des MIE-Genlokus. Der gestreifte Kasten repräsentiert 
den MIE-Enhancer. Die drei gespleißten ie-Transkripte der Region mit ihren Exons sind darunter dargestellt. 
(Modifiziert in Anlehnung an Mocarski, 1996). 

 

Die Expression der frühen und späten viralen Gene hängt von der Expression sehr früher 

Genprodukte ab. Während die Transkription der frühen Gene bereits 4 bis 12 Stunden nach 

Infektion beginnt, werden späte Gene erst nach 24 Stunden transkribiert. Die Funktion der 

Produkte der am stärksten vertretenen frühen Transkripte β1.2 und β2.7 ist bisher noch nicht 

untersucht. Andere frühe Genprodukte sind in der DNA Replikation (UL112-UL113, 

UL54/DNA Polymerase, UL44) oder in der Immunmodulation (US11) involviert, und ein 

frühes Glykoprotein (UL4) konnte ebenfalls identifiziert werden (Spector, 1996). Zuletzt 

werden die späten Gene transkribiert, die für Strukturproteine des Virions (Kapsidproteine, 

 12



IIII  EEiinnlleeiittuunngg  

Tegumentproteine, Glykoproteine) und Proteine kodieren, die am Zusammenbau des Virus 

beteiligt sind.  

Die Replikation der HCMV-DNA beginnt ungefähr 16 Stunden nach Infektion und erreicht 

ihren Höhepunkt 60 bis 80 Stunden nach Infektion, an dem dann einige tausend Genomkopien 

pro Zelle produziert werden (Stinski et al., 1979). Die Genome von HCMV und MCMV 

besitzen beide nur einen einzigen Replikationsursprung (ORI), den oriLyt. Obwohl das virale 

Genom während der Latenz als extrachromosomales Molekül in den Zellen vorliegt, konnte 

bisher kein latenter ORI identifiziert werden. Für die DNA-Synthese bei CMV ausgehend 

vom oriLyt sind sechs, bei allen Herpesviren konservierte Proteine notwendig: die DNA 

Polymerase (pUL54) und der assoziierte Faktor ppUL44, welcher die Dissoziation der DNA 

Polymerase von der DNA verhindert, das DNA-Einzel-Strang-bindende Protein ppUL57, und 

ein Helicase-Primase-Komplex aus drei Untereinheiten (pUL70, pUL102 und pUL105). Die 

Replikation des viralen Genoms erfolgt nach dem „Rolling-Circle“-Mechanismus (McVoy 

und Adler, 1994), wobei Konkatemere gebildet werden. Die Synthese der HCMV-DNA 

erfolgt in definierten, kugelförmigen im Kern gelegenen Strukturen, die den 

Replikationszentren von HSV-1 gleichen (Penfold und Mocarski, 1997). Die Genominversion 

bei HCMV erfolgt während oder nach der Replikation im Kern und wahrscheinlich vor der 

Spaltung und Verpackung der konkatemeren viralen DNA (Mc Voy und Adler, 1994). Wie 

andere Herpesviren, verpackt HCMV sein Genom in vorgeformte B-Kapside, die aus Major 

Capsid Proteinen, minor Capsid Proteinen , minor Capsid-Bindungs-Proteinen, Small Capsid 

Proteinen und Assembly-Proteinen bestehen (Gibson, 1996). Es sind vorwiegend 

Tegumentproteine (UL56, ein DNA-Bindungs-Protein, UL89, ein Terminase-Homolog und 

UL104), die bei diesem Vorgang eine Rolle spielen und die Verpackung einer Genomlänge 

pro Kapsid kontrollieren (Bogner et al., 1998). Die essentiellen Verpackungs- und 

Spaltungssignale des CMV-Genoms, pac1 und pac2, sind höchst konservierte kurze 

Sequenzelemente, die bei allen Herpesviren an den Genomenden zu finden sind. Sowohl für 

HCMV und MCMV als auch für HSV-1 wurde beobachtet, dass bevorzugt das Genomende, 

welches die pac2-Sequenz trägt, als erstes von der Verpackungsmaschinerie in die reifenden 

Kapside eingeschleust wird (McVoy et al., 2000). Der Spaltungs-/Verpackungsprozess 

resultiert in einer variabeln Anzahl (1-8) an a-Sequenzen an den HCMV-Genomenden und 

am UL/US-Übergang, sowie einer veränderlichen Anzahl an 30 bp-terminalen 

Sequenzwiederholungen bei MCMV.  

Die Reifung der viralen Partikel beginnt im Nukleus, wo der Zusammenbau der B-Kapside in 

unmittelbarer Nähe der DNA-Replikationszentren erfolgt (Penfold und Mocarski, 1997). 

 13



IIII  EEiinnlleeiittuunngg  

Major Capsid Proteine werden mit Hilfe von Assembly-Proteinen in den Zellkern transloziert 

(Plafker und Gibson, 1998), wo der Kapsidzusammenbau initiiert wird. Domänen der 

Assembly-Proteine begünstigen die Oligomerisierung der Kapsidproteine zu Hexonen, 

Pentonen und Triplexen (Gibson, 1996). Zuletzt assoziieren Small Capsid Proteine an die 

Oberfläche der Kapside und die Assembly-Proteine werden mit Hilfe von Proteasen von den 

Major Capsid Proteinen getrennt. In diese vorgeformten B-Kapside wird die virale DNA 

verpackt. Die neu produzierten Nukleokapside sammeln sich an der inneren Kernmembran, 

wo sie in perinukleäre Zisternen austreten (Gibson, 1996). Die Kernmembran ist mit viralen 

Glykoproteinen durchsetzt, die später auch in der viralen Hülle zu finden sind (Radsak et al., 

1990). Demnach beginnt die Umhüllung des Virions bereits an der inneren Kernmembran. 

Anschließend wird das Virion in Vesikeln durch den Golgi Apparat zur Zelloberfläche 

transportiert. Die finale Umhüllung findet dann entweder an der zytoplasmatischen Membran 

statt, wo eine Enthüllung gefolgt von einer neuen Umhüllung des Kapsides geschieht oder das 

Kapsid wird im Zytoplasma aus seiner ersten Hülle freigesetzt und die endgültige Umhüllung 

geschieht dann am Golgi Apparat oder an vom Golgi abgeleiteten Strukturen (Sanchez et al., 

2000). Im Falle von HCMV erfolgt die Freisetzung viraler Nachkommen ca. 48 bis 72 

Stunden nach Viruseintritt, während MCMV nur 24 bis 36 Stunden für den kompletten 

Replikationszyklus braucht. Sowohl für HCMV als auch für MCMV hängt eine effiziente 

Replikation von der Stimulation der Wirtszelle ab (Landini et al., 1979; Muller et al., 1978). 

 

II.1.3 BIOLOGIE DER INFEKTION, PERSISTENZ UND LATENZ VON CMV 

 

Eine Primärinfektion des Virus kann üblicherweise mit Hilfe des angeborenen und 

erworbenen Immunsystems unter Kontrolle gehalten werden. Das Immunsystem ist jedoch 

nicht in der Lage, das Virus vollständig zu eliminieren, was in einer lebenslangen, latenten 

viralen Infektion resultiert. CMV kann jederzeit durch endogene und exogene Faktoren sowie 

Immunsuppression aus der Latenz reaktiviert werden, was zu wiederkehrenden Infektionen 

und Virusfreisetzung führt (Mocarski, 1996). Eine Primärinfektion, Latenz und zeitweise 

Reaktivierung des Virus verlaufen üblicherweise ohne apparente klinische Konsequenzen. 

Eine Primärinfektion beginnt typischerweise mit der Replikation des Virus in Epithelzellen 

der Schleimhäute, als Resultat eines direkten Kontakts mit infektiösen Sekreten eines 

infizierten Individuums. Die Verbreitung der Viren im gesamten Organismus erfolgt dann 

über den Blutstrom, wobei Monozyten, neutrophile Leukozyten und zirkulierende 

Endothelzellen als Virusträger identifiziert worden sind (Gerna et al., 1999; Stoddart et al., 
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1994). Zellen verschiedenster Organe wie Speicheldrüse, Niere, Nebenniere, Leber, Milz, 

Lunge, Auge, Plazenta, Gehirn, Haut sowie Zellen des Knochenmarks können von CMV 

infiziert werden (Pass, 2001; Plachter et al., 1996; Sinzger und Jahn, 1996). Während der 

produktiven Phase der Infektion wird CMV in Körperflüssigkeiten wie Speichel, Urin, 

Tränen, Muttermilch und Samenflüssigkeit ausgeschieden. Die Anwesenheit von Viren in 

verschiedenen Körperflüssigkeiten kann noch lange nach dem Einsetzen der adaptiven 

Immunantwort nachgewiesen werden (Revello et al., 1998). Nach der akuten Infektion folgt 

die latente Infektion. Zellen im Knochenmark, dem peripheren Blut, sowie Endothelzellen 

stellen das Hauptreservoir für latente CMV-Genome dar. Es wurde gezeigt, dass frühe 

hämatopoetische CD34+-Vorläuferzellen (Maciejewski et al., 1992; Mendelson et al., 1996; 

Minton et al., 1994; Movassagh et al., 1996; vonLaer et al., 1995) ebenso wie Monozyten-/ 

Dendriten-Vorläuferzellen (Hahn et al., 1998) nicht produktiv infiziert werden können, jedoch 

als Reservoir für latente CMV-Genome dienen. Erst die terminale Differenzierung der 

infizierten Vorläuferzellen führt zur Reaktivierung und Produktion von CMV (Soderberg-

Naucler et al., 1997b; Soderberg-Naucler et al., 2001). Latentes Virus spielt somit eine 

wichtige Rolle als Infektionsquelle bei Organ- und Knochenmarkstransplantationen und 

Transfusionen von Blutprodukten, bei denen Leukozyten als Virusreservoir identifiziert 

wurden.  

Das latente CMV-Genom liegt im Kern der Wirtszellen als zirkuläres Molekül vor (Bolovan-

Fritts et al., 1999). Die virale Genexpression in latent infizierten CD33+-Vorläuferzellen ist 

auf einige wenige Latenz-assoziierte Transkripte (LAT) beschränkt. Die LAT von HCMV 

stammen von beiden DNA-Strängen der ie1/ie2-Genregion und sind die einzigen viralen 

Genprodukte, die mit der latenten Infektion einhergehen (Kondo et al., 1996). Dabei handelt 

es sich um sense LAT, die für 4 ORFs kodieren (ORF55, ORF42, ORF45 und ORF94) und 

antisense LAT, die für die ORFs 59, 154 und ORF152/UL124 kodieren (Kondo et al., 1996). 

Der Effekt von Mutationen in diesen Genprodukten auf die virale Latenz wurde bisher noch 

nicht untersucht und so ist bisher unklar, ob die Etablierung und Erhaltung der Latenz 

spezifische virale Genexpression benötigt.  

Der viralen Reaktivierung wird in immunkomprimierten Individuen als Quelle viraler 

Erkrankungen eine größere Bedeutung beigemessen als der primären Infektion. Reaktivierung 

kann aufgrund von Ereignissen geschehen, wie Differenzierung von latent infizierten Zellen 

in einen permissiven Zelltyp unter Einfluss von Zytokinen (Hahn et al., 1998; Kondo et al., 

1994; Soderberg-Naucler et al., 1997b; Soderberg-Naucler et al., 2001) oder 

Immunsuppression, die jedoch alleine nicht für eine Reaktivierung ausreicht. 
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Proinflammatorische Zytokine spielen in immunkomprimierten Wirten eine entscheidende 

Rolle bei der Reaktivierung (Koffron et al., 1999). Solche proinflammatorische Signale 

werden bei einer allogenen Transplantatabstoßung erzeugt, was auf eine klare Verbindung 

zwischen inflammatorischen Signalen, allogener Abstoßung und Reaktivierung hinweist.  

 

II.1.4 KLINISCHE RELEVANZ EINER CMV-INFEKTION 

 

Geografische Lage und sozialer Status bestimmen die Durchseuchungsrate mit HCMV. 

Während in ländlichen Gegenden ca. 50% der Bevölkerung infiziert sind, tragen in 

Ballungsräumen sowie in der dritten Welt zwischen 80% und 100% der Menschen das Virus 

in sich (Ho, 1990; Pass, 2001). Die Übertragung des Virus erfolgt über Speichel, 

Schmierkontaminationen und in seltenen Fällen über Muttermilch. Des Weiteren ist eine 

Übertragung durch Sexualkontakt möglich, da Viren auch im Zervixsekret und der 

Samenflüssigkeit nachgewiesen wurden (Pass, 2001). Bluttransfusionen und 

Organtransplantationen sind weitere potentielle Übertragungsmöglichkeiten. Eine 

Primärinfektion mit HCMV verläuft beim gesunden Menschen meist inapparent. Studien 

zeigten, dass weniger als 5% der Infektionen bei schwangeren Frauen symptomatisch sind 

(Boppana et al., 1999). Ein apparenter Infektionsverlauf ist bei Kindern, die CMV während 

der Geburt oder durch die Muttermilch erwerben, ebenso unüblich, wie bei 

immunkompetenten Patienten, die über Transfusionen mit CMV infiziert werden (Cohen und 

Corey, 1985). Gelegentlich kann jedoch eine CMV-Infektion zu einer Mononukleose führen. 

Die klinischen Symptome einer CMV-Mononukleose sind Fieber, Kopfschmerzen und 

Unbehagen, die für Wochen anhalten können. In ca. 30% der Fälle kommt es zu Pharyngitis, 

Splenomegalie und Ausschlag. In seltenen Fällen kommt es zu Krankheiten wie Pneumonien, 

Hepatitis, dem Guillain-Barre Syndrome, Retinitis oder Meningoencephalitis (Pass, 2001). 

Die klinischen CMV-Mononukleose-Syndrome sind denen einer EBV-Infektion sehr ähnlich.  

Eine HCMV-Infektion ist die häufigste, kongenitale virale Infektion bei Neugeborenen und 

stellt ein wichtiges medizinisches und öffentliches Gesundheitsproblem dar. 5% bis 10% der 

Neugeborenen mit kongenitaler CMV-Infektion zeigen Symptome wie geistige Behinderung, 

Gehörverlust oder Sehstörungen (Bale et al., 1990; Ramsay et al., 1991). Auch erleiden ca. 

7% bis 25% der CMV-infizierten Neugeborenen, die asymptomatisch bei Geburt sind, 

Störungen des zentralen Nervensystems, vorwiegend Gehörverlust. Ob eine kongenitale 

HCMV-Infektion apparent oder inapparent verläuft, ist mit davon abhängig, ob die Mutter 

zum Zeitpunkt der Schwangerschaft eine Primärinfektion oder eine Reaktivierung durchlebt. 
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Eine Primärinfektion resultiert mehrheitlich in einer apparenten kongenitalen Infektion des 

Kindes, deren Symptome von Hepatosplenomegalie, Thrombozytopenie, Hepatitis bis zu 

neurologischen Störungen und schweren lebensbedrohlichen Organschäden mit einer 

Sterberate von 11% bis 20% reicht (Boppana et al., 1992; Hanshaw und Dudgeon, 1978; 

Stagno und Whitley, 1985). 

Eine HCMV-Infektion stellt bei Allotransplantationen von Organen und Knochenmark 

ebenfalls ein lebensbedrohliches Risiko dar. Erhalten seronegative Transplantatempfänger ein 

Organ von einem seropositiven Spender kann daraus eine Primärinfektion mit schweren 

Folgen resultieren. Neben dem serologischen Status des Spenders und Empfängers spielen 

auch der Typ der Immunsuppression, die verwendeten Blutprodukte, die Herkunft des 

Transplantates und die HLA-Übereinstimmung eine wichtige Rolle für eine auftretende 

Infektion in der Zeit nach der Transplantation (Mocarski, 1996). Empfänger von 

Allotransplantaten können, einhergehend mit der CMV-Infektion, eine Reihe von Krankheiten 

wie starkes Fieber, Leukopenie, Thrombozytopenie, Retinitis, oder Pneumonien entwickeln. 

Eine Primärinfektion geht außerdem in den meisten Fällen mit einer Funktionsstörung des 

transplantierten Organs einher (Meyers, 1984; Mocarski, 1996; Moskowitz et al., 1985). Bei 

Empfängern von allogenem Knochenmark ist die CMV-Infektion die häufigste Virus-

bedingte Todesursache. Die Sterblichkeitsrate liegt bei einer unbehandelten CMV-bedingten 

Pneumonie zwischen 80% und 90% (Meyers, 1984; Enright et al., 1993; Wingard et al., 

1988). Außerdem gibt es Hinweise, dass die CMV-Infektion mit der Abstoßungsreaktion 

[graft versus host disease (GVHD)] assoziiert ist. Das Risiko einer CMV-Infektion kann im 

Fall von allogenen Knochenmarkstransplantationen aufgrund der Verwendung von 

seronegativen Blutprodukten sowie Blutprodukten, aus denen die Leukozyten entfernt 

wurden, minimiert werden.  

Das Risiko HIV-infizierter Patienten sich mit HCMV zu infizieren und an CMV-induzierten 

Krankheiten zu erkranken, ist erhöht aufgrund der Beeinträchtigung des Immunsystems durch 

HIV (Shepp et al., 1996). Neben Pneumonien treten bei AIDS-Patienten Retinitis, 

Encephalitis, Gastritis und Hepatitis als Krankheiten auf, die in Verbindung mit der CMV-

Infektion stehen (Bower et al., 1990; Jacobson et al., 1991). Ob eine CMV-Infektion ein 

Fortschreiten der HIV-Infektion begünstigt oder nicht, ist bisher nicht klar.  
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II.1.5 MURINES ZYTOMEGALOVIRUS ALS MODELL FÜR HCMV 

 

Zytomegalieviren sind strikt speziesspezifisch, sodass HCMV nicht im Tiermodell untersucht 

werden kann. Aufgrund der Ähnlichkeit des Infektionsverlaufes, der Etablierung der Latenz 

(Bruggeman, 1993) und des Krankheitsbildes bei MCMV und HCMV im entsprechenden 

Wirt (Hudson, 1979; Kelsey et al., 1977; Sweet, 1999), ist die Infektion der Maus mit MCMV 

das am meisten verwendete Modellsystem. Wie beim Menschen verläuft die Infektion einer 

immunkompetenten Maus inapparent und führt zur viralen Latenz. Immunsupprimierte Mäuse 

zeigen nach MCMV-Infektion tödlich verlaufende interstitielle Pneumonien (Brody und 

Craighead, 1974), Entzündungen der Nebennieren (Smith und Wehner, 1980) und Hepatiden 

(Bolger et al., 1999). Die Reaktivierung von MCMV aus der Latenz ist mit der von HCMV 

vergleichbar (Gonczol et al., 1985; Jordan, 2002; Mayo et al., 1977).  

Auf Genomebene weisen MCMV und HCMV große Homologien auf. Die Sequenzierung des 

Smith-Stammes von MCMV sagt 170 potentielle offene Leserahmen (ORF) voraus 

(Rawlinson et al., 1996), während für HCMV bis zu 230 potentielle ORFs identifiziert 

wurden (Chee et al., 1990). 78 ORFs von MCMV und HCMV zeigen in einem Vergleich 

signifikante Aminosäuren-Homologien zueinander (Rawlinson et al., 1996). 33 der 78 ORFs 

sind wiederum bei allen Herpesviren zu finden (Chee et al., 1990). 

 

II.1.6 IMMUNANTWORT GEGEN MCMV 

 

Die Immunantwort baut sich aus den Mechanismen der unspezifischen angeborenen 

Immunität und der Antigen-spezifischen erworbenen Immunität auf (Fearon und Locksley, 

1996; Hoffmann et al., 1999). Die zwei Hauptfunktionen des angeborenen Immunsystems 

sind erstens die schnelle Erkennung und Eliminierung von Pathogenen und zweitens die 

Signalisierung einer Gefahr an die Zellen des erworbenen Immunsystems (Matzinger, 1994). 

Eine der ersten Reaktionen eines Organismus auf eine virale Infektion ist die Synthese von 

antiviralen Zytokinen wie Interferone (IFN), Interleukine (IL) und Chemokine (Goodbourn et 

al., 2000; Grandvaux et al., 2002). Interferone wirken aktivierend auf Zellen des angeborenen 

Immunsystems (Makrophagen, natürliche Killerzellen (NK-Zellen)) und signalisieren die 

Anwesenheit eines viralen Pathogens dem adaptiven Zweig des Immunsystems.  

Die inapparent verlaufende Primärinfektion mit CMV im immunkompetenten Wirt lässt auf 

eine effiziente Kontrolle der Infektion durch das Immunsystem schließen. In den ersten Tagen 

nach der MCMV-Infektion spielt das angeborene Immunsystem, insbesondere NK-Zellen, bei 
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der Bekämpfung der viralen Infektion eine essentielle Rolle (Bukowski et al., 1984; Orange et 

al., 1995; Orange und Biron, 1996; Scalzo et al., 1992; Tay et al., 1995; Welsh et al., 1994). 

Die Wichtigkeit von NK-Zellen im Kampf gegen CMV konnte anhand von Infektionsstudien 

an Mäusen gezeigt werden, die keine funktionellen NK-Zellen produzieren können (Shellam 

et al., 1981) und bei Tieren, denen die NK-Zellen depletiert wurden (Bukowski et al., 1984, 

Welsh et al., 1994). Diese Mäuse sind für letale Infektionen empfänglicher und entwickeln 

höhere Virustiter nach subletalen Infektionen, was zeigt, dass NK-Zellen entscheidend zur 

Kontrolle einer MCMV-Infektion zu einem frühen Zeitpunkt beitragen. Im Gegensatz zu B- 

und T-Zellen erkennen NK-Zellen virale Antigene nicht über spezifische Rezeptoren, sondern 

erkennen und eliminieren Zellen, die keine oder eine veränderte Expression an 

Oberflächenmolekülen aufweisen (Moretta et al., 2002; Biron, 1997; Scott und Trinchieri, 

1995). Insbesondere die Expression von MHC-Klasse-I Molekülen und den ko-

stimulatorischen Molekülen CD80, CD86 und CD40 ist für die Inhibition, respektive 

Auslösung der NK-vermittelten Zytotoxizität von entscheidender Bedeutung. Während die 

Abwesenheit von MHC-Klasse-I Molekülen auf Zellen zu einer gesteigerten NK-Zell-

vermittelten Lyse führt (Ljunggren und Kärre, 1990; Lanier, 1998), resultiert eine reduzierte 

Expression der ko-stimulatorischen Moleküle in einer Inhibition der NK-Zell-vermittelten 

Zytolyse (Chambers et al., 1996; Geldhof et al., 1998; Carbone et al., 1997). 

Für eine effiziente Kontrolle einer MCMV-Infektion ist jedoch der Aufbau einer spezifischen 

Immunantwort notwendig. Die erworbene, spezifische Immunität setzt sich aus humoralen 

und zellulären Komponenten zusammen. Das Hauptelement der spezifischen Immunantwort 

sind zytotoxische T-Lymphozyten (CTLs, CD8+), die endogen synthetisierte virale Antigene, 

präsentiert von MHC-Klasse-I Komplexen, auf der Oberfläche anderer Zellen mit Hilfe 

spezifischer T-Zell-Rezeptoren erkennen, dadurch aktiviert werden und infizierte Zellen 

lysieren. MCMV-spezifische CD8+ T-Zellen spielen eine entscheidende Rolle bei der 

Bekämpfung einer akuten MCMV-Infektion. Mittels adoptivem Transfer von CD8+ T-

Lymphozyten konnte gezeigt werden, dass diese Zellen für die Kontrolle der MCMV-

Infektion essentiell sind (Reddehase et al., 1985; Reddehase et al., 1988). Letal infizierte, 

immunkomprimierte Empfängermäuse überlebten nur nach Infusion von CD8+-CTLs aus 

MCMV-infizierten Spender-Mäusen, während der Transfer von CD4+ T-Helferzellen nicht 

vor der tödlichen Infektion schützen konnte. Es wurden CD8+ T-Zellen identifiziert, die für 

Struktur- und Nicht-Strukturproteine von MCMV spezifisch sind (Fernandez et al., 1999; Ye 

et al., 2002; Reddehase et al., 1984; Reddehase et al., 1988).  
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CD4+ T-Helfer-Zellen (Th-Zellen) tragen ebenfalls auf ihre Weise zur antiviralen 

Immunantwort bei. Sie erkennen MHC-Klasse-II Moleküle auf der Oberfläche professioneller 

Antigen-präsentierender Zellen (APCs), die mit exogenen viralen Proteinen beladen sind, 

welche über den endosomalen/lysosomalen Weg in die Zelle gelangten. Während MHC-

Klasse-I Moleküle auf nahezu allen Zellen exprimiert werden, sind MHC-Klasse-II Moleküle 

nur auf APCs, wie Makrophagen, B-Lymphozyten, dendritischen Zellen (DCs) und 

Epithelzellen des Thymus, konstitutiv exprimiert. Andere Zelltypen können durch Interferone 

zur Expression von MHC-Klasse-II Moleküle angeregt werden. Die Antigenerkennung der 

CD4+-Zellen führt zu ihrer Aktivierung und Produktion von Zytokinen (wie Interferone und 

Interleukine), welche die Proliferation der Zellen selbst anregen, B-Zellen und Makrophagen 

aktivieren und die Differenzierung von CD8+ T-Zellen in CTLs induzieren. Für IFN-γ konnte 

gezeigt werden, dass es der Virus-induzierten Hemmung der MHC-Klasse-I-vermittelten 

Antigen-Präsentation entgegenwirken kann und dadurch eine CMV-spezifische CTL-Antwort 

begünstigt (Hengel et al., 1994). Außerdem hemmt IFN-γ in Verbindung mit Tumor Necrosis 

Factor α (TNF-α) effizient die Virusreplikation in der späten Phase und interferiert mit der 

Bildung von Nukleokapsiden (Lucin et al., 1994). IFN-α und IFN-β aktivieren in Zellen 

ebenfalls antivirale Mechanismen, welche zur Hemmung der viralen Replikation führen 

(Goodbourn et al., 2000; Grandvaux et al., 2002). CD4+-Zellen haben außerdem die 

Fähigkeit, Zellen direkt über Zell-Zell-Kontakt zu aktivieren (z.B. dendritische Zellen) 

(Benett et al., 1998; Schoenberger et al., 1998).  

MCMV-spezifische Antikörper spielen bei der Kontrolle einer akuten Infektion nur eine 

untergeordnete Rolle (Jonjic et al., 1994). Mäuse, die keine Antikörper produzieren können, 

zeigen einen ähnlichen Verlauf der Infektion wie Wildtyp-Mäuse. MCMV-spezifische 

Antikörper wirken jedoch der Virusausbreitung nach der Virusreaktivierung aus der Latenz 

entgegen (Jonjic et al., 1994). Es wurde jedoch auch gezeigt, dass passive und aktive 

Immunisierung gegen das Glykoprotein B (gB) der Virushülle Mäuse gegen eine letale 

Infektionsdosis schützen kann (Rapp et al., 1992).  

Obwohl im immunkompetenten Wirt die MCMV-Infektion kontrolliert werden kann, ist eine 

vollständige Eliminierung des Virus nicht möglich und eine Etablierung der Latenz kann nicht 

verhindert werden. Es wurde gezeigt, dass während der nicht-produktiven Phase CD8+ T-

Zellen, NK-Zellen und CD4+ T-Zellen auf hierarchische und redundante Weise die 

Virusreplikation und die Ausbreitung des Virus nach Reaktivierung verhindern (Polic et al., 

1998). 
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II.2 DENDRITISCHE ZELLEN UND IHRE ROLLE IN DER IMMUNANTWORT 
 

DCs spielen für die Immunantwort eine einzigartige Rolle: sie sind die einzigen Antigen-

präsentierenden Zellen (APCs), die eine primäre Immunantwort induzieren können 

(Banchereau und Steinman, 1998; Bell et al., 1999; Hart, 1997). Aus DC-Vorläuferzellen des 

Knochenmarks entstehen zirkulierende Vorläuferzellen, die in Gewebe wandern und dort als 

unreife DCs Antigene aufnehmen (Abb. 4). Anschließend migrieren sie in lymphoide Organe, 

wo sie naiven T-Zellen Antigene präsentieren, was zur Initiierung der Immunantwort führt. 

Aktivierte CD4+ T-Zellen wiederum nehmen Einfluss auf die Entwicklung von CTLs, B-

Zellen, Makrophagen, Eosinophile und NK-Zellen. DCs durchlaufen in ihrem Leben vier 

Entwicklungsstufen (Abb. 4): (1) Knochenmark-Vorläufer, (2) DC-Vorläufer, welche im Blut 

und lymphoiden Geweben patrouillieren und nach Antigen-Erkennung Interferone 

ausschütten, was sich limitierend auf die Ausbreitung einer Infektion auswirkt, (3) unreife 

DCs in Geweben, die Antigene mit hoher Effizienz phago- oder endozytieren und (4) reife 

DCs, die in sekundären lymphoiden Organen effizient Antigene präsentieren.  
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Abb. 4 Lebenszyklus dendritischer Zellen (DCs). DC-Vorläuferzellen migrieren zum Ort der Infektion, wo sie 
als unreife DCs Antigene aufnehmen. Abhängig von der Art des Pathogens wird in DCs direkt die Sekretion von 
Zytokinen induziert, welche ihrerseits Eosinophile, Makrophagen (MF) und natürliche Killerzellen (NK) 
aktivieren. Nach der Antigenaufnahme, wandern die unreifen DCs in lymphoide Organe, wo sie reifen und 
MHC-Peptid-Komplexe Antigen-spezifischen T-Zellen präsentieren und deren Differenzierung und klonale 
Expansion induzieren. T-Helfer-Zellen und zytotoxische T-Zellen (CTL) können dann zum Ort der Infektion 
migrieren, wo sie Zytokine sekretieren, respektive infizierte Zellen lysieren. Durch den Kontakt mit T-Zellen 
und DCs werden B-Zellen aktiviert und produzieren, nach ihrer Reifung in Plasmazellen, Antikörper (Ak). DCs 
sterben nach der Interaktion mit Lymphozyten durch Apoptose. (Abbildung modifiziert nach Banchereau et al., 
2000). 
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II.2.1 HERKUNFT UND ENTWICKLUNG HUMANER UND MURINER DENDRITISCHER ZELLEN  

 
DCs können je nach Herkunft, Merkmalen und Fähigkeiten in verschiedene Untergruppen 

eingeteilt werden. Im Menschen entwickeln sich ausgehend von myeloischen CD34+-

Vorläuferzellen aus dem Knochenmark zwei Typen von DCs: epidermale Langerhans-Zellen 

(LCs) und dermale oder interstitielle DCs (intDCs) (Abb. 5). Aus den CD34+-Vorläuferzellen 

differenzieren Monozyten (CD14+ CD11c+) (Romani et al., 1994; Zhou und Tedder, 1996), 

welche sich unter Einfluss von Granulocyte Macrophage Colony stimulating Factor (GM-

CSF) und IL-4 in unreife DCs (Palucka et al., 1998) entwickeln oder in Makrophagen 

differenzieren als Antwort auf M-CSF (Caux et al., 1996). Myeloische Vorläuferzellen 

differenzieren ebenfalls in CD14- CD11c+-Zellen, die sich als Antwort auf GM-CSF, IL-4 und 

transforming growth factor ß (TGF-ß) in LCs entwickeln (Ito et al., 1999). Die 

Differenzierung der Vorläuferzellen in intDCs und LCs wird zwar durch dieselben Zytokine 

induziert, die reifen DCs unterscheiden sich jedoch in ihrer Funktion. Während beide DC-

Typen die Proliferation von naiven T-Zellen stimulieren können, können nur intDCs die IL-2-

vermittelte Differenzierung von naiven B-Zellen in Plasmazellen und die damit verbundene 

Antikörperproduktion induzieren (Caux et al., 1997). IntDCs produzieren, im Gegensatz zu 

LCs, IL-10 (Saint-Vis et al., 1998) und sind effizienter bei der Antigen-Aufnahme. Im 

Vergleich mit intDCs sind LCs schlechte Stimulatoren von Antigen-spezifischen CD4+-T-

Zellen (Mommaas et al., 1999), wohingegen LCs effizienter in der Sensibilisierung (Priming) 

von CD8+-T-Zellen sind (Mortarini et al., 1997).  

Ein weiterer DC-Typ, der in der Induktion der Immuntoleranz eine wichtige Rolle spielen soll 

(Suss und Shortman, 1996), entsteht aus einem lymphoiden CD34+-Vorläufer (Abb. 5), aus 

dem sich auch T-Zellen entwickeln können (Ardavin et al., 1993). Diese lymphoiden DCs 

entwickeln sich unter Einfluss von IL-3 und CD40-Ligand (CD40L) und tragen keine 

myeloischen Markermoleküle (wie CD11c, CD11b, CD33 oder CD14) auf ihrer Oberfläche 

(Grouard et al., 1997; Saunders et al., 1996) (Abb. 5).  
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Abb. 5 Die Entwicklung der unterschiedlichen humanen DC-Typen. Myeloische CD34+-Vorläuferzellen 
differenzieren in CD14+ CD11c+-Monozyten, die unter Einfluss von GM-CSF und IL-4 sich zu unreifen 
interstitiellen DCs entwickeln. Myeloische Vorläufer differenzieren auch in CD14- CD11c+ Vorläuferzellen, aus 
denen unter Einfluss von GM-CSF, IL-4 und TGF-β (transforming growth factor) Langerhans Zellen entstehen. 
Aus den lymphoiden Vorläufern entwickeln sich CD14- CD11c- IL-3Rα+ DC-Vorläuferzellen, die in 
Anwesenheit von IL-3 in unreife DCs differenzieren. Zytokine, Lipopolysaccharid (LPS), DNA oder CD40-
Ligand (CD40L) können die Reifung der unreifen DCs induzieren. (Abbildung in Anlehnung an Banchereau et 
al., 2000). 

 
In Mäusen wurden ebenfalls mehrere Typen von DCs identifiziert: DCs myeloischer 

Abstammung und DCs lymphoider Abstammung. Myeloische DCs entstehen, unter Einfluss 

von GM-CSF, aus myeloisch-geprägten Vorläuferzellen, welche auch in 

Granulozyten/Makrophagen differenzieren können (Inaba et al., 1992; Scheicher et al., 1992). 

Aus lymphoid-geprägten Vorläuferzellen, aus denen sich auch T-Zellen entwickeln können, 

können ebenfalls DCs entstehen (Ardavin et al., 1993; Wu et al., 1996). Ein wichtiges 
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Unterscheidungsmerkmal der beiden DC-Typen ist das Oberflächenmolekül CD8α. Der 

Marker CD8α ist nur auf lymphoiden DCs exprimiert, nicht aber auf myeloischen DCs 

(Scheicher et al., 1992; Wu et al., 1996). Dieses DC-Differenzierungsmodell wurde jedoch 

kürzlich in Frage gestellt, da gezeigt werden konnte, dass sowohl CD8α+ als auch CD8α- DCs 

entweder aus lymphoiden oder myeloischen Vorläuferzellen entstehen können (Manz et al., 

2001b; Traver et al., 2000), bzw. dass alle DC-Typen aus einer DC-Vorläuferpopulation 

entstehen (Manz et al., 2001a; Martinez et al., 2002). Die vermeintlich lymphoiden (CD8α+), 

respektive myeloischen (CD8α-) DCs unterscheiden sich sowohl im Phänotyp, der 

Lokalisation als auch in ihrer Funktion. Beide DC-Typen exprimieren CD11c, MHC-Klasse-

II und die ko-stimulatorischen Moleküle CD80, CD86 und CD40 auf ihrer Oberfläche. 

CD8α+-DCs sind in T-Zell-reichen Gebieten der Milz und Lymphknoten lokalisiert, während 

CD8α--DCs in der Marginalzone der Milz ansässig sind (Steinman et al., 1997) und erst nach 

Stimulation durch pro-inflammatorische Signale in die T-Zell-reichen Gebiete der Milz 

wandern (De Smedt et al., 1996). CD8α+-DCs produzieren im Vergleich mehr IL-12 und 

zeigen eine schlechtere Phagozytosefähigkeit als CD8α--DCs (Ohteki et al., 1999; Pulendran 

et al., 1997). Beide DC-Typen sensibilisieren in vivo effizient Antigen-spezifische CD4+ T-

Zellen (Maldonado-Lopez et al., 1999; Pulendran et al., 1999). Ein anderer muriner DC-Typ 

exprimiert Langerin auf seiner Oberfläche, das ein für LCs typischer Marker ist (Henri et al., 

2001). Dieser DC-Typ besitzt außerdem eine Reihe von myeloischen Markermolekülen auf 

seiner Oberfläche und zeigt eine starke Expression der Marker MHC-Klasse-II, CD40, CD80 

und CD86 (Salomon et al., 1998). 

 

II.2.2 ANTIGEN-AUFNAHME, MIGRATION UND REIFUNG VON DCS 

 

Eine der wichtigsten Eigenschaften von DCs verschiedener Differenzierungsstadien ist ihre 

Mobilität (Austyn et al., 1988). Neu generierte DCs migrieren, wahrscheinlich über den 

Blutstrom, vom Knochenmark in nicht-lymphoide Gewebe. Es wurde gezeigt, dass DCs 

innerhalb kurzer Zeit an Orten, wo Pathogene auftreten, akkumulieren können. Die 

zirkulierenden DC-Vorläufer werden aufgrund von Chemokinen, die in Folge einer Pathogen-

induzierten Entzündungsreaktion sekretiert wurden, angelockt (McWilliam et al., 1996). 

Unreife DCs können Antigene über verschiedene Wege aufnehmen: Makropinozytose 

(Engering et al., 1997), Rezeptor-vermittelte Endozytose über Typ-C Lectin-Rezeptoren (wie 

z.B. den Mannose-Rezeptor (Sallusto et al., 1995) oder DEC-205 (Jiang et al., 1995) oder 
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Phagozytose (Reis e Sousa et al., 1993). Dabei ist die Antigen-Präsentation nach 

Makropinozytose und Rezeptor-vermittelter Endozytose so effizient, dass 

Antigenkonzentrationen im Pico- und Nanomolar-Bereich ausreichen, während andere APCs 

Konzentrationen von mehreren Mikromolar für dieselbe Präsentationseffizienz brauchen 

(Sallusto et al., 1995). Nach Aufnahme eines Antigens nimmt die Fähigkeit der DCs weitere 

Antigene aufzunehmen rapide ab und der nächste Schritt im Lebenszyklus einer DC, die 

Migration und Reifung, wird initiiert. Dabei durchlaufen die unreifen DCs einen funktionellen 

und phänotypischen Wandel (Abb. 6). Die Reifung der DCs kann zum einen durch Pathogen-

assoziierte Moleküle, wie Lipopolysaccharide (LPS) (Rescigno et al., 1999), bakterielle DNA 

(Hartmann et al., 1999) oder doppelsträngige RNA (dsRNA) (Cella et al., 1999), zum anderen 

aufgrund von pro- oder anti-inflammatorischen Signalen (wie TNF, IL-1, IL-6, Il-10 etc. ), als 

auch durch Signale von T-Zellen, induziert, respektive inhibiert werden. Der Reifungsprozess 

geht mit dem Verlust der Endo-/Phagozytosefähigkeit der DCs, der verstärkten Expression 

von MHC-Molekülen als auch der ko-stimulatorischen Molekülen (CD80, CD86 und CD40) 

sowie Veränderung der Morphologie einher (Abb. 6). Reifungs-abhängige morphologische 

Veränderungen äußern sich im Verlust von Adhäsionsmolekülen, Reorganisation des 

Zytoskeletts und dem Erwerb zellulärer Bewegungsfähigkeit (Winzler et al., 1997). Im Falle 

von LCs wird z.B. das Adhäsionsmolekül E-Cadherin vermindert exprimiert, was den LCs 

erlaubt, die Haut zu verlassen (Tang et al., 1993). Die Migration reifender DCs in T-zellreiche 

Bereiche lymphoider Organe (wie Milz oder Lymphknoten) wird unter anderem durch LPS, 

TNF-α und verschiedenen Chemokinen (MIP-3β (macrophage inflammatory protein) und 

6Ckine (secondary lymphoid-tissue chemokine)) ausgelöst. Die Chemokine locken sowohl 

reife DCs (Saeki et al., 1999) als auch naive T-Zellen (Gunn et al., 1998) an und begünstigen 

somit die Begegnung Antigen-präsentierender DCs mit Antigen-spezifischen T-Zellen.  

 

II.2.3 ANTIGEN-PROZESSIERUNG UND ANTIGEN-PRÄSENTATION DURCH DCS 

 

Unreife DCs können mit hoher Effizienz Antigene über Phagozytose, Makropinozytose oder 

Rezeptor-vermittelte Endozytose aufnehmen. Die Antigene werden anschließend in 

Endosomen degradiert und die Peptid-Bruchstücke von dort aus in MHC-Klasse-II-reiche 

Kompartimente (MIIC) transportiert. Dort werden die Peptide von MHC-Klasse-II 

Molekülen, nach Beseitigung der MHC-Klasse-II invarianten Kette (invariant chain, Ii 

chain), gebunden (Castellino et al., 1997; Cresswell, 1996). In unreifen DCs ist Cathepsin S, 

das für die Degradation der Ii chain verantwortlich ist, durch Cystatin C inhibiert. Während 
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der Reifung der DCs wird die Expression von Cystatin C reduziert, was zu einer gesteigerten 

Degradation der Ii chain führt und somit die Beladung der MHC-Klasse-II Molekülen mit 

Antigenen und den Export der Komplexe begünstigt (Pierre und Mellman, 1998). Dies führt 

zu einem erheblichen Anstieg an MHC-Klasse-II-Komplexen auf der Oberfläche von reifen 

DCs. Die Antigen-MHC-Komplexe auf reifen DCs sind mehrere Tage stabil, im Gegensatz zu 

ihrer kurzen Halbwertszeit auf unreifen DCs, und können von CD4+ T-Zellen erkannt werden 

(Inaba et al., 1997; Pierre et al., 1997). Interessanterweise kann IL-10 die Reifung der DCs 

inhibieren, einhergehend mit einem Block der Translokation der MHC-Klasse-II-Peptid-

Komplexe zur Plasmamembran (Koppelman et al., 1997).  
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Abb. 6 Reifung von dendritischen Zellen (DCs). Die für die Entwicklung der DCs notwendigen Faktoren sind 
auf der linken Seite des Schemas angegeben: GM-CSF (granulocyte/macrophage colony stimulating factor); IL 
(Interleukin); LPS (Lipopolysaccharid); TNF (tumor necrosis factor); dsRNA (Doppelstrang-RNA). Auf der 
rechten Seite des Schemas sind die wichtigsten Eigenschaften der verschiedenen Entwicklungsstufen der DCs zu 
sehen: IFN (Interferon); MHCII (major histocompatibility complex II); MIIC (MHCII-reiche Kompartimente); 
CCR (Chemokin-Rezeptor). (Abbildung modifiziert nach Banchereau et al., 2000). 
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Um CD8+ zytotoxische Killer-Zellen zu aktivieren, präsentieren DCs MHC-Klasse-I-Peptid-

Komplexe, welche sowohl über einen endogenen als auch exogenen Weg beladen werden 

können (Pamer und Cresswell, 1998; Rock und Goldberg, 1999). Im klassischen endogenen 

Weg werden intrazelluläre Pathogene im Zytosol mit Hilfe eines ATP-abhängigen 

proteolytischen Systems prozessiert. Der erste Schritt ist dabei die Ubiquitinierung, welche 

eine effizientere Antigenverarbeitung erlaubt (Bates et al., 1997). Die ubiquitinierten Proteine 

werden in Proteasomen geleitet, wo sie in Peptide gespalten werden. Die Peptide werden 

anschließend über einen ATP-abhängigen Transmembrantransporter (TAP, (transporter 

associated with antigen processing)) ins endoplasmatische Reticulum (ER) transferiert und 

dort auf MHC-Klasse-I Moleküle geladen. Für die Prozessierung exogener Antigene wurden 

bisher zwei mögliche Wege beschrieben, ein TAP-abhängiger Weg und ein TAP-

unabhängiger Weg. Im TAP-unabhängigen Fall werden die Antigene in Endosomen 

hydrolysiert (Pfeifer et al., 1993), während im TAP-abhängigen Fall die Antigene mit Hilfe 

von Phagosomen internalisiert werden. Von dort aus werden die prozessierten Antigene ins 

Zytosol transferiert und treten in den klassischen MHC-Klasse-I-Weg ein (Kovacsovics-

Bankowski und Rock, 1995). Bei der Präsentation exogener Antigene, bei denen es sich um 

Antigene von Tumoren (Huang et al., 1994), Transplantaten (Bevan, 1976) oder Viren (Sigal 

et al., 1999) handeln kann, ist dieser TAP-abhängige MHC-Klasse-I-Präsentationsweg (auch 

Cross-priming genannt) von zentraler Bedeutung.  

 

II.2.4 T-ZELL-DC INTERAKTION 

 

In vitro und in vivo sind nur wenige DCs nötig, um eine starke T-Zell-Antwort auszulösen. In 

vivo spielt dabei die Interaktion zwischen DCs und T-Zellen in lymphoiden Organen eine 

essentielle Rolle (Guermonprez et al., 2002). In diesen Organen bilden DCs und T-Zellen 

Cluster, sodass in ihnen eine Mikroumgebung entsteht, in der sich die Immunität entwickeln 

kann (Ingulli et al., 1997). Die Bildung von Clustern wird durch verschiedene 

Adhäsionsmoleküle, wie β1- und β2-Integrine und Mitglieder der Immunglobulin 

Superfamilie (CD3, CD50, CD54 und CD58) vermittelt. Bisher konnte jedoch noch kein 

spezifisches Molekül identifiziert werden, welches die hohe Effizienz der DCs, T-Zellen zu 

binden und zu aktivieren, erklären könnte. Der Effekt scheint sich einzig in der höheren 

Dichte der Moleküle, die in der DC-T-Zell-Interaktion involviert sind, zu begründen. Zum 

Beispiel sind MHC-Peptid-Komplexe und CD86 auf DCs 10-100fach dichter angesiedelt als 

auf anderen APCs wie B-Zellen oder Monozyten (Inaba et al., 1997). Die Erkennung der 
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MHC-Peptid-Komplexe auf DCs durch Antigen-spezifische T-Zell-Rezeptoren (TCR) ist das 

erste Signal, das für die Aktivierung der T-Zellen notwendig ist. Das zweite absolut 

essentielle Signal für die T-Zell-Aktivierung ist die Interaktion zwischen den ko-

stimulatorischen Molekülen (CD80, CD86) exprimiert auf DCs und dem T-Zell-Liganden 

CD28. Das gleichzeitige Triggern der beiden Rezeptoren (TCR und CD28) auf T-Zellen ist 

entscheidend für deren Aktivierung (Caux et al., 1994; Vasilevko et al., 2002). Die T-Zellen 

üben ihrerseits auch Einfluss auf DCs aus. T-Zellen können DCs über den CD40-Ligand-

CD40 Signalweg zusätzlich aktivieren, was zu einer gesteigerten CD80/CD86 Expression auf 

DCs und der Freisetzung von Zytokinen (IL-1, TNF, Chemokinen und IL-12) führt (Bennett 

et al., 1998; Caux et al., 1994; Schoenberger et al., 1998). Die Interaktion zwischen dem erst 

kürzlich beschriebenen RANK/TRANCE Rezeptor auf DCs und dem Liganden 

(RANKL/TRANCE) auf aktivierten T-Zellen stimuliert die Sekretion von Zytokinen wie IL-

1, IL-6 und IL-12 durch DCs, was die Lebensdauer der DCs entscheidend verlängert (Josien 

et al., 1999; Wong et al., 1997).  

Die Sensibilisierung (Priming) von spezifischen naiven CD4+ T-Zellen für ein Antigen und 

der damit verbundenen Initiierung einer Immunantwort ist einzigartig für DCs. DCs 

präsentieren naiven CD4+ T-Zellen MHC-Klasse-II-Antigen-Komplexe auf ihrer Oberfläche 

und generieren so eine Antigen-spezifische T-Zell-Antwort. Die T-Zellen produzieren 

daraufhin Zytokine (z.B. IL-2), die auf sie selbst und Zellen in der näheren Umgebung 

wirken, was zur Proliferation und klonalen Expansion der T-Zellen führt. Für die Entwicklung 

der unterschiedlichen T-Helfer-Zell-Typen ist gezeigt worden, dass sie abhängig vom DC-

Typ sind. Monozyten-abgeleitete CD11c+ DCs begünstigen durch die Sekretion von IL-12 die 

Entwicklung naiver T-Zellen in Richtung IFN-γ produzierenden T-Helfer-Zellen vom Typ1 

(Th1) (Cella et al., 1996; Macatonia et al., 1995). CD11c- DCs dagegen stimulieren die 

Differenzierung von T-Zellen, die hauptsächlich Th2-Zytokine exprimieren (Rissoan et al., 

1999). Dies bedeutet, dass DCs zusätzlich zur Induktion der Proliferation und klonalen 

Expansion auch direkt die Art einer T-Zell-Antwort beeinflussen können.  

Das Priming von naiven CD8+ T-Zellen durch DCs ist ebenfalls essentiell für eine effiziente 

Immunantwort. Neben der Erkennung von Antigenen, präsentiert von MHC-Klasse-I-

Molekülen, ist meistens ein zweiter Stimulus, vermittelt durch Zytokine (IL-2) oder den APCs 

selbst, für eine vollständige Aktivierung und Differenzierung der CD8+ T-Zellen in 

zytotoxische T-Zellen (CTLs) notwendig. Es ist gezeigt worden, dass DCs CD8+ T-Zellen 

direkt aktivieren können, indem eine gleichzeitige Bindung der CD8+ und der CD4+ T-Zellen 

an dieselbe APC erfolgt (Keene und Forman, 1982). Vieles spricht jedoch für ein neues 
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Modell, in dem gezeigt wird, dass eine gleichzeitige Bindung der CD8+ und CD4+ T-Zellen 

auf derselben APC für die Aktivierung nicht notwendig ist. Stattdessen werden DCs von T-

Helfer-Zellen durch Interaktion des Oberflächenmoleküls CD40 und dem CD40-Ligand auf 

der CD4+ T-Zelle zu einem früheren Zeitpunkt konditioniert (Bennett et al., 1998). Die so 

aktivierten DCs können dann in Abwesenheit der CD4+ T-Zelle CD8+-T-Zellen stimulieren 

(Ridge et al., 1998).  

 

II.2.5 VIRALE INTERAKTION MIT DENDRITISCHEN ZELLEN  

 

Viele Pathogene haben Immunevasionsstrategien entwickelt, welche mit der Erkennung von 

infizierten Zellen interferieren oder Resistenz gegen Immuneffektormechanismen vermitteln 

(Maksymowych und Kane, 2000; Tortorella et al., 2000). Erst kürzlich veröffentlichte Studien 

haben gezeigt, dass Evasionsstrategien von Pathogenen auch gegen die Induktion, respektive 

Regulation der Immunantwort gerichtet sein können, indem sie mit DCs interferieren. Dabei 

können verschiedene Schritte des DC-Lebenszyklus, von der Entwicklung der DCs bis zur 

Interaktion der reifen DCs mit T-Zellen in lymphoiden Geweben, beeinflusst werden: sei es 

(A) die Reduktion der Ausbildung funktioneller DC-Vorläufer, (B) die Beeinträchtigung der 

Rekrutierung von DCs zu Orten der Infektion, (C) die Beeinflussung der Antigenaufnahme 

und Prozessierung, (D) die Infektion und Zerstörung von unreifen DCs, (E) die Interferenz 

mit der DC-Aktivierung, (F) die Verhinderung der Reifung der DCs und Migration in 

lymphoide Organe, oder auch (G) die Störung der T-Zell-Aktivierung durch DCs. 

(A, D) Eine Reduktion der DC-Anzahl kann entweder auf der Zerstörung der DC-Vorläufer 

durch Lyse oder Induktion der Apoptose beruhen, oder auf der Beeinträchtigung der 

Differenzierung der Vorläuferzellen in unreife DCs, wie es z.B. für das humane T-Zell-

Leukämie-Virus Typ-1 (HTLV-1) gezeigt werden konnte. HTLV-1 kann Monozyten 

infizieren und deren Differenzierung in funktionelle unreife DCs verhindern (Makino et al., 

2000). Der Verlust von DCs während einer HIV (Human Immunodeficiency Virus)-Infektion 

kann sowohl aus der Inhibition der DC-Entwicklung aus peripheren Stammzellen (Patterson 

et al., 1998), als auch der CTL-vermittelte Lyse von DCs als Antwort auf die antivirale T-

Zellstimulation (Knight et al., 1997) resultieren. Die Infektion unreifer DCs als auch reifer 

DCs mit Vaccinia Virus endet in abortiver Replikation und induziert Apoptose (Engelmayer 

et al., 1999). Auch für EBV, wie CMV ein Herpesvirus, konnte gezeigt werden, dass das 

Virus die Entwicklung von DCs inhibieren kann. Die Bindung von EBV an Monozyten-

Vorläufer genügt dabei, um deren Apoptose zu induzieren (Li et al., 2002). Außerdem können 
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EBV-Antigene von DCs cross-präsentiert werden, was die Etablierung einer EBV-

spezifischen CD8+ T-Zellantwort erlaubt (Subklewe, 2002) und die Eliminierung der 

präsentierenden Zellen zur Folge hat. HSV-1 kann sowohl unreife wie reife DCs infizieren. 

Während die Infektion von reifen DCs abortiv verläuft, endet die permissive virale 

Vermehrung von HSV-1 in unreifen DCs mit der Lyse der Zellen und trägt so zur Reduktion 

der DC-Population bei (Kruse et al., 2000; Mikloska et al., 2001). 

(B) Mit Hilfe von viral sekretierten Chemokin-Rezeptor-Homologen, welche lokal 

produzierte Chemokine binden und somit für die Rekrutierung der DCs nicht mehr zur 

Verfügung stehen, verhindern eine Reihe von Poxviren (Smith et al., 1997) und Herpesviren 

den Zustrom von DCs in infizierte Gewebe (Tortorella et al., 2000).  

(C) Aufgrund der Fähigkeit der DCs exogene virale Proteine aufnehmen und präsentieren zu 

können (Cross-Priming), wäre eine Beeinträchtigung der Antigen-Prozessierung in infizierten 

DCs durch Viren nicht sonderlich effektiv in der Inhibierung einer Immunantwort.  

(E, F) Die Interferenz mit der Ausreifung der unreifen DCs scheint da ein effizienterer Weg 

zur Hemmung der antiviralen Immunantwort zu sein. Sowohl für HSV-1 (Salio et al., 1999) 

als auch Vaccinia Virus (Drillien et al., 2000; Engelmayer et al., 1999) konnte eine 

Inhibierung der DC-Reifung beobachtet werden. Es wird angenommen, dass HSV-1 dabei mit 

Signalwegen, die in der DC-Reifung involviert sind, interferiert, während Vaccinia Zytokin-

Rezeptor-Homologe exprimiert und dadurch die Wirkung von Zytokinen verantwortlich für 

die DC-Reifung inhibiert. Für andere Viren wie z.B. Influenza oder Masernvirus (MV), wurde 

ein gegenteiliger Effekt beobachtet. Die virale Infektion stimuliert die Reifung der DCs, was 

jedoch nur im Falle von Influenza die Eliminierung des Virus begünstigt (Cella et al., 1999). 

MV-infizierte DCs beginnen analog wie LPS-stimulierte DCs mit dem Reifungsprozess, die 

endgültige CD40-Ligand-vermittelte Reifung durch aktivierte T-Zellen ist jedoch inhibiert 

(Servet-Delprat et al., 2000), was darauf hinweist, dass die MV-Replikation mit dem CD40-

Signalweg in DCs interferiert.  

Die Inhibition der Reifung von DCs kann sich auch auf die Migrationsfähigkeit der DCs vom 

Ort der Antigen-Aufnahme in T-zellreiche Gebiete lymphoider Gewebe auswirken. Die 

verstärkte Expression des Chemokinrezeptors CCR7 ist im Falle HSV-1-infizierter DCs 

blockiert (Salio et al., 1999), was die Reaktion der DCs auf Chemokine, welche die Migration 

lenken, verhindert.  

(G) Eine weitere Möglichkeit mit der DC-Funktion zu interferieren, ist die Beeinflussung der 

Interaktion zwischen DCs und T-Zellen. Wie bereits oben erwähnt, inhibiert MV die 

terminale CD40L-vermittelte Ausreifung von DCs (Servet-Delprat et al., 2000). Dies 
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verhindert eine maximale Expression der ko-stimulatorischen Moleküle CD40, CD80 und 

CD86, als auch die Produktion von IL-12-, respektive Induktion der IL-10 mRNA-Synthese. 

IL-12 ist essentiell für die Differenzierung von CD4+ T-Zellen in T-Helfer-Zellen vom Typ1, 

welche das antivirale Zytokin IFN-γ und das T-Zell-stimulierende Zytokin IL-2 produzieren 

(Abbas et al., 1996). Die MV-inhibierte Reifung der DCs macht ebenfalls eine vollständige 

Aktivierung der CD8+ T-Zellen unmöglich (Servet-Delprat et al., 2000). Trotz reduzierter 

Oberflächenexpression von CD80 auf DCs nach Infektion, konnten Vaccinia-infizierte DCs 

sowohl Gedächtniszellen als auch naive Zellen stimulieren (Drillien et al., 2000). Für HIV-1 

konnte zwei Tage nach Infektion eine reduzierte T-Zell-Stimulation durch HIV-infizierte DCs 

nachgewiesen werden. Zu einem früheren Zeitpunkt nach Infektion wurde dagegen sowohl 

eine primäre proliferative T-Zell-Antwort, als auch eine CTL-Antwort beobachtet (Knight et 

al., 1993; Knight et al., 1997). Erst kürzlich wurde beschrieben, dass intDCs in lymphoiden 

Geweben von Patienten mit einer akuten HIV-Infektion eine reduzierte Expression der ko-

stimulatorischen Moleküle CD80 und CD86 zeigen, was ein Grund für eine beeinträchtigte 

HIV-spezifische T-Zell-Antwort sein kann (Lore et al., 2002). Unreife HSV-1-infizierte DCs 

zeigten innerhalb der ersten 24 Stunden nach Infektion eine reduzierte Oberflächenexpression 

funktioneller Moleküle wie CD40, CD54, CD80 und CD86, während die Expression von 

MHC-Klasse-I und Klasse-II Molekülen unverändert war (Kruse et al., 2000; Mikloska et al., 

2001). Sowohl die reduzierte Expression von CD40, die eine verminderte Sekretion von IL-12 

zur Folge hat (Snijders et al., 1998), als auch die Reduktion von CD54, die in einer 

gesteigerten IL-4 Sekretion resultiert, wirken einer Entwicklung von Th1-Zellen und somit 

einer antiviralen Kontrolle entgegen (Mikloska et al., 1998). Reife HSV-1-infizierte DCs 

zeigen eine stark reduzierte Expression des Oberflächenmoleküls CD83, während die 

Oberflächenexpression von MHC-Klasse-II nur leicht und die Expression von CD40, CD80, 

CD86 und MHC-Klasse-I Molekülen gar nicht beeinträchtigt ist (Kruse et al., 2000). Die 

viral-inhibierte Expression von CD83 resultiert in einer stark reduzierten T-Zell-Stimulation 

durch die HSV-1 infizierten DCs. 

Eine weitere Rolle, die DCs bei einer viralen Infektion spielen können, ist die Verbreitung des 

Virus im Körper. Für HIV-1 konnte z.B. gezeigt werden, dass infizierte DCs und LCs dem 

Virus als Transportmittel zu den Lymphknoten dienen (Masurier et al., 1998). Während reife 

DCs die Replikation von HIV-1 blockieren, produzieren unreife DCs Viren, die aktivierte T-

Zellen infizieren können (Compton et al., 1996; Warren et al., 1997). Reife DCs produzieren 

zwar keine neue Viren, jedoch binden sie Virus und transportieren es in lymphoide Gewebe, 

 31



IIII  EEiinnlleeiittuunngg  

wo HIV-1 T-Zellen infizieren kann, was zu deren Tod führt (Geijtenbeek et al., 2000; 

Ludewig et al., 1996).  

II.2.6 ZYTOMEGALOVIRUS UND DCS 

 
Die langsame Replikation, der eingeschränkte Zelltropismus und die begrenzte Zell-zu-Zell-

Verbreitung von CMV wie auch die klinische Inapparenz einer CMV-Infektion in normalen 

Wirtsorganismen weisen auf eine Kontrolle des Viruswachstums durch das Immunsystem hin. 

Die HCMV-spezifische Immunantwort muss dabei als effizient angesehen werden, da CMV-

vermittelte Erkrankungen in immunkompetenten Wirten äußerst selten sind. Die Interaktion 

von CMV mit dem Immunsystem, um dessen Kontrolle zu entgehen oder die Immunantwort 

zu unterdrücken, ist somit ein wichtiger Faktor, der die Pathogenese von CMV beeinflusst. 

Eine Reihe von Effektormechanismen wie CTLs, NK und Antikörper-abhängige zelluläre 

Zytotoxizität werden bei einer akuten Infektion initiiert, wobei die Präsentation von viralen 

Antigenen durch APCs von zentraler Bedeutung ist. Wie in Kapitel I.2.5 beschrieben, haben 

verschiedenste Viren Strategien entwickelt mit DCs, die zu den wichtigsten APCs gehören, zu 

interferieren und so die antivirale Immunantwort zu beeinflussen. Über die Infektion von DCs 

mit CMV und deren Auswirkung auf die Immunantwort ist jedoch bisher wenig bekannt. Vor 

ein paar Jahren wurde gezeigt, dass CMV primitive CD34+ hämatopoetische, sowie CD33+-

Voräuferzellen infizieren kann, die Infektion jedoch nicht produktiv verläuft (Hahn et al., 

1998; Mendelson et al., 1996). CD33+-Zellen, sowohl Vorläufer von DCs als auch von 

Makrophagen, stellen damit ein wichtiges Reservoir für latente CMV-Genome dar und 

können außerdem zur Verbreitung des Virus beitragen (Stoddart et al., 1994).  

Die ersten Resultate zur Infizierbarkeit von DCs mit CMV zeigten (Soderberg-Naucler et al., 

1997b; Soderberg-Naucler et al., 1998), dass CMV DCs in vitro nicht permissiv infizieren 

kann, in klarem Gegensatz zu Makrophagen. Eine andere Gruppe jedoch konnte nachweisen, 

dass unreife DCs sich permissiv von CMV infizieren lassen, der Ablauf des vollständigen 

Replikationszyklus jedoch vom Virusstamm abhängig ist (Riegler et al., 2000). Während 

HCMV-Stämme, die auf Fibroblasten vermehrt wurden, in unreifen DCs nicht replizieren 

können, durchlaufen klinische Virus-Isolate und HCMV-Stämme, die auf Endothelzellen 

gehalten wurden, den vollen Replikationszyklus in unreifen DCs und es werden infektiöse 

Virionen freigesetzt.  
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II.3 FRAGESTELLUNG UND ZIEL DER ARBEIT 
 

Primäre CMV-Infektionen werden in immunkompetenten Wirten mit Hilfe des 

Immunsystems weitgehend kontrolliert. Nach einer primären Infektion ist CMV jedoch in der 

Lage, eine lebenslange latente Infektion in seinem natürlichen Wirt zu etablieren. Dies legt 

nahe, dass die antivirale Immunantwort nicht in der Lage ist, das Virus vollständig zu 

eliminieren. Die Reaktivierung von latent vorliegendem HCMV führt besonders in 

immungeschwächten Individuen zu lebensbedrohlichen Komplikationen. Um das Virus und 

seine Pathogenese besser verstehen zu lernen, ist es von großer Wichtigkeit, infizierbare 

Gewebe- und Zelltypen zu identifizieren, in denen sich eine latente Infektion etablieren kann.  

In diesem Zusammenhang sollte in der vorliegenden Arbeit geklärt werden, ob MCMV in 

primitive, murine hämatopoetische Zellen der Stammzelllinie FDCP-Mix eindringen und 

replizieren kann. MCMV ist wie HCMV Spezies-spezifisch, zeigt aber sowohl in seinem 

Genomaufbau als auch in seiner Pathogenese große Ähnlichkeiten, sodass es häufig als 

Modell für HCMV verwendet wird. Zur Identifikation MCMV-infizierter hämatopoetischer 

Stammzellen sollten Verfahren zum Nachweis viraler Komponenten in latent infizierten 

Zellen entwickelt werden. Dazu sollten Methoden, die die Identifizierung viraler Genome in 

Zellen unabhängig von der viralen Replikation erlauben, etabliert werden, sowie auch 

MCMV-Mutanten zur Detektion viraler Genexpression konstruiert werden.  

 

Darüber hinaus soll die Infektion dendritischer Zellen mit MCMV untersucht werden. DCs 

sind professionelle Antigen-präsentierende Zellen und spielen die Hauptrolle bei der 

Initiierung einer antiviralen T-Zellantwort. Diese Eigenschaften machen DCs zu einem 

attraktiven Ziel viraler Immunevasionsstrategien, um einer antiviralen Immunantwort 

entgegenzuwirken. Als Zellsystem, dessen Zellen unbeschränkt expandiert und in synchroner 

und gerichteter Art und Weise in DCs differenziert werden können, sollten die murinen 

hämatopoetischen FDCP-Mix-Zellen dienen. Ob MCMV von FDCP-Mix Zellen abgeleitete 

DCs produktiv infizieren kann und welche Auswirkungen die Infektion auf den Phänotyp und 

die Funktion der Zellen hat, insbesondere die Stimulation von T-Zellen, sollte hierbei im 

Besonderen untersucht werden. 
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III MATERIAL UND METHODEN 
 
III.1 MATERIAL 

III.1.1 REAGENZIEN 

 

Agar Life Technologies, Deutschland 

Agarose Sigma, München 

Ampicillin Roche, Deutschland 

AmpliTaq Gold™-DNA-Polymerase Roche, Deutschland 

Bacto Hefe-Extract Life Technologies, Deutschland 

Bacto Trypton Life Technologies, Deutschland 

Carboxymethylzellulose Sigma, Deutschland 

Chloramphenicol Life Technologies, Deutschland 

DIG High Prime DNA labeling and 

Detection Starter Kit II Roche, Deutschland 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Serva, Deutschland 

DNA-Größenstandard (Marker III) Roche, Deutschland 

dNTPs Roche, Deutschland 

Dulbecco´s modified Eagle Medium (DMEM) Gibco, Deutschland 

DMEM mit HEPES (25 mM) Gibco, Deutschland 

Essigsäure Roth, Deutschland 

Ethanol Riedel-de Haen, Deutschland 

Ethylendiamintetraacetat-Na-Salz (EDTA) Roth, Deutschland 

Ethidiumbromid Sigma, Deutschland 

Filme (BioMax MR und BioMax Light) Kodak, USA 

Fötales Kälberserum (FCS) PAA, Deutschland 

Fötales Kälberserum (FCS) Sigma, Deutschland 

GeneBLAzer™ Loading Kit Aurora Biosciences, USA 

Geniticinsulfat (G418) Gibco, Deutschland 

GFX™ Purification Kit  Pharmacia, Deutschland 

L-Glutamin Life Technologies, Deutschland 

Glycerin Roth, Deutschland 

Rekombinantes murines Interleukin-3 (mIL-3) Roche, Deutschland 

Rekombinantes humanes Interleukin-2 (hIL-2) Roche, Deutschland 
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Iscove´s modified Dulbecco´s Medium (IMDM) Gibco, USA 

Isopropanol Riedel-de Haen, Deutschland 

Kaliumacetat Riedel-de Haen, Deutschland 

Keyhole limpet hemocyanin (KLH)  Sigma, Deutschland 

Klenow-Polymerase NEB, USA 

Lipopolysaccharid (LPS) Sigma, Deutschland 

Macrophage Colony Stimulating Factor (M-CSF) Roche, Deutschland  

2-Mercaptoethanol Merck, Deutschland 

10x Modified Eagle Medium Life Technologies, Deutschland 

Natriumacetat (NaAc) Riedel-de Haen, Deutschland 

Natriumhydroxid (NaOH) J.T. Baker B.V., Holland 

Neugeborenen Kälberserum (NCS) PAA, Deutschland 

Nucleobond AX DNA Isolierungskit Machery & Nagel 

Nylonmembran Schleicher & Schuell, Deutschland 

Ficoll Nycoprep Nycomed, Europa 

PBS (Phosphate-buffered saline) Life Technologies, Deutschland 

Penicillin Life Technologies, Deutschland 

Pferdeserum (HS) Sigma und JRH, Deutschland 

Phenol/Chloroform Roth, Deutschland 

Phytohemagglutinin-M (PHA-M) Sigma, Deutschland 

Proteinase K Roche, Deutschland 

Qiaprep Spin Plasmid Miniprep Kit Qiagen, Deutschland 

Restriktionsenzyme NEB, USA 

RNAse A Roche, Deutschland 

RPMI 1640 Life Technologies, Deutschland 

Sodium dodecyl sulfate (SDS) Roth, Deutschland 

T4-DNA-Ligase Roche, Deutschland 

Tetanus Toxin C-Fragment (TTC) Calbiochem, Deutschland 

H3-Thymidin Amersham, Deutschland 

Trypsin/EDTA Life Technologies, Deutschland 

 

Alle anderen Chemikalien wurden von den Firmen Merck (Deutschland) und Sigma 

(Deutschland) bezogen. 
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III.1.2 ANTIKÖRPER 

 

Antikörper für die Immunfluoreszenz: 

 

Erstantikörper: 

Croma 101 Maus anti-ie1-Protein von MCMV, Zellkultur-Überstand 

(Stipan Jonjic, Universität Rijeka, unveröffentlicht) 

20/238/28  Maus anti-e1-Protein von MCMV, Zellkultur-Überstand 

(Buhler et al., 1990) 

Croma 7 Maus anti-gB-Protein von MCMV, Zellkultur-Überstand 

(Stipan Jonjic, Universität Rijeka, unveröffentlicht) 

 

Zweitantikörper: 

Ziege anti-Maus IgG-  

Cy3-konjugiert  Becton Dickinson, USA 

 

 

Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelte monoklonale anti-Maus-Antikörper für die FACS-Analyse: 

(Fluoreszenzfarbstoffe: FITC, Fluoroisothiozyanat; PE, Phytoerytrin; APC, Allophytocyanat) 

 

Alle Antikörper wurden von Pharmingen, Europe bezogen: 

 

Antikörper:      Katalognummern: 

anti-Maus CD86-PE- und –Biotin-konjugiert  #09275 und #09272  

anti-Maus CD80-Biotin-konjugiert     #09602 

anti-Maus CD40-FITC- und -Biotin-konjugiert  #09664 und #09662 

anti-Maus  MHCII-FITC- und -Biotin-konjugiert  #06044 und #06042 

anti-Maus MHCI-FITC- und -Biotin-konjugiert  #06105 und #06102 

anti-Maus Mac-1-FITC-, -PE- und -APC-konjugiert #01714, 01715 und 01719 

anti-Maus CD11c-PE-konjugiert    #09705 

anti-Maus CD14-PE-konjugiert    #09575 

anti-Maus CD34-FITC-konjugiert    #09434 

anti-Maus CD16/CD32 (Fc-Block)    #01241 

Streptavidin-APC-Konjugat     #13049 

 36



IIIIII  MMaatteerriiaall  uunndd  MMeetthhooddeenn  

III.1.3 OLIGONUKLEOTIDE 

 

Name   Nukleotidsequenz (5´-> 3´) 

 

sib1.for  gatcgttggcgcgccgggaattcaagtcgacggtctagaggggggcaattgccggcgcgccaag 
 
sib2.rev  tcgacttggcgcgccggcaattgcccccctctagaccgtcgacttgaattcccggcgcgccaac 
 
Term.for  ttcccagtacactcccgc 
 
Term.rev  cgaaacctaactagcagaacg 
 
73051.for  ccggaattcacgatgcggatgatcccccac 
 
73560.rev  gcgggatccgatatcgacacacatacagaaaaataaaac 
 
73561.for  cgcggatccttattgtatgacggtggcttttttag 
 
74530.rev  gggaagcttgtgctcgaggccatcctctgtgac 
 
EGFPSalI.for  acgcgtcgaccaacgtgagcaagggcgaggagctg 
 
EGFPSalI.rev  gcgtgtcgacttgtacagctcgtccatgccgag 
 
m152.for  ctagggatgcatctagggatcctagataactgatcataagcggccgcgtttaaacg 
 
m152.rev  tcgacgtttaaacgcggccgcttatgatcagttatctaggatccctagatgcatcc 
 
β-lactamase.for cgcgctagcgccaccatgggtcacccagaaacgctggtgaaag 
 
β-lactamase.rev cgcggatccctaccaatgcttaatcagtgaggc 
 
 

III.1.4 PLASMIDE 

 

III.1.4.A Erhaltene oder kommerziell erworbene Plasmide und MCMV-BAC-Plasmide 

 

p3`SSdimerClonEGFP    Robinett et. al., 1996 

pACYC177    NEB, USA 

pAR2.5    M. Messerle, LMU München, unveröffentlicht 

pBADαβγ    Zhang et al., 1998 

pBAM25, auch pAMB25 genannt  Keil et al., 1984 

pBluescript II KS     Stratagene, USA 
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pCP15    Wackernagel et al., 1995 

pCP20    Wackernagel et al., 1995 

pE1    Angulo et al., 1998 

pEcoO    Thäle et al., 1996 

pEGFP-C1     Clonetech, USA 

pIE111    Messerle et al., 1992 

pLRL    M. Messerle, LMU München, unveröffentlicht 

pSM3fr     Wagner et al., 1999 

pSV2-dhfr 8.32    Robinett et al., 1996 

pUC19    NEB, USA 

 

III.1.4.B Beschreibung selbst-konstruierter Plasmide und MCMV-BAC-Plasmide 

 

pACYC-lacO 

 

Das Plasmid pACYC177 wurde mit den Restriktionsenzymen BamHI und XhoI verdaut und 

das doppelsträngige Oligonukleotid sib1 (bestehend aus sib1.for und sib1.rev) mit den 

Schnittstellen BamHI-AscI-EcoRI-SalI-XbaI-MunI-AscI-XhoI in das aufgeschnittene Plasmid 

ligiert. Dabei sind die Spaltstellen BamHI und XhoI zerstört worden. Das so entstandene 

pACYC-Oligo Plasmid wurde dann mit XbaI und MunI geschnitten und ein 2,5 kb großes 

Fragment (Nukleotid (nt)-Position 187119 bis nt-Position 189670 des wt MCMV-Genoms, 

entsprechend der Nomenklatur von Rawlinson et al., 1996) eingefügt, welches aus pAR2.5 

mit NheI und EcoRI herausgeschnitten wurde (pACYC2.5). Aus pIE111 wurde mit EcoRI ein 

7,2 kb großes Fragment herausgeschnitten, das die Sequenzen des MCMV-Enhancerbereichs 

und der ie1/ie3 Region von MCMV enthält (nt-Position 177008 bis nt-Position 184236) und 

in die singuläre EcoRI-Schnittstelle von pACYC2.5 inseriert, wodurch pACYC7.2 entstand. 

pACYC7.2 wurde dann mit SalI geöffnet und ein lacO-Repetitionssequenzen enthaltendes 

10,1 kb Fragment wurde mit SalI aus pSV2-dhfr 8.32 isoliert und in pACYC7.2 ligiert. Die 

lac-Operatorsequenz von 10,1 kb besteht aus 32 lac-Operator Octameren (je 292 bp), die sich 

wiederholend aneinandergereiht sind (Robinett et al., 1996). Das so entstandene Plasmid 

wurde pACYC-lacO genannt.  
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pE1-lacO BAC-Plasmid 

 

Das MCMV BAC-Plasmid pE1, welches eine 1,6 kb große Deletion hat, die sowohl den 

immediate-early (ie) Enhancer-Bereich und das Exon1 der ie1/ie3-Region umfasst (nt-

Position 182605 bis nt-Position 184236, entsprechend der Nomenklatur von Rawlinson et al., 

1996, wurde zusammen mit AscI-linearisiertem Fragment aus pACYC-lacO in NIH3T3 

Zellen transfiziert. Nach erfolgreicher Rekombination zwischen dem Fragment und dem 

BAC-Plasmid über die homologen Sequenzen wird die Deletion im Enhancer-Bereich und der 

ie1/ie3 Region aufgehoben und die lacO-Repetitionssequenz eingefügt, sodass das 

replikationskompetente MCMV-BAC-Plasmid namens pE1-lacO entstand. Dieses BAC-

Plasmid trägt, aufgrund der gewählten Homologien, eine 2,9 kb große Deletion (von nt-

Position 184236 bis nt-Position 187119) in der in vitro nicht-essentiellen ie2-Region des 

MCMV-Genoms. 

 

pSCP-GFP-Kan (auch p73Kan-EGFP genannt) 

 

Ausgehend von dem MCMV-BAC-Plasmid pSM3fr (Wagner et al., 1999) wurden mit den 

Primerpaaren 73051.for/73560.rev und 73561.for/74530.rev mittels PCR zwei Fragmente 

amplifiziert, welche dem MCMV-Genomabschnitt nt 73051 bis nt 74530 entsprechen (nach 

der Nomenklatur von Rawlinson et al., 1996). Diese Fragmente wurden, über die an den 

Primern angehängten Schnittstellen EcoRI-BamHI, respektive BamHI-HindIII, in das mit 

EcoRI und HindIII verdaute Plasmid pUC19 ligiert. Das resultierende Plasmid p73051-73561 

kodiert für das kleine Kapsid-Protein (small capsid protein, SCP). Die von FRT-Sequenzen 

flankierte Kanamycin-Kassette wurde über SmaI-Schnittstellen aus dem Plasmid pCP15 

herausgeschnitten und in die EcoRV-Schnittstelle inseriert, wenige Nukleotide nach dem 

Stopcodon des SCP-Leserahmens (p73-Kan). Der EGFP-ORF (open reading frame) wurde 

mittels PCR, ausgehend von dem Plasmid pEGFP-C1, mit den Primern EGFPSalI.for und 

EGFPSalI.rev amplifiziert. Das GFP-Leseraster, ohne ATG Startcodon, wurde dabei an 

beiden Enden mit jeweils einer SalI-Schnittstelle versehen. Mit Hilfe dieser SalI-

Schnittstellen wurde der GFP-ORF, im gleichen Leseraster wie das SCP-Gen (in frame), in 

die SalI-Schnittstelle am Anfang des m48.2 (SCP) Leserahmens kloniert. Das daraus 

entstandene Plasmid wurde pSCP-GFP-Kan genannt. 
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pSM3fr::SCP-GFP 

 

Das oben beschriebene Plasmid pSCP-GFP-Kan wurde mit EcoRI und HindIII gespalten und 

das daraus isolierte 1,5 kb große lineare Fragment wurde zur Mutagenese des wt MCMV-

BAC-Plasmid pSM3fr verwendet. Das Fragment enthält die Kanamycin-Resistenzkassette, 

das Small Capsid-Leseraster in frame mit dem GFP-ORF und die Homologien zu den 

flankierenden Regionen des SCP-Gens. Das MCMV-BAC-Plasmid pSM3fr wurde unter 

Anwendung des „Ein-Schritt-Mutagenese Verfahrens“ (siehe II.2.1.E) in E. coli 

mutagenisiert. Dem neu entstandenen MCMV-BAC-Plasmid pSM3fr::SCP-GFP-Kan wurde 

in einem weiteren Schritt mit Hilfe der FLP-Rekombinase die FRT-flankierte Kanamycin-

Resistenzkassette herausgeschnitten (siehe II.2.1.E.3). Das so entstandene BAC-Plasmid trägt 

die Bezeichnung pSM3fr::SCP-GFP. 

 

p∆m152-EGFP (auch pEcoO-EGFP genannt) 

 

Das Plasmid pEcoO enthält die wt MCMV-Sequenz von nt-Position 209750 bis 215428. 

Nach dem Verdau des Plasmides mit XhoI und NheI, wodurch die MCMV-Sequenz von nt-

Position 210185 bis 211385 entfernt wurde, folgte die Insertion des XhoI-PmeI-Stop-BamHI-

NsiI-NheI-Polylinkers (Oligonukleotide m152.for und m152.rev) an dieser Stelle. Dabei 

wurde die NheI-Schnittstelle zerstört. Die mit FRT-Sequenzen flankierte Kanamycin-

Resistenzkassette wurde über SmaI-Schnittstellen aus dem Plasmid pCP15 herausgeschnitten 

und in die PmeI-Schnittstelle des Polylinkers vor die Stopcodons (in allen drei Leseraster) 

inseriert (p∆152-Kan). In die NsiI- und BamHI-Schnittstelle des Polylinkers wurde der GFP-

ORF unter der Kontrolle des HCMV-Promotors kloniert, welches mit BglII und NsiI aus dem 

Plasmid pEGFP-C1 ausgeschnitten wurde. Aus dem entstandenen Plasmid p∆m152-EGFP-

Kan wurde mit EcoRI und SacI ein lineares Fragment ausgeschnitten, welches homologe 

MCMV-Sequenzen von nt-Position 209756 bis 212677, die mit FRT-Sequenzen flankierte 

Kanamycin-Resistenzkassette und das GFP-Leseraster mit HCMV-Promotor enthält. Das 

MCMV-BAC Plasmid pSM3fr wurde dann mit diesem linearen Fragment mit Hilfe der „Ein-

Schritt-Rekombinationsmutagenese“ (siehe II.2.1.E) mutagenisiert. Anschließend wurde die 

Kanamycin-Resistenzkassette durch Expression der FLP-Rekombinase über die FRT-

Sequenzen ausgeschnitten, wodurch das BAC-Plasmid p∆m152-EGFP entstand. Dieses 

MCMV-BAC-Plasmid trägt das GFP-Leseraster unter Kontrolle des HCMV-Promotors und 

eine FRT-Sequenz anstelle des Gens m152. 
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p∆m152-Lactamase (auch pEcoO-Lactamase genannt) 

 

Das offene Leseraster der β-Lactamase wurde ausgehend von dem Plasmid pBluescript mit 

den Primer β-lactamase.for/β-lactamase.rev amplifiziert, wobei am 5´-Ende des Genes über 

die Primer die Nukleotide kodierend für eine NheI-Schnittstelle, die Kozak-Sequenz und die 

Codons für Methionin und Glycin eingefügt wurden und am 3´-Ende eine BamHI-

Schnittstelle. Das PCR-Produkt wurde mit den Enzymen NheI und BamHI geschnitten und in 

den NheI und BamHI verdauten Vektor pEGFP-C1 ligiert. Im neu entstandenen Plasmid pβ-

Lactamase wird die β-Lactamase unter der Kontrolle des HCMV-Promotors exprimiert. In die 

NsiI und BamHI Schnittstellen des Polylinkers des oben beschriebenen Plasmides p∆m152-

Kan wurde das β-Lactamase-Leseraster unter Kontrolle des HCMV-Promotors kloniert, 

welches mit BamHI und NsiI aus dem Plasmid pβ-Lactamase ausgeschnitten wurde. Aus dem 

entstandenen Plasmid p∆m152-Lactamase-Kan wurde mit EcoRI und SacI ein lineares 

Fragment ausgeschnitten, welches homologe MCMV-Sequenzen von nt-Position 209756 bis 

212677, die mit FRT-Sequenzen flankierte Kanamycin-Resistenzkassette und den Lactamase-

ORF mit HCMV-Promotor enthält. Das MCMV-BAC-Plasmid pSM3fr wurde mit diesem 

linearen Fragment unter Verwendung der „Ein-Schritt-Rekombinationsmutagenese“ (siehe 

II.2.1.E) mutagenisiert. Der mit FRT-Sequenzen flankierte Resistenzmarker wurde 

anschließend eliminiert, wodurch das BAC-Plasmid p∆m152-Lactamase entstand. Dieses 

rekombinante MCMV-BAC-Plasmid trägt das β-Lactamase-Leseraster unter Kontrolle des 

HCMV-Promotors und eine FRT-Sequenz anstelle des m152-Gens. 

 

III.1.5 IM SOUTHERN BLOT VERWENDETE SONDEN 

 

LRL-Sonde: Das Plasmid pLRL wurde mit BamHI und NotI gespalten. Das resultierende 

1,5 kb große Fragment, welches das linke und rechte Ende des MCMV-

Genoms überspannt, wurde mit DIG-dUTP markiert  

 

lacO-Sonde: Die Spaltung des Plasmides pSV2-dhfr 8.32 mit der Restriktionsendonuklease 

XbaI resultierte in 310 bp großen DNA-Fragmenten, welche komplementär zu 

der lac-Operatorsequenz sind. Die lacO-Sonde wurde mit DIG-dUTP markiert. 
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ie1/ie3-Sonde: Die ie1/ie3-Sonde wurde mit PstI aus dem Plasmid pACYC-lacO 

herausgeschnitten. Sie ist komplementär zur MCMV-DNA-Sequenz von nt-

Position 182117 bis nt-Position 182850. 

 

 

III.1.6 ZELLEN UND VIREN 

 

M2-10B4 Stromazelllinie aus dem Knochenmark der Maus (Lutarewych et 

al., 1997) 

MEF murine embryonale Fibroblasten aus der BALB/c-Maus 

NIH3T3 ATCC CRL 1658, Kontakt-inhibierte, embryonale Zelllinie aus der 

NIH Swiss-Maus 

FDCP-Mix factor dependent cells Paterson, faktorabhängige hämatopoetische 

Maus-Stammzelllinie aus dem Paterson-Institut mit gemischtem 

Differenzierungspotenial (Spooncer et al., 1984; Spooncer et al., 

1986) 

1F5 GM-CSF produzierende B-Zell-Lymphoma-Zelllinie (Schroeder et 

al., 2000) zur Produktion von GM-CSF konditioniertem Medium. 

X63Ag8-653-IL-4 IL-4 produzierende Myeloma-Zelllinie zur Herstellung von IL-4 

konditioniertem Medium (Egger et al., 1995) 

C2GM GM-CSF abhängige hämatopoetische Stammzelllinie  (Hagenaars 

et al., 1991) 

TS1-C3 IL-4 abhängige Mastzelllinie (Hültner et al., 1989) 

 

 

MCMV ATCC VR-194, murines Zytomegalovirus, Stamm Smith 

GFP-MCMV MCMV mit Insertion des ORF´s des grün fluoreszierenden Proteins 

(GFP) unter Kontrolle des HCMV immediate early-Promotors in 

der ie2-Region des Virusgenoms (Mathys et al., 2003) 
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III.2 METHODEN 
 

III.2.1 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN 
 
III.2.1.A Isolierung und Reinigung von Nukleinsäuren 
 
III.2.1.A.1 Präparation von Plasmid-DNA 
 
Zur Gewinnung von kleinen Mengen Plasmid-DNA (DNA-Minipräparation) wurde der 

Qiaprep Spin Plasmid Miniprep Kit (Qiagen) verwendet. Drei Milliliter (ml) LB-Medium 

wurden mit einer Bakterienkolonie, die auf Agarplatten mit entsprechenden Antibiotika zur 

Selektion auf enthaltene Plasmide gewachsen war, angeimpft. Die Bakterienkulturen wurden 

über Nacht (ÜN) bei 37oC geschüttelt. 1,5 ml der ÜN-Kultur wurden in Eppendorf-

Reaktionsgefäßen pelletiert und das Pellet in 150 µl Lösung P1 resuspendiert. Die Bakterien 

wurden nach Zugabe von 150 µl Lösung P2 lysiert. SDS, chromosomale DNA und Proteine 

wurden durch Zugabe von 300 µl Lösung N3 ausgefällt und pelletiert (5 min, 14000 rpm in 

einer Eppendorfzentrifuge 5415C). Der Überstand wurde auf Qiagen-Kit Säulchen überführt, 

wo die Plasmid-DNA an die Säulchenmatrix bindet. Nach Zentrifugation (1 min, 14000 rpm) 

wurde die DNA mit 400 µl Waschpuffer gewaschen und in 100 µl destilliertem Wasser eluiert 

(1 min, 14000 rpm).  

 

LB-Medium: 10 g Bacto-Trypton 

5 g Hefe-Extrakt 

8 g Natriumchlorid  

pro Liter (l) Wasser 

 

LB-Agar-Platten: LB-Medium mit 18g Bacto-Agar pro Liter Medium 

 

Lösung P1: 25 mM Tris/HCl   Lösung P2: 0,2 M NaOH 

10 mM EDTA, pH 8,0    1% (w/v) SDS 

100 µg/ml RNase A) 

 

Lösung N3: 3 M KAc, pH 4,8 

 

Um größere Mengen Plasmid-DNA aus Bakterien (Maxi-Präparation) zu isolieren, wurde der 

Nucleobond AX 500 Maxi Prep Kit verwendet. 400 ml LB-Medium wurden mit ca. 100 µl 
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Bakterien einer Vorkultur angeimpft und ÜN bei 37oC inkubiert. Die Bakterien wurden bei 

6000 rpm für 15 min in einer Sorvall RC 5C Plus-Zentrifuge (GS3-Rotor) pelletiert und in 12 

ml Lösung S1 resuspendiert und anschließend in 12 ml Lösung S2 lysiert. Nach Zugabe von 

12 ml Lösung S3 und 10 minütiger Inkubation auf Eis zur Ausfällung von SDS, 

chromosomale DNA und Proteinen wurde das Gemisch durch ein Filterpapier auf die 

äquilibrierte Säule (5 ml N2) geladen. Es folgten zwei Waschschritte mit jeweils 12 ml Puffer 

N3. Nach Elution der DNA mit zweimal 6 ml Puffer N5, wurde die DNA mit je 4,2 ml 

Isopropanol gefällt und 30 min bei 11000 rpm bei 4oC zentrifugiert (Sorvall-Zentrifuge, 

SM24-Rotor). Das Pellet wurde mit 70%igem Ethanol gewaschen und luftgetrocknet. Die 

trockene DNA wurde in 100 µl Tris/EDTA (TE)-Puffer gelöst. 

 

TE-Puffer: 10 mM Tris/HCl 

1 mM EDTA, pH 8,0 

 

III.2.1.A.2 Isolierung von BAC-DNA 

 

Aufgrund der Größe der BAC-DNA (230 kb) wurden während des Isolationsvorganges 

größere Scherkräfte durch Schütteln vermieden.  

 

Für eine BAC-DNA-Minipräparation wurden 10 ml LB-Medium in 15 ml-Falcon-Röhrchen 

mit einer Bakterienkolonie angeimpft und ÜN bei 37oC im Schüttler inkubiert. Die 

gewachsene Bakterienkultur wurde bei 3500 rpm in einer Heraeus-Zentrifuge (Varifuge 

3.OR) für 5 min zentrifugiert und das Pellet anschließend in 200 µl Lösung I plus RNase A 

(100µg/ml) resuspendiert. Die Bakteriensuspension wurde in Eppendorf-Reaktionsgefäße 

überführt und 300 µl Lösung II zur alkalischen Lyse zugegeben. SDS, chromosomale DNA 

und Proteine wurden durch Zugabe von 300 µl Lösung III und Inkubation für 10 min auf Eis 

ausgefällt. Nach Zentrifugation in der Eppendorfzentrifuge (10 min, 14000 rpm, 4 oC), wurde 

der Überstand mit 1 ml Phenol/Chloroform (1:1) extrahiert und für weitere 5 min 

zentrifugiert. Die DNA in der wässrigen Phase wurde anschließend mit 1 ml Isopropanol 

gefällt und 15 min bei 14000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde mit Ethanol (70%) 

gewaschen, luftgetrocknet und in 100 µl TE-Puffer gelöst. 
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Lösung I: 50 mM Glucose   Lösung II: 0,2 M NaOH 

25 mM Tris/HCl     1% (w/v) SDS 

10 mM EDTA, pH 8,0 

plus RNase A (100 µg/ml) 

 

Lösung III: 3 M KAc, pH 4,8 

 

Die Isolierung von BAC-DNA in größeren Mengen wurde mit Hilfe des Nucleobond-Kits AX 

500 durchgeführt. 400 ml LB-Medium wurden mit ca. 100 µl Bakterien einer Vorkultur 

angeimpft und ÜN bei 37oC inkubiert. Die Bakterien werden bei 6000 rpm für 15 min in einer 

Sorvall RC 5C Plus-Zentrifuge (GS3-Rotor) pelletiert. Das weitere Protokoll entspricht dem 

der Aufreinigung von normaler Plasmid-DNA, ausgenommen die Verwendung von größeren 

Mengen an Puffer und nochmaligen Ladens des ersten Eluates auf die Säule. Die eluierte 

DNA wurde mit Isopropanol gefällt, in 70%igem Ethanol gewaschen und luftgetrocknet. Die 

trockene DNA wurde in 100 µl TE-Puffer gelöst. 

 

III.2.1.A.3 Isolierung viraler DNA aus Zellen 

 

Zellen wurden mit einer Multiplicity of Infection (MOI) von 0,1 infiziert, d.h. auf 10 Zellen 

kommt ein infektiöses Viruspartikel. Zeigten 90% der Zellen einen zytopatischen Effekt 

wurde der Überstand abgenommen und die verbleibenden Zellen mit Trypsin abgelöst. Die 

Zellen wurden pelletiert (5 min, 1500 rpm, 4oC, Heraeus-Zentrifuge) und einmal mit DMEM 

Medium plus Serum gewaschen. Das Pellet wird in 250 µl 2x Lysispuffer resuspendiert. Die 

Zellen wurden in ein 1,5 ml Eppendorf-Röhrchen überführt und mit 250 µl 1% (w/v) SDS und 

20 µl Proteinase K (20 mg/ml) gemischt. Nach ÜN-Inkubation bei 56oC, wurde die DNA 

zweimal mit 600 µl Phenol/Chloroform extrahiert und die obere Phase mit 1/10 Volumen 

(Vol.). Natriumacetat (3 M) und 0,8 Vol. Isopropanol gefällt (10 min, 14000 rpm, 4oC, 

Eppendorf-Tischzentrifuge). Das Pellet wurde in 70%igem Ethanol gewaschen, luftgetrocknet 

und in 100 µl TE-Puffer gelöst. 

 

2x Lysispuffer: 100 mM Tris/HCl 

20 mM EDTA, pH 8,0 
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III.2.1.A.4 Isolierung von MCMV-DNA aus Virionen 

 

Für die Isolierung von MCMV-DNA aus Virionen wurde ein Sucrose-gereinigter Virusstock 

verwendet (Aufreinigung siehe II.2.2.J). 100 µl der gereinigten Virussuspension wurde mit 50 

µl 1% (w/v) SDS und 6 µl Proteinase K (20 mg/ml) gemischt und bei 56oC für 3 Stunden 

inkubiert. Dabei werden die Strukturproteine des Virions abgebaut und die lineare virale DNA 

freigesetzt. Nach Extraktion mit Phenol/Chloroform, wurde die DNA mit 1/10 Vol. 

Natriumacetat (3 M) und 2 Vol. Ethanol gefällt, in 70%igem Ethanol gewaschen und in 50 µl 

TE-Puffer gelöst. 

 

III.2.1.A.5 Konzentrierung und Konzentrationsbestimmung von DNA 

 

Um die DNA-Konzentration zu erhöhen, wurde DNA mit Hilfe von Natriumacetat 

(Endkonzentration 300 mM) und zwei Volumen Ethanol bei –20oC für 30 min gefällt. Das 

Präzipitat wurde für 20 min bei 14000 rpm und 4oC zentrifugiert, mit Ethanol (70%) 

gewaschen, luftgetrocknet und in gewünschter Menge an TE-Puffer oder destilliertem Wasser 

gelöst. 

Die DNA-Konzentration wurde bei einer Wellenlänge von 260 nm im Spektralphotometer 

(Beckmann) bestimmt. Der Absorptionskoeffizient 260 nm zu 280 nm gibt die Reinheit der 

gemessenen DNA wieder. Idealerweise liegt dieser Koeffizient zwischen 1,8 und 1,95. 

 

III.2.1.B Klonierung von Plasmiden 
 

III.2.1.B.1 Verdau von DNA mit Restriktionsenzymen 
 

Es wurden jeweils 1 µg DNA (Vektor oder Insert) in einem Gesamtvolumen von 50 µl mit 5-

10 Units Enzymaktivität verdaut. Die DNA wurde in 1/10 Volumen des vom Hersteller 

mitgelieferten 10x Restriktionspuffers bei der für das jeweilige Enzym optimalen Temperatur 

für 1-2 Stunden inkubiert.  

Um die Religation der geschnittenen Plasmide zu verhindern, wurden mit Hilfe der 

alkalischen Phosphatase (SAP, shrimp alkaline phosphatase) die 5´-terminalen 

Phosphatgruppen an den DNA-Enden entfernt. Den Proben wurden mindestens 10000 Units 

SAP zugegeben und 1 Stunde bei 37oC inkubiert. Die SAP wurde anschließend bei 75oC für 

20 min inaktiviert. 
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III.2.1.B.2 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 

 

Nach erfolgter enzymatischer Spaltung wurden DNA-Fragmente in einem 0,6% bis 1%igen 

TAE-Agarosegel in TAE-Puffer elektrophoretisch aufgetrennt und mit Ethidumbromid 

gefärbt. Unter UV-Licht wurden die gewünschten Banden aus dem Gel ausgeschnitten und 

die DNA mit dem GFXTM Purification Kit (Pharmacia) aufgereinigt. 
 

1x TAE-Puffer: 40 mM Tris/HCl 

1mM EDTA 

20 mM Eisessig, pH 7,8 

 

III.2.1.B.3 Ligation 

 

Aufgereinigte DNA wurde im molaren Verhältnis von 1:3 zwischen Vektor und Insert in 

einem Volumen von 20 µl zur Ligation eingesetzt. Dem Reaktionsansatz wurden 1 Unit T4-

DNA-Ligase und 2 µl des mitgelieferten 10x Inkubationspuffers zugesetzt. Die Ligation 

erfolgte entweder 3 Stunden bei RT oder bei 16oC ÜN.  

 

III.2.1.B.4 Oligonukleotide: Zusammenführung zum Doppelstrang und Klonierung in 
Plasmide 

 

Komplementäre einzelsträngige Oligonukleotide mit gewünschten Schnittstellen und 

Überhängen, die für eine Restriktionsenzymsschnittstelle kodieren, müssen zum Doppelstrang 

zusammengeführt werden, bevor sie in Plasmide ligiert werden können. 10 µg von jedem 

Oligonukleotid werden mit 10 µl Tris/HCl, pH 8,0 (1 M) und 1 µl MgCl2 (1 M) mit Wasser 

auf ein Endvolumen von 100 µl aufgefüllt. Die DNA wird für 5 min bei 100oC denaturiert 

und danach bei RT abgekühlt. 1 µl der 100 µl doppelsträngiges Oligonukleotid, 1 µl einer 

1:10 Verdünnung und 1 µl einer 1:100 Verdünnung werden zur Ligation mit 50-100 ng 

verdautem Plasmidvektor eingesetzt.  
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III.2.1.B.5 Herstellung elektrokompetenter Bakterien   

 

Für die Herstellung elektrokompetenter Bakterien (DH10B (Life Technologies, Deutschland), 

DH5α (Life Technologies, Deutschland),  oder CBTS (Kempkes et al., 1995) wurden 400 ml 

LB-Medium mit 5 ml einer ÜN-Vorkultur angeimpft und bei 37oC im Inkubator geschüttelt. 

Bei einer OD600 (optischen Dichte bei 600 nm) von 0,5 bis 0,6 (nach 3-5 Stunden Inkubation) 

wurden die Bakterien bei 6000 rpm, 4oC für 15 min pelletiert. Alle weiteren Schritte werden 

auf Eis durchgeführt. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in eisgekühltem Wasser 

resuspendiert und erneut zentrifugiert. Dieser Schritt wurde noch zweimal wiederholt und 

zuletzt wurde das Pellet in 10 ml 15%igem Glycerin resuspendiert, in ein 15 ml-Falcon 

überführt und 10 min bei 3500 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das 

Pellet in 500 µl bis 900 µl 10%igem Glycerin resuspendiert. Aliquots von 50 µl wurden in 

Eppendorf-Röhrchen pipettiert, sofort in flüssigem Stickstoff eingefroren und bei –80oC 

gelagert.  

 

III.2.1.B.6 Transformation von elektrokompetenten Bakterien 

 

Ligationsansätze, PCR-Ansätze oder Plasmidpräparationen wurden vor der Elektroporation, 

zur Verringerung des Salzgehaltes, für 30 min auf einer 200 µm Filtermembran gegen 1x TE-

Puffer dialysiert. 1 µl des dialysierten Ligationsansatzes oder sonstige zu transformierende 

DNA wurde zu einem 50 µl-Aliquot elektrokompetenter Bakterien gegeben. Das Bakterien-

DNA-Gemisch wurde in eine eisgekühlte Elektroporations-Küvette (0,2 µm Durchmesser) 

pipettiert und bei 2,5 kV, 400 Ω und 25 mF elektroporiert (Gene Pulser, Perkin Elmer). Die 

Elektroporation von BAC-DNA erfolgte bei 200 Ω. Den transformierten Bakterien wurde 1 

ml LB-Medium zugegeben und sie wurden für eine Stunde bei 37oC geschüttelt. 100 µl der 

Kultur wurde dann auf Agarplatten mit entsprechenden Antibiotika zur Selektion 

ausgestrichen. 

 

III.2.1.B.7 Herstellung von Glycerinstammkulturen 

 

Langzeit-Bakterienstammkulturen wurden in Glycerin angelegt. Dafür wurden 900 µl einer 

ÜN-Bakterienkultur mit 900 µl 50%igem Glycerin gemischt und bei –80oC eingefroren und 

gelagert. 
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III.2.1.C 
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Methoden zur DNA-Analyse 

 

III.2.1.C.1 Gelelektrophorese 

 

DNA, die mit Restriktionsenzymen gespalten wurde, wurde zur Analyse oder Aufreinigung in 

horizontalen Agarosegelen nach Fragmentgröße aufgetrennt. Die gespaltene DNA wurde vor 

dem Auftragen auf das Gel mit 1/10 Vol. Ladepuffer gemischt. TAE-Agarosegele waren in 

der Regel 0,6% bis 1%ig, während TBE-Agarosegele für die Auftrennung von BAC-DNA 

0,8%ig waren. Die Agarose wurde aufgekocht und nach dem Abkühlen auf Handwärme 

wurde den TBE-Gelen Ethidiumbromid zugegeben. Als Laufpuffer wurden 1x TAE, 

respektive 0,5x TBE, verwendet. Die Auftrennung erfolgte bei einer Spannung von 80 bis 130 

mV für 1 bis 2 Stunden im Falle der kleinen TAE-Gele. Zur Auftrennung der BAC-DNA-

Fragmente liefen die großen TBE-Gele bei 70 mV für 14 Stunden. 

 

DNA-Ladepuffer: 15 % (v/v) Ficoll 400 

0,25 % (w/v) Bromphenolblau  

 

1x TAE-Puffer: 40 mM Tris/HCl 

1 mM EDTA 

20 mM Eisessig, pH 7,8 

 

0,5x TBE-Puffer: 90 mM Tris 

90 mM Borsäure 

1 mM EDTA pH 8,0 

 

III.2.1.C.2 Southern Blot 

 

Zum Nachweis von spezifischen DNA-Sequenzen wurde das DNA-Fragmentgemisch auf 

einem Agarosegel aufgetrennt, auf eine Nylonmembran transferiert und mit einer Digoxigenin 

(DIG)-markierten Sonde hybridisiert. Das anti-DIG-Alkalische Phosphatase (AP) Konjugat 

bindet an die spezifisch gebundene DIG-Sonde. Die enzymatische Dephosphorylierung des 

Substrates CSPD durch die alkalische Phosphatase führt zur Emission von Licht, welches 
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photochemisch nachgewiesen werden kann. Für die Markierung der Sonde und den Nachweis 

wurde der DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit II von Roche verwendet.  

 

III.2.1.C.2.1 Transfer der DNA auf die Nylonmembran 

 

Das Agarosegel mit der zu transferierenden DNA wird vor dem Transfer 10 min in 0,25 M 

HCl inkubiert, dann 45 min in Denaturierungspuffer gelegt und anschließend in 

Neutralisationspuffer erst 30 min, dann nochmals 15 min inkubiert. Zwischen den Schritten 

wurde das Gel kurz mit Wasser abgespült. Der Transfer der DNA aus der Agarose auf die 

Nylonmembran erfolgte mit 20x SSC-Puffer. Nach dem Transfer ÜN wurde die Membran 

getrocknet und die DNA mit Hilfe von UV-Licht (1 min bei 180 Joules) auf der Membran 

fixiert.  

 

Denaturierungspuffer:  0,5 M NaOH 

1,5 M NaCl 

 

Neutralisationspuffer:  1 M Tris/HCl 

1,5 M NaCl 

pH 7,4 

 

20x SSC-Puffer:   0,3 M Natriumcitrat 

3 M NaCl 

pH 7,0 

 

III.2.1.C.2.2 Markierung der Sonde mit DIG-dUTP 

 

Die Markierung der DNA erfolgt mit Hilfe von Random-Primer, die an die denaturierte, zu 

markierende DNA binden und durch die Klenow-Polymerase verlängert werden. Das 

Desoxyribonukleotidgemisch zur Synthese des komplementären DNA-Stranges enthält neben 

dATP, dGTP und dCTP, das DIG-markierte-dUTP. Es wurde jeweils 1 µg des zu 

markierenden DNA-Fragmentes in die Markierungsreaktion eingesetzt. Die DNA wurde für 

10 min bei 95oC denaturiert und sofort auf Eis gestellt. Anschließend wurde von dem DIG-

High Prime-Gemisch zugegeben und das Markierungs-Gemisch bei 37oC ÜN inkubiert. Die 
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Reaktion wurde mit 0,2 M EDTA (pH 8,0) gestoppt. Überflüssige Oligonukleotide, dNTPs 

und Enzyme wurden durch Ausschlusschromatographie mit einer 

ProbeQuantG50MicroColumn (Pharmacia) entfernt.  

 

III.2.1.C.2.3 Hybridisierung und photochemischer Nachweis 

 

Vor der eigentlichen Hybridisierung mit der Sonde, wurde die Membran mit DIG Easy Hyb 

(Roche) für 30 min bei 45oC vorhybridisiert. Die DIG-markierte Sonde wurde vor der 

Hybridisierung 5 min bei 95oC gekocht und in Eiswasser abgekühlt. Die 1 µg denaturierte 

Sonde werden zu 25 ml DIG Easy Hyb pipettiert und mit der Nylonmembran ÜN bei 45oC 

inkubiert. Nach der Hybridisierung wurde die Membran zweimal für 5 min mit 2x SSC/0,1% 

(w/v) SDS bei 45oC gewaschen und 2x für 15 min mit 0,5x SSC/0,1% (w/v) SDS bei 68oC. 

 

Zum photochemischen Nachweis wurde die Membran 5 min im Waschpuffer bei RT 

äquilibriert und 30 min in Blocking-Puffer inkubiert. Die Bindung des AP-gekoppelten 

Antikörpers an die DIG-Sonde erfolgte in 20 ml Blocking-Puffer mit 75 mU/ml anti-DIG-AP, 

worin die Membran 30 min bei RT inkubiert wurde. Nach zweimaligem Waschen (je 15 min) 

in Waschpuffer, wurde die Membran in Detektions-Puffer für 5 min inkubiert. Die Membran 

wurde anschließend mit dem Substrat CSPD für 5 min bei RT bedeckt und nachdem die 

überflüssige Flüssigkeit entfernt wurde, für weitere 15 min bei 37oC inkubiert. Schließlich 

wurde ein Kodak Biomax-Light Film für 5 bis 10 min exponiert. 

 

Waschpuffer:  0,1 M Maleinsäure  

0,15 M NaCl 

0,3% (v/v) Tween 20, pH 7,5 

Blocking-Puffer: 1% (w/v) Blocking-Reagenz 

0,1 M Maleinsäure 

0,15 M NaCl 

pH 7,5 

 

Detektions-Puffer: 0,1 M Tris/HCl 

0,1 M NaCl 

pH 9,5 
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III.2.1.D Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 

 

Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten wurde die PCR in der Regel in einem 100-µl-

Reaktionsansatz mit dem Thermocycler T 2400 von Perkin Elmer durchgeführt. 

 

Die Mengen an eingesetzten Reagenzien sahen in der Regel folgendermaßen aus: 

 

50 ng bis 500 ng   Matrizen-DNA (Template) 

je 100 pmol   Oligonukleotide (Primer) 

je 200 µM   dATP, dGTP, dCTP, dTTP 

10 µl     AmpliTaq Gold Reaktionspuffer  

1 Unit    AmpliTaq Gold DNA-Polymerase  

 

Die PCR-Bedingungen waren: 

 

- einmalige Denaturierung für 5 min bei 95oC 

- 28 bis 35 sich wiederholende Zyklen mit:  

 30 sek. bei 94oC 

 1 min bei der Hybridisierungstemperatur (Annealing) von 55oC oder 

62oC 

 2 min Elongationszeit bei 72oC 

- abschließende Elongation für 8 min bei 72oC 

 

III.2.1.E Mutagenese von MCMV-BAC Plasmiden in E. coli Bakterien 

 

In einem ersten Schritt wurden Plasmide hergestellt, welche sowohl die einzubringende 

Mutation, als auch die Kanamycin-Resistenzkassette flankiert mit FRT-Sequenzen und 

homologe Sequenzen zu der Stelle tragen, an der die Veränderung vorgenommen werden soll. 

Für die Mutagenese wurde ein lineares Fragment, welches die entsprechenden Sequenzen 

enthält, aus den jeweiligen Plasmiden ausgeschnitten, aufgereinigt (siehe II.2.1.B.2), gefällt 

(siehe II.2.1.A.5) und in einem kleinen Volumen Wasser (10 µl) aufgenommen. Die linearen 

Fragmente wurden anschließend in Rekombinations-kompetente Bakterien (II.2.1.E.1) 

elektroporiert, die das MCMV-BAC Plasmid pSM3fr tragen.  
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III.2.1.E.1 Herstellung elektrokompetenter und Arabinose-induzierter DH10B-Bakterien 

 

Bakterien des Stammes DH10B (Life Technologies, Deutschland), welche sowohl das zu 

mutierende pSM3fr MCMV-BAC-Plasmid, als auch das Plasmid pBADαβγ tragen, wurden 

zum Animpfen von 5 ml LB-Medium mit 25 µg/ml Chloramphenicol und 100 µg/ml 

Ampicillin verwendet. Das Plasmid pBADαβγ trägt eine Ampicillin-Resistenzkassette und 

kodiert für die Gene der Rekombationsproteine Redα, Redβ und Redγ, deren Expression 

durch Zugabe von Arabinose induziert werden kann (Zhang et al., 1998). Die Vorkultur 

wurde ÜN bei 37oC inkubiert. 200 ml LB-Medium mit ebenfalls 25 µg/ml Chloramphenicol 

und 100 µg/ml Ampicillin wurden am nächsten Tag mit 2 ml der ÜN-Kultur angeimpft und 

weiter bei 37oC geschüttelt, bis eine OD600 von 0,15 bis 0,18 erreicht war. Dann wurden der 

Bakterienkultur 2 ml einer frisch hergestellten Arabinoselösung (10% (w/v) Arabinose in LB-

Medium) zugegeben und weitere 30 min bei 37oC inkubiert. Die OD600 sollte zu diesem 

Zeitpunkt zwischen 0,25 und 0,35 liegen. 

Bei der Herstellung Arabinose-induzierter Rekombinations-kompetenter Bakterien muss 

darauf geachtet werden, dass alle Materialien und Lösungen auf unter 0oC vorgekühlt werden. 

Die Bakterienkultur mit einer OD600 von 0,25 wurde dann für 15 min auf Eis gestellt und in 

einer vorgekühlten Sorvall-Zentrifuge (SLA-1500-Rotor) für 10 min bei 6000 rpm pelletiert. 

Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 10%iger Glycerin-Lösung resuspendiert, 

der Zentrifugenbecher mit 10%igem Glycerin aufgefüllt und erneut zentrifugiert. Nachdem 

dieser Schritt noch zweimal wiederholt wurde, wurde mit einem Papiertuch der 

Zentrifugenbecherrand abgewischt, d.h. die dort vorhandene Glycerinlösung entfernt, und das 

Pellet in der im Becher verbliebenen Glycerinlösung resuspendiert. 60-µl-Aliquots 

elektrokompetenter Bakterien wurden in Eppendorfröhrchen pipettiert, sofort in flüssigem 

Stickstoff eingefroren und bei –80oC gelagert. 

 

III.2.1.E.2 Transformation linearer Fragmente in Rekombinations-kompetente Bakterien 

 

Jeweils 5 µl der aufkonzentrierten linearen Fragmente, welche sowohl die einzubringende 

Mutation als auch die Kanamycin-Resistenzkassette flankiert mit FRT-Sequenzen und 

homologe Sequenzen zu der Stelle tragen, die mutagenisiert werden soll, wurde zu einem 

Aliquot (60 µl) Arabinose-induzierter elektrokompetenter Bakterien, die das MCMV-BAC-

Plasmid enthalten, pipettiert und bei 2,5 kV, 200 Ω, und 25 mF elektroporiert (GenePulser, 
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Perkin Elmer). Es wurde unverzüglich 1 ml LB-Medium zugegeben und die transformierten 

Bakterien für 1,5 Std. bei 37oC geschüttelt, bevor der gesamte Transformationsansatz auf LB-

Agarplatten (mit 25 µg/ml Chloramphenicol und 25 µg/ml Kanamycin) ausgestrichen wurde. 

Bakterien, in denen homologe Rekombination zwischen dem BAC-Plasmid pSM3fr und dem 

linearen Fragment mit Hilfe der in den Bakterien vorhandenen Arabinose-induzierten 

Rekombinationsproteine stattfand, bildeten ÜN bei 37oC sichtbare Kolonien. 

 

III.2.1.E.3 Entfernung des mit FRT-Sequenzen flankierten Kanamycin-Selektionsmarkers 

 

Nach erfolgreicher Mutation der BAC-Plasmide wurde die als Selektionsmarker gewählte und 

eingebrachte Kanamycin-Resistenzkassette mit Hilfe der flankierenden FRT-Sequenzen aus 

den BAC-Plasmiden entfernt. Die DH10B-Bakterien, welche das mutante MCMV-BAC-

Plasmid tragen, wurden hierfür mit dem Plasmid pCP20, welches für die FLP-Rekombinase 

kodiert, transformiert. Die transformierten Bakterien wurden 1 Stunde bei 30oC geschüttelt 

und 100 µl des Transformationsansatzes wurden auf LB-Agar-Platten mit Chloramphenicol 

(25 µg/ml) und Ampicillin (100 µg/ml) ausgestrichen. Nach ÜN-Inkubation bei 30oC wurden 

10 Bakterienkolonien erneut auf LB-Agarplatten mit Chloramphenicol ausgestrichen und bei 

43oC inkubiert (Verlust des pCP20-Plasmides). Zuletzt wurden ca. 50 Kolonien auf LB-

Agarplatten mit Kanamycin und parallel auf LB-Agarplatten mit Chloramphenicol umgepickt 

und bei 37oC auf Sensitivität gegen Kanamycin getestet. 

 
 

III.2.2 ZELLKULTUR 
 

III.2.2.A Kultivierung von NIH3T3, M2-10B4 und MEF-Zellen 
 

Die Zelllinie NIH3T3, M2-10B4 und MEF Zellen wurde in supplementiertem DMEM 

(Dulbecco´s modified Eagle Medium) kultiviert. Die Zellen wurden alle 3 Tage 1:3 bis 1:5 

umgesetzt, indem sie mit PBS gewaschen und mit Trypsin/EDTA abgelöst wurden. Die 

Zellen wurden dann in Kulturmedium aufgenommen und auf 10-cm-Zellkulturschalen 

ausgesät. Die Zellen werden in einem Brutschrank (Heraeus) mit 5% CO2, 95% relativer 

Luftfeuchtigkeit und 37oC kultiviert. 
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DMEM supplementiert: 3% (v/v) NCS (für NIH3T3 Zellen), 5% (v/v) FCS (für M2-

10B4 und MEF Zellen), Seren wurde für 30 min bei 56oC 

hitzeinaktiviert 

0,3 mg/ml L-Glutamin 

10 IU/ml Penicillin und 10 IU/ml Streptomycin in DMEM 

III.2.2.B FDCP-Mix Zellkultur 

 

Die FDCP-Mix Zelllinie A4 (Spooncer et al., 1984; Spooncer et al., 1986) wurde in IMDM 

mit einer Osmolarität von 310 bis 320 Milliosmol/kg, 20% (v/v) vorgetestetem Pferdeserum 

(HS) und mit 20% (v/v) murinem Interleukin-3 (mIL-3) konditioniertem Medium (KM) 

kultiviert. Dies entspricht einer IL-3 Endkonzentration von 150 U/ml im Medium. Zellen 

wurden in einer Dichte zwischen 6 x 104 und 106 pro ml gehalten. Die Zellzahlen wurde mit 

Hilfe einer Neubauer Zählkammer bestimmt, tote Zellen wurden dabei durch Färbung mit 

Trypanblau ausgeschlossen. Die Zellen wurden bei 37oC, 5% CO2 und 95% relativer 

Luftfeuchtigkeit in einem BB6220 Inkubator (Heraeus, Deutschland) gehalten. 

 

FDCP-Mix Proliferationsmedium:  20% (v/v) vorgetestetes HS 

20% (v/v) mIL-3 KM (entspricht einer Endkonzentration 

von 150 U/ml IL-3) 

in IMDM 

 

III.2.2.C Auftauen von Zellen 

 

Die Zellen wurden im 37oC-Wasserbad schnell aufgetaut und 10 ml Zelltyp-spezifisches 

Medium wurde langsam über 10 min zugetropft. Die Zellen wurden 10 min bei RT stehen 

gelassen, anschließend zentrifugiert (Heraeus-Zentrifuge, 5 min, 1200 rpm, RT) und in 

entsprechendem Medium in Kultur genommen. 

 

III.2.2.D Abtrennung toter Zellen durch Dichtegradientenzentrifugation 

 

Tote FDCP-Mix-Zellen wurden über einen Ficoll-Dichtegradienten entfernt. Die Zellen 

wurden dazu in Medium über Ficoll Nycoprep für mononukleäre Zellen (Dichte 1,077) 

geschichtet und 20 min bei 400 x g zentrifugiert. Lebende Zellen wurden mit einer Pipette aus 
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der Phasengrenzschicht in IMDM mit Zytokinen und Serum übertragen, zentrifugiert (6 min, 

1200 rpm, 20oC, Heraeus-Zentrifuge), in frischem Medium resuspendiert und weiterkultiviert. 

 

III.2.2.E Einfrieren von Zellen 

 

Adhärente Zellen (NIH3T3, MEF, M10-B4) wurden von den Zellkulturschalen mit 

Trypsin/EDTA abgelöst, in Medium mit Serum gewaschen (5 min, 1200 rpm, Heraeus-

Zentrifuge) und das Pellet in Einfriermedium aufgenommen. Die Zellen wurden schrittweise 

ÜN in Cryo 1oC Freezing Container (Nalgene, Deutschland) auf –80oC heruntergekühlt und in 

flüssigem Stickstoff gelagert. 

 

Einfriermedium für Fibroblasten: 10% (v/v) DMSO 

50% (v/v) DMEM 

40% (v/v) FCS oder NCS 

 

Suspensionszellen (FDCP-Mix-Zellen) wurden abzentrifugiert und in Pferdeserum mit 10% 

(v/v) DMSO in einer Dichte von 106 bis 5 x 106 /ml schrittweise ÜN in Cryo 1oC Freezing 

Container (Nalgene, Deutschland) auf –80oC heruntergekühlt und in flüssigem Stickstoff 

gelagert. 

 

Einfriermedium für FDCP-Mix-Zellen: 90% (v/v) HS 

      10% (v/v) DMSO 

 

III.2.2.F Herstellung von konditionierten Medien  

 

Zur Herstellung von mit mIL-4 und mGM-CSF konditionierten Medien wurden die Zelllinien 

1F5 für die Produktion von mGM-CSF (Schroeder et al., 2000) und X63Ag8-653-IL-4 für die 

Produktion von mIL-4 (Egger et al., 1995) verwendet. Die Zellen wurden wie oben 

beschrieben aufgetaut und in supplementiertem RPMI 1640 Medium (1F5 Zellen), bzw. in 

supplementiertem IMDM (X63Ag8-653-IL-4) kultiviert. 48 Stunden nach dem Auftauen 

wurde den Zellen 0,5 mg/ml, bzw. 1 mg/ml G418 zugegeben und die Zellen auf eine Dichte 

von 1 bis 2 x 105 eingestellt. Daraufhin wurden die Zellen auf total 5 x 108 Zellen expandiert. 

Die 5 x 108 Zellen wurden in Medium ohne G418 gewaschen und resuspendiert. Die Zellen 
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wurden mit einer Dichte von 5 x 105 Zellen/ml ausgesät und für zwei weitere Tage kultiviert. 

Zum Ernten des mGM-CSF-haltigen und mIL-4-haltigen Überstandes wurden die Zellen 

abzentrifugiert (10 min bei 3200 rpm, Heraeus-Zentrifuge) und der Überstand durch einen 

0,45 µm Filter filtriert. Das Filtrat wurde in 40 ml Aliquots aufgeteilt und bei –20oC gelagert. 

Proliferationsmedium für 1F5 Zellen:   

5% (v/v) FCS 

2 mM Glutamin 

79,6 mg/ml nicht-essentielle Aminosäuren  

50 µM 2-Mercaptoethanol 

(0,5 mg/ml G418) 

in RPMI 1640 

 

Proliferationsmedium für X63Ag8-653-IL-4 Zellen:  

     15% (v/v) FCS 

     (1 mg/ml G418) 

     in IMDM 

 

Die Zytokinkonzentration in den konditionierten Medien wurde durch Messung der 

Zellproliferation (H3-Thymidineinbau) Zytokin-abhängiger Zelllinien bestimmt. GM-CSF 

abhängige Zellen (C2GM) (Hagenaars et al., 1991) wurden in IMDM plus 20% (v/v) HS und  

IL-4-abhängige Zellen (TS1-C3) (Hültner et al., 1989) in RPMI 1640 plus 10% (v/v) FCS und 

10 µM 2-Mercaptoethanol in 96-Lochplatten ausgesät (1,2 x 104 Zellen pro Loch). 

Verdünnungen des zu testenden konditionierten Mediums wurden in Triplikaten auf die 

ausgesäten Zellen pipettiert. Zur Berechnung der Zytokinkonzentration im Medium wurden 

bekannte Mengen (U/ml) an rekombinantem mGM-CSF, respektive rmIL-4 auf die Zytokin-

abhängigen Zellen pipettiert. Nach 2 Tagen, wurden 0,5 µCi H3-Thymidin pro Loch 

zugegeben und 24 Stunden danach wurden die Zellen auf UniFilterPlate-96 Filterplatten 

(Canberra-Packard, Deutschland) geerntet. Der H3-Thymidineinbau wurde mit einem Top-

Counter (Packard) nach Standardmethode gemessen. 

Proliferationsmedium für C2GM Zellen: 

    20% (v/v) HS 

20% (v/v)  IL-3 konditioniertes Medium (entspricht einer 

Endkonzentration von 150 U/ml IL-3) 

in IMDM 
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Proliferationsmedium für TS1-C3 Zellen: 

    10% (v/v) FCS 

    10 – 20 U/ml rmIL-4 

    10 µM 2-Mercaptoethanol 

    in RPMI 1640 

 

III.2.2.G Differenzierung der FDCP-Mix-Zellen in dendritische Zellen 

 

Die Differenzierung der FDCP-Mix-Zellen wurde durch einen Wechsel der Zytokine und des 

Serums im Medium induziert. Die Zellen wurden in IL-3-freiem Medium gewaschen und mit 

einer Dichte von 2 x 105 Zellen per ml in Dendriten-Differenzierungsmedium ausgesät. Es 

wurden jeweils 3 ml der Zellsuspension pro Loch einer 6-Lochplatte kultiviert. Nach 4 Tagen 

wurde 2 ml frisches Medium (mit 40% (v/v) GM-CSF KM und ohne rIL-3) zugefüttert und 

nach 7 Tagen wurden die Zellen 1:2 verdünnt. Ab Tag 8 wurde dem Medium zusätzlich 10% 

(v/v) mIL-4 KM (entspricht 500 U/ml IL-4) zugegeben. An Tag 9 wurden die entstandenen 

unreifen DCs erneut 1:2 verdünnt und ab Tag 11 für weiterführende Experimente verwendet. 

Um reife DCs zu erzeugen, wurde den unreifen DCs, 12 Tage nach Start der Differenzierung, 

für zwei weitere Tage LPS (1 µg/ml) ins Medium gegeben. 

 

 

Dendriten-Differenzierungsmedium:  20% (v/v) FCS 

20% (v/v) (entspricht einer Endkonzentration von 

500 U/ml GM-CSF) oder 40% (v/v) GM-CSF 

KM  

50 µM 2-Mercaptoethanol 

3 U/ml rmIL-3, bis Tag 2 der Differenzierung 

10% (v/v) mIL-4 KM, entspricht einer 

Endkonzentration von 500 U/ml IL-4, ab Tag 9 

der Differenzierung 

in IMDM 
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III.2.2.H Differenzierung von FDCP-Mix-Zellen in Makrophagen 

 

Die Differenzierung der FDCP-Mix-Zellen in Makrophagen wurde durch einen 

Mediumswechsel induziert. Die Zellen wurden in IL-3-freiem Medium gewaschen und mit 

einer Dichte von 1 x 105 Zellen per ml in Makrophagen-Differenzierungsmedium ausgesät. Es 

wurden jeweils 3 ml der Zellsuspension pro Loch einer 6-Lochplatte kultiviert. Ab Tag 2 

wurde frisches Medium ohne rmIL-3, dafür mit rmM-CSF (recombinant murine macrophage 

colony stimulating factor, 20 U/ml) und nur noch 50 U/ml rmGM-CSF gefüttert und die 

Zellen auf 1 x 105 Zellen/ml verdünnt. Die Zellen wurden weiterhin alle 2 Tage gefüttert, 

verdünnt und ab Tag 11 für weiterführende Experimente verwendet. 

 

Makrophagen-Differenzierungsmedium: 20% (v/v) FCS 

100 U/ml rmGM-CSF oder 50 U/ml rmGM-CSF 

2 U/ml rmIL-3, bis Tag 2 der Differenzierung 

20 U/ml rmM-CSF, ab Tag 2 der Differenzierung 

in IMDM 

 

III.2.2.I Transfektion eukaryontischer Zellen und Virus-Rekonstitution 

 

Für die Transfektion von MEF Zellen wurde das Superfect Transfection-Reagenz von Qiagen 

verwendet. Es wurden 2 µg Plasmid oder MCMV-BAC-DNA in TE-Puffer mit DMEM ohne 

Serum und Antibiotika auf ein Endvolumen von 100 µl aufgefüllt. Zu der DNA-Lösung 

wurden dann 10 µl SuperFect-Transfektionsreagenz gegeben, vorsichtig gemischt und für 10 

min bei RT inkubiert. Eine Zellkulturschale (mit einem Durchmesser von 6 cm), zu 60% mit 

MEF Zellen bewachsen, wurde in der Zwischenzeit mit 4 ml PBS gewaschen. Dem 

Transfektionsgemisch wurden schließlich 600 µl DMEM mit Serum und Antibiotika 

zugegeben und auf die Zellkulturschale übertragen. Nach Inkubation für 2 bis 3 Stunden im 

Brutschrank wurden die Zellen mit 4 ml PBS gewaschen und mit neuem supplementiertem 

DMEM bedeckt. 

Handelte es sich bei der transfizierten DNA um MCMV-BAC-Plasmide, wurden ca. 4 Tage 

nach der Transfektion Virusplaques sichtbar. Nach mehreren Tagen zeigte ein Großteil der 

Zellen einen zytopathischen Effekt und der Überstand wurde zur Infektion von M2-10B4 

Zellen und Herstellung eines größeren Virusstocks verwendet. 
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III.2.2.J Herstellung eines MCMV-Virusstocks 

 

Zur Vermehrung von Viren, wurden 15 bis 30 Zellkulturschalen (Durchmesser von 14,5 cm), 

zu 50% mit M2-10B4 Zellen bewachsen, mit einer MOI von 0,1 infiziert. Nach 4 bis 5 Tagen 

wurde der Überstand der infizierten Zellen geerntet und Zelltrümmer bei 6000 rpm für 20 min 

in einer Sorvall-Zentrifuge (GS3-Rotor) pelletiert. Der zellfreie Überstand wurde 3 Stunden 

bei 13000 rpm und 4oC erneut zentrifugiert (Sorvall-Zentrifuge, SLA-1500-Rotor). Das 

Viruspellet wurde in 4 ml DMEM resuspendiert und mit einem Downcer homogenisiert. Das 

Homogenat wurde vorsichtig auf ein 15%iges (w/v) Sucrosekissen (Sucrose in PBS) geladen 

und 1 Stunde bei 20000 rpm in einer Ultrazentrifuge (Beckmann L8-80M, SW28-Rotor) 

zentrifugiert. Das gereinigte Viruspellet wurde in 1 ml bis 2 ml 15%iger Sucrose in PBS 

resuspendiert, im Douncer homogenisiert und in 50-µl-Aliquots aufgeteilt. Die Aliquots 

wurden in flüssigem Stickstoff eingefroren und bei –80oC gelagert. 

 

III.2.2.K Standard Plaque Assay zur Bestimmung des Virustiters 

 

Zur Bestimmung des Virustiters wurden MEF Zellen in 48-Lochplatten ausgesät. Sobald die 

Zellen konfluent waren, wurden sie mit Verdünnungen (10-3 bis 10-8 in DMEM) der zu 

titrierenden Virusstocks oder Zellkulturüberstande infiziert. Dafür wurde von den Zellen das 

Medium abgesaugt und jeweils 100 µl der Verdünnungen (jeweils im Triplikat) direkt auf die 

Zellen pipettiert. Zur Virusaufnahme wurden die Zellen eine Stunde im Brutschrank inkubiert 

und anschließend mit 500 µl Carboxymethylcellulose-Medium überschichtet. Nach 5 Tagen 

Inkubation wurden die entstandenen Plaques unter dem Mikroskop ausgezählt und der 

Virustiter berechnet. Der Virustiter wurde mit folgender Gleichung bestimmt: 

       

 

Virustiter (pfu/ml) =
ml) (0,1 rdegegeben wu Zellen die auf  welches,Verdünnungder Volumen 

Verdünnung x Plaques gezählte  
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Carboxymethylzellulose-Medium (500 ml): 

3,75 g Carboxymethylcellulose (Sigma) 

388 ml Wasser 

25 ml FCS 

50 ml 10x MEM 

0,3 mg/ml L-Glutamin 

2,5 ml Lösung an nicht-essentiellen Aminosäuren (Gibco) 

10 IU/ml Penicillin/ 10 IU/ml Streptomycin  

24,7 ml 7,5%ige NaHCO3-Lösung 

 

III.2.2.L Infektion der Zellen mit MCMV 

 

Zellen wurden entweder mit oder ohne zentrifugationsverstärkter Adhäsion der Viren 

infiziert. Ohne Zentrifugation wurde den Zellen die entsprechende Menge an Viruspartikeln 

ins Medium gegeben und für eine Stunde inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen 

dreimal mit PBS gewaschen und in frischem Medium weiterkultiviert.  

Für die zentrifugationsverstärkte Infektion wurden die Zellen in 6-Lochplatten gehalten. Die 

der angegebenen MOI entsprechenden Menge an MCMV-Suspension wurde dann pro Loch 

zugegeben und die Platten wurden 2 x 15 min bei 1500 rpm (Heraeus-Zentrifuge) 

zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurden die Zellen 3 Mal mit PBS gewaschen und in 

entsprechendem Medium kultiviert. 

 

III.2.3 HERSTELLUNG VON ZYTOSPIN-PRÄPARATEN 

 

Für die Herstellung von Zytospin-Präparaten von Suspensionszellen wurden jeweils 5 x 104 

Zellen durch Zentrifugation bei 800 rpm für 6 min mit einer Zytospin3 Zentrifuge (Shandon, 

England) auf Objektträger aufgebracht und anschließend an der Luft für mindestens 15 min 

getrocknet. 

 

III.2.4 IMMUNFLUORESZENZ 

 

Zum Nachweis und zur Lokalisation von Proteinen wurden Immunfluoreszenzfärbungen 

durchgeführt. Es wurden Zytospins von Suspensionszellen (5 x 104 Zellen pro Spin) 
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hergestellt, getrocknet und die Zellen in Methanol fixiert (10 min bei RT). Die fixierten 

Zellen wurden dann mit 0,2% (v/v) Triton X100 in PBS behandelt (10 min bei RT) und 

zweimal mit PBS gewaschen. Zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen wurden die 

Proben mit 10% (v/v) FCS in PBS (FCS/PBS) für 15 min bei RT inkubiert. Die Zytospins 

wurden anschließend 1 Stunde bei 37oC mit dem Erstantikörper (siehe II.1.2) (plus 3% (v/v) 

FCS) inkubiert. Nach 3 Waschschritten mit PBS wurde der Zweit-Antikörper 1:100 in 3% 

(v/v) FCS/PBS verdünnt zugegeben und bei 37oC im Dunkeln für 1 Stunde inkubiert. Die 

Zellen wurden anschließend 3 Mal in PBS gewaschen und mit Eindeckmedium (Dako, 

Deutschland) unter einem Glasplättchen eingebettet.  

Für Mikrophotographien mit einem Axiophot Mikroskop (Zeiss, Deutschland) wurden für alle 

Aufnahmen identische Belichtungszeiten und ein Objektiv mit 63facher Vergrößerung 

verwendet.  

 

III.2.5 ZYTOFLUOROMETRISCHE ANALYSE (FACS-ANALYSE) 

 

Zur Analyse der Expression von Oberflächenmolekülen auf Zellen wurden jeweils 5 x 104 bis 

106 Zellen pelletiert (10 min, 1000 rpm, Heraeus-Zentrifuge) und 5 min bei RT in 50 µl 5% 

(v/v) FCS/PBS mit Fc-Block (siehe II.1.2) (1:100) (Pharmingen) inkubiert. Die spezifischen, 

mit einem Fluoreszenzfarbstoff (FITC, PE oder APC) konjugierten Antikörper (siehe II.1.2) 

wurden anschließend in einer Verdünnung von 1:200 zugegeben und die Zellen für 20 min im 

Dunkeln gefärbt. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und in 2% (v/v) FCS/PBS mit 2 

µg/ml Propidiumiodid resuspendiert. Die Analyse der Proben wurde mit einem FACScalibur-

Durchflusszytometer (Becton Dickinson, USA) durchgeführt und die Ergebnisse mit der 

Software CellQuest (Becton Dickinson, USA) ausgewertet.  

 

III.2.6 β-LACTAMASE REPORTER-ASSAY 

 

Für den Nachweis der β-Lactamaseaktivität in Zellen, wurden die Zellen mit dem Substrat 

CCF2/AM beladen, welches von der β-Lactamase hydrolysiert werden kann. Die Hydrolyse 

des Substrates hat eine Änderung in der Fluoreszensemissionswellenlänge des Produktes zur 

Folge, d.h. das ungespaltene Substrat emittiert grüne Fluoreszenz, während das Spaltprodukt 

blau fluoresziert.  
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Die Zellen wurden mit rekombinantem MCMV infiziert (MOI = 0,5 bis 5), welches die β-

Lactamase exprimiert. Ein Tag nach Infektion wurde das Medium von den Zellen entfernt und 

1 ml Ladepuffer zugegeben. Die Zellen wurden in dem Substrat 1 Stunde bei RT inkubiert. 

Anschließend wurde der Ladepuffer entfernt und den Zellen frisches Medium zugegeben. Der 

Farbumschlag wurde unter dem UV-Mikroskop verfolgt und photografisch festgehalten 

 

Ladepuffer: 1 µM CCF2/AM 

1 mg/ml Pluronic-F127®

0,001% (v/v) Essigsäure 

in 1ml DMEM mit HEPES (25 mM) 

 

III.2.7 LYMPHOZYTEN-PROLIFERATIONS-ASSAY (MIXED LYMPHOCYTE REACTION, MLR) 

 

In vitro hergestellten dendritischen Zellen (DCs) wurde üblicherweise an Tag 11 nach Beginn 

der Differenzierung das Antigen KLH (keyhole limpet hemocyanin, 25 µg/ml) oder das 

Tetanus Toxin C-Fragment (TTC, 1 µg/ml) ins Medium zugegeben. 1 oder 2 Tage danach 

wurde der Assay angesetzt. Wurden infizierte dendritische Zellen in der MLR verwendet, so 

wurden diese für einen oder zwei weitere Tage mit MCMV-GFP infiziert und dann wurde der 

Assay erst angesetzt. Ebenso wurden dendritische Zellen für ein oder zwei Tage mit UV-

inaktiviertem GFP-MCMV behandelt, bevor die MLR angesetzt wurde. Für den Assay 

wurden die Zellen abzentrifugiert und mit RPMI 1640 supplementiert mit 10% (v/v) FCS, 1% 

(v/v) Penicillin/Streptomycin und 50 µM 2-Mercaptoethanol auf 7 x 105 Zellen pro ml 

eingestellt. Davon ausgehend wurden von den DCs Verdünnungen (1:10, 1:30 und 1:100) 

hergestellt, jeweils 100 µl pro 96-Loch ausgesät und für 20 min mit 20 Gy bestrahlt. Jeweils 2 

x 105 autologe (aus der B6D2F1 Maus) oder allogene (aus der BALB/c Maus) T-Zellen wurden 

pro 96er-Loch zu den Verdünnungen der DCs gegeben, sodass die Verhältnisse von T-Zellen 

zu dendritischen Zellen 3:1, 10:1, 30:1 und 100:1 waren. Als Positivkontrolle der T-

Zellproliferation, wurden T-Zellen mit PHA-M (4 µg/ml) und rhIL-2 (40 U/ml) inkubiert. T-

Zellen und DCs alleine dienten als Negativkontrollen. Von allen Verdünnungen und 

Kontrollen wurden Triplikate angesetzt. Nach 5 Tagen wurde den Zellen 1 µCi H3-Thymidin 

pro Well zugegeben und 18 Stunden später wurden die Zellen auf UniFilterPlate-96 

Filterplatten (Canberra-Packard, Deutschland) geerntet. Der H3-Thymidineinbau wurde mit 

einem Top-Counter (Packard) nach Standardmethode gemessen. 
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IV ERGEBNISSE 
 

IV.1 INFEKTION VON ZELLEN DES HÄMATOPOETISCHEN SYSTEMS MIT 
MCMV 

 

Um das Virus und seine Pathogenese besser verstehen zu lernen, ist es wichtig, infizierbare 

Zelltypen, in denen sich das Virus latent etablieren kann, zu identifizieren und zu 

charakterisieren. 

In dieser Arbeit wurde die murine hämatopoetische Stammzelllinie FDCP-Mix (Spooncer et 

al., 1984; Spooncer et al., 1986) verwendet, um die Frage zu prüfen, ob MCMV in 

hämatopoetische Vorläuferzellen eindringen und sich das virale Genom latent in den Zellen 

etablieren kann. FDCP-Mix-Zellen sind unreife, multipotente Vorläuferzellen, die die 

Stammzellmarker Sca-1 und CD34 auf ihrer Oberfläche exprimieren (Ford et al., 1992). 

Frühe Zellisolate sind fähig, die Hämatopoese in letal bestrahlten Mäusen zu rekonstituieren 

(Spooncer et al., 1984).  

Zur Untersuchung der Infizierbarkeit von undifferenzierten FDCP-Mix-Zellen mit MCMV 

wurden Strategien verfolgt, die unabhängig von der viralen Replikation und Genexpression 

sind, da - basierend auf den Kenntnissen von HCMV - keine oder nur schwache virale 

Genexpression in diesen Zellen erwartet wurde. Neben der Etablierung von DNA-

Nachweismethoden (PCR und Southern Blot) wurden MCMV-Mutanten hergestellt, deren 

Eindringen in Zellen auch dann nachgewiesen werden kann, wenn die Infektion nicht zur 

viralen Genexpression führt. Die MCMV-Genome wurden einerseits so verändert, dass die 

virale DNA optisch durch Bindung von GFP an die DNA in den Zellen lokalisiert werden 

kann. Zum anderen sollte das Viruskapsid mit GFP markiert werden, um den Eintritt der 

Viren in Zielzellen zu verfolgen. Für weitere Infektionsstudien wurden außerdem 

rekombinante Viren hergestellt, welche leicht nachweisbare Reportergene (GFP oder β-

Lactamase) exprimieren. 
 

IV.1.1 DAS LAC-OPERATOR-REPRESSOR SYSTEM ZUM NACHWEIS VIRALER DNA IM 

ZELLKERN 
 

Für den Nachweis viraler DNA in Zellen, die keine virale Genexpression erlauben, sollte das 

lac-Operator-Repressor System (Robinett et al., 1996) verwendet werden. Diese Methode 

erlaubt die in situ Lokalisierung von DNA-Sequenzen und basiert auf der Bindung von 

Sequenz-spezifischen DNA-Bindungs-Proteinen, wobei der lac-Repressor (lacI) mit großer 
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Affinität an die lac-Operatorsequenz (lacO) bindet. DNA, die lac-Operatorsequenzen enthält, 

kann somit optisch nach spezifischer Bindung von GFP-lac-Repressor-Fusionsproteinen 

(GFP-lacI) durch UV-Mikroskopie in Zellen nachgewiesen werden.  
 

IV.1.1.A Die lac-Operator-Repetitionssequenz ist im viralen Genom nicht stabil 
 

Durch homologe Rekombination in murinen Fibroblasten (NIH3T3) zwischen dem MCMV-

BAC-Plasmid pE1 (Angulo et al., 1998) und einem linearen Fragment aus pACYC-lacO 

(lacO-Fragment) (siehe III.1.4.B), welches die lac-Operator-Repetitionssequenzen (Robinett 

et al., 1996) und Homologien zu den MCMV-immediate early (ie) Regionen trägt, sollte das 

rekombinante MCMV-BAC-Plasmid pE1-lacO entstehen (siehe III.1.4.B). pE1 trägt eine 1,6 

kb große Deletion im MCMV-Genom, welche den Enhancerbereich und das erste Exon der 

Region ie1/ie3 betrifft (Angulo et al., 1998). Das pE1 BAC-Plasmid ist in NIH3T3 Zellen 

aufgrund dieser Deletion Replikations-inkompetent, sodass nur nach erfolgreicher 

Rekombination, d.h. Wiederherstellung des Enhancerbereiches und der fehlenden ie1/ie3 

Region, infektiöses Virus entstehen kann. Die aus der Rekombination entstehenden MCMV-

Genome haben im Vergleich zum wt MCMV-Genom aufgrund der zusätzlich eingebrachten 

lacO-Repetitionssequenz eine Überlänge von 7,1 kb (siehe III.1.4.B). 

Das MCMV-BAC-Plasmid pE1 und das lacO-Fragment aus pACYC-lacO wurden in NIH3T3 

Zellen ko-transfiziert. Als Kontrollen wurden das Plasmid pE1 alleine und pE1 zusammen mit 

dem Plasmid pBAM25 (Keil et al., 1984), das ebenfalls Sequenzen zur Komplementation (nt-

Position 176441 bis nt-Position 187035) der Deletion in pE1 enthält, transfiziert. Vier Tage 

nach der Transfektion waren bei den Transfektionsansätzen pE1+lacO-Fragment und 

pE1+pBAM25 Plaques im Zellrasen zu sehen, während das bei der Kontrolltransfektion mit 

pE1 alleine nicht der Fall war. Nach vollständiger Lyse der mit pE1+lacO-Fragment 

transfizierten Zellen wurde virale DNA isoliert. Die gereinigte virale pE1-lacO-DNA wurde 

zur Analyse mit der Restriktionsendonuklease HindIII gespalten und auf einem Agarosegel 

aufgetrennt (Abb. 7A). Die gespaltene pE1-lacO-DNA und das wt MCMV-BAC-Plasmid 

pSM3fr wurden im Southern Blot zum einen mit der ie1/ie3-Sonde (siehe III.1.5) und zum 

anderen mit einer Sonde, die komplementär zu den lacO-Sequenzen ist (siehe III.1.5), 

hybridisiert (Abb. 7B). Die Spaltung des wt MCMV-BAC-Plasmides pSM3fr mit HindIII 

diente als Kontrolle. 

Die Spaltung des BAC-Plasmides pSM3fr mit HindIII und Hybridisierung mit der zur ie1/ie3-

Region von MCMV komplementären Sonde zeigte erwartungsgemäß eine Bande bei 7,1 kb 
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(Abb. 7B, pSM3fr). Nach erfolgreicher homologer Rekombination zwischen dem BAC-

Plasmid pE1 und dem lacO-Fragment, resultierend in der Rekonstitution des 

Enhancerbereiches und der Integration der lacO-Sequenzen ins virale Genom, sollte für beide 

Sonden ein Hybridisierungssignal bei 14,2 kb zu sehen sein (Abb. 7C, pE1-lacO). Für die aus 

Zellen isolierte pE1-lacO-DNA waren jedoch statt einer 14,2-kb-Bande, mehrere Banden zu 

sehen, die alle kleiner waren (Abb. 7C). Diese Banden repräsentierten ein Gemisch von 

rekombinanten Virus-Genomen, bei denen die Zahl der integrierten lac-Operatorsequenzen 

variierte. Alle Hybridisierungssignale konnten sowohl mit der ie1/ie3-Sonde als auch der 

lacO-Sonde detektiert werden, mit Ausnahme der 5,5-kb-Bande. Das 5,5-kb-HindIII-

Fragment repräsentierte MCMV-Genome, die entsprechend dem pE1 MCMV-BAC-Plasmid, 

eine 1,6 kb große Deletion im Enhancerbereich trugen. Diese deletierten Virusgenome 

konnten nur in Anwesenheit anderer replikations-kompetenter Viren, welche virale Proteine 

in trans zur Verfügung stellen, replizieren und verpackt werden. Die Abbildung 7D stellt die 

im Southern Blot (Abb. 7C) beobachteten Fragmenten des HindIII-Verdaus von pE1-lacO-

DNA schematisch dar. Die 6,9 kb, 6 kb und die 4,5 kb-Bande repräsentieren virale MCMV-

Genome, bei denen das Exon 1 der ie1/ie3-Region und der MCMV-Enhancer erfolgreich 

wiederhergestellt wurde. Sie unterscheiden sich jedoch in der Anzahl integrierter lac-

Operatorsequenzen. Während die 6,9-kb-Bande MCMV-Genome mit neun integrierten lac-

Operator Octameren zu je 292 bp repräsentiert, sind in den Genomen mit einer 6-kb-Bande 

nur sechs lacO-Octamere, bzw. bei der 4,4-kb-Bande nur ein lacO-Octamer integriert.  

Diese Daten zeigten, dass aus der homologen Rekombination zwischen dem BAC-Plasmid 

pE1 und dem lacO-Fragment in eukaryontischen Zellen ein Gemisch aus MCMV-Mutanten 

entstand, von denen keine die vollständige Anzahl (256) an lac-Operatoren (je 32 bp) trug. Es 

wurden maximal 90 lac-Operatoren (was ca. 2,7 kb entspricht) stabil in das MCMV-Genom 

integriert. Diese 2,7 kb große lacO-Sequenz hatte ungefähr die Größe der aus der 

Rekombination resultierenden 2,9 kb großen Deletion in der ie2-Region, sodass die 

Gesamtgenomgröße des rekombinanten MCMV-Genoms die Größe des wt MCMV-Genoms 

nicht überschritt. Diese Resultate bestätigten, dass MCMV-Genome mit Überlänge in Zellen 

nicht stabil sind (Wagner et al., 1999) und daher kaum in Kapside verpackt werden.  
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Abb. 7 Insertion von lac-Operatorsequenzen (lacO) in das MCMV-Genom. (A) Schematische Darstellung der 
Genomregion des wt MCMV-BAC-Plasmides pSM3fr, in der die immediate early Gene ie1/ie3 und ie2 lokalisiert sind. Das 
MCMV-BAC-Plasmid pE1 trägt eine 1,6 kb große Deletion in diesem Bereich. Mittels homologer Rekombination zwischen 
dem lacO-Fragment aus dem Plasmid pACYC-lacO, das die lac-Operatorsequenz und Homologien zu den MCMV-
immediate early Regionen trägt, sollte das rekombinante MCMV-BAC-Plasmid pE1-lacO entstehen. (B) NIH3T3 Zellen 
wurden mit dem MCMV-BAC-Plasmid pE1 und dem lacO-Fragment aus pACYC-lacO transfiziert und die virale DNA pE1-
lacO, das Resultat homologer Rekombination, isoliert. Die pE1-lacO-DNA und das wt BAC-Plasmid pSM3fr wurden mit 
HindIII gespalten, auf einem 0,7%igen Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefärbt. (C) Mit einer DIG-dUTP 
markierten DNA-Sonde, die komplementär zum Anfang der ie1/ie3-Region (nt-Position 182117 bis nt-Position 182850) von 
MCMV ist, respektive mit einer DNA-Sonde, die mit den lacO-Sequenzen hybridisiert, wurde die DNA im Southern Blot 
analysiert. Die Größe der Fragmente und Banden ist links neben den Abbildungen in Kilobasenpaaren (kb) angegeben. (D) 
Schematische Darstellung der im Southern Blot beobachteten Fragmente des HindIII-Verdaus von pE1-lacO-DNA.  
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Mit Hilfe von NIH3T3-Zellklonen, die mit dem Plasmid p3´SSClonEGFP (kodiert für das 

Fusionsprotein lacI-GFP) transfiziert worden waren, wurde überprüft, ob auch virale Genome 

mit nur 90 integrierten lac-Operatoren nach Bindung des Fusionsproteins lacI-GFP in den 

Zellen detektiert werden können. Leider konnte jedoch nach Infektion der Zellen mit der 

MCMV-Mutante pE1-lacO keine punktuell starke grüne Fluoreszenz in den Zellen beobachtet 

werden. Dies bedeutete, dass die geringe Anzahl an stabil integrierten lac-Operatoren und die 

entsprechend reduzierte Anzahl an lacI-GFP-Fusionsproteinen, die zur Detektion der DNA an 

die virale DNA gebunden hatten, zu gering war. Von der Verwendung dieses Systems als 

DNA-Nachweismethode für weitere Experimente wurde somit abgesehen. 

 

IV.1.2 ETABLIERUNG VON SOUTHERN BLOT UND POLYMERASE-KETTENREAKTION (PCR) 

ZUM NACHWEIS VON MCMV-GENOMEN IN HÄMATOPOETISCHEN ZELLEN  

 
Als Alternative zum Nachweis viraler DNA mit dem lac-Operator-Repressor-System (siehe 

IV.1.1) wurde der Virus-DNA-Nachweis mittels Southern Blot und PCR etabliert. 

IV.1.2.A Nachweis viraler DNA mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion  

 

Der Nachweis viraler Infektion mittels PCR basiert auf der Tatsache, dass das MCMV-

Genom nach seinem Eintritt in den Kern zirkularisiert (Marks und Spector, 1984), während es 

im Virion linear vorliegt. Für die PCR wurden Primer verwendet, welche rechts von dem 

pac1-Sequenzelement am linken Genomende und links von der pac2-Sequenz am rechten 

Ende des Genoms binden (Abb. 2) und aus dem Genom hinaus verlängert werden. Liegen die 

MCMV-Genome in linearem Zustand vor, wird kein PCR-Produkt synthetisiert. Ist das 

MCMV-Genom jedoch zirkulär, wird über das Genomende bzw. den Genomanfang hinweg, 

ein PCR-Produkt gebildet. Im Gegensatz zu dem Ansatz des DNA-Nachweises mit dem lac-

Operator-Repressor System (IV.1.1), müssen bei dieser Methode die Zellen für die Isolation 

viraler DNA lysiert werden. 

Zur Etablierung der PCR mit viraler DNA wurden NIH3T3 Zellen mit einer MOI von 0,3 mit 

MCMV infiziert, zwei Stunden nach Infektion die Zellen abgelöst und die Gesamt-DNA aus 

den Zellen isoliert. Neben der isolierten viralen DNA wurde DNA aus nicht-infizierten 

NIH3T3 Zellen als Negativkontrolle, BAC-Plasmid pSM3fr als zirkuläre Positivkontrolle und 

lineare virale DNA aus Sucrose-gereinigtem wt MCMV-Virusstock als Matrize (Template) in 

die PCR eingesetzt. Im Falle vorliegender zirkulärer MCMV-Genome erlauben die Primer 

Term.for/Term.rev (siehe III.1.3) die Synthese eines 570 bp langen PCR-Produktes. Liegen 
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die MCMV-Genome jedoch in linearem Zustand vor, sollte kein PCR-Produkt synthetisiert 

werden. Die Auftrennung der PCR-Produkte auf einem 1,5%igen Agarosegel zeigte für nicht-

infizierte Zellen kein PCR-Produkt (Abb. 8, Spur 2), während für das zirkuläre BAC-Plasmid 

pSM3fr die erwartete Bande bei 570 bp (Abb. 8, Spur 3) zu sehen war. Die PCR, für die 

isolierte MCMV-DNA aus den Fibroblasten als Template verwendet wurde, wies neben der 

erwarteten 570 bp-Bande zwei weitere Banden der Größe 540 bp und 630 bp auf (Abb. 8, 

Spur 4). Auch die PCR, mit DNA-Template isoliert aus gereinigten MCMV-Virionen, zeigte 

drei Banden der Größe 540 bp, 570 bp und 630 bp (Abb. 8, Spur 5).  

Da das wt MCMV-Genom an jedem Ende kurze (31 bp) direkte Wiederholungssequenzen 

(direct terminal repeats) trägt (Rawlinson et al., 1996), ist es möglich, dass die verschieden 

großen PCR-Produkte zirkularisierte MCMV-Genome mit unterschiedlicher Anzahl an 

terminalen Repetitionssequenzen repräsentierten. Ist an jedem viralen Genomende jeweils 

eine Repetitionssequenz vorhanden, erhält man ein 570 bp großes PCR-Produkt. Besitzen die 

MCMV-Genome jedoch nur eine Wiederholungssequenz oder fand eine Verdopplung der 

terminalen Repetitionssequenzen statt, sind die PCR-Produkte 540 bp, respektive 630 bp 

groß. Ein möglicher Grund für die Synthese zirkulärer PCR-Produkte, ausgehend von der 

linearen DNA aus MCMV-Virionen, kann sein, dass die Repetitionssequenzen der beiden 

Genomenden sich während des Hybridisierungsschrittes der PCR aneinander anlagern. Die 

Hybridisierung der Genomenden führt so zur Bildung eines zirkulären Templates, das die 

Basis für zirkuläre PCR-Produkte sein könnte. Eine andere Erklärung für die unerwarteten 

zirkulären PCR-Produkte in Spur 5 ist, dass die Virionenpräparation nicht rein war, d.h. dass 

die Präparation mit zirkulären MCMV-Genomen aus der Zellkultur kontaminiert war.  

 

1 kb

570 bp
500 bp

540 bp
630 bp

1                    2         3         4          5

 
Abb. 8 Zirkuläre MCMV-PCR-Produkte trotz linearem viralem Template. Isolierte virale, zelluläre und 
Plasmid-DNA wurden als Matrizen in die PCR eingesetzt und unter Verwendung der Primer Term.for/Term.rev 
amplifiziert. PCR-Produkte und der Größenstandardmarker (Spur 1) wurden in einem 1,5%igen Agarosegel 
aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefärbt. Als Negativkontrolle, bzw. Positivkontrolle wurde aus nicht-
infizierten NIH3T3 Zellen isolierte DNA (Spur 2), respektive zirkuläre MCMV-BAC-Plasmid DNA pSM3fr 
(Spur 3) verwendet. NIH3T3 Zellen wurden mit wt MCMV (MOI von 0,3) infiziert und die DNA zwei Stunden 
nach Infektion isoliert. Das PCR-Produkt ausgehend von viraler DNA aus infizierten Zellen ist in Spur 4 
aufgetragen. In Spur 5 wurde das PCR-Produkt ausgehend von der aus MCMV-Virionen isolierten DNA 
geladen. 
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Diese Resultate weisen auf eine Reihe von Schwierigkeiten hin, die bei der Durchführung der 

PCR zum Nachweis einer MCMV-Infektion auftreten können, sodass auf die Verwendung 

dieser Methode für weitere Versuche verzichtet wurde. 
 

IV.1.2.B Etablierung des Southern Blots zum Nachweis zirkulärer MCMV-Genome nach 
Infektion 

 

Im vorliegenden Versuch wurde untersucht, ob der Southern Blot eine Unterscheidung 

zwischen zirkularisierter MCMV-DNA und linearen MCMV-Genomen erlaubt. Zu diesem 

Zweck wurden Fibroblasten mit MCMV infiziert und Gesamt-DNA (setzt sich aus viraler und 

zellulärer DNA zusammen) zu verschiedenen Zeitpunkten aus den Zellen isoliert. Nach einer 

Restriktionsspaltung der DNA mit SalI, wurde die DNA im Southern Blot auf ihren Zustand 

hin analysiert. Die dazu verwendetet Sonde LRL (siehe III.1.5) überspannte das linke und 

rechte Ende das MCMV-Genoms. Lag das MCMV-Genom in zirkulärer Form vor, war auf 

dem Blot eine Bande bei 2,7 kb zu erwarten. War das Genom jedoch linear, sollten zwei 

Banden von 1,5 kb und 1,2 kb Größe zu sehen sein. Zur Etablierung des Infektionsnachweises 

mit Hilfe des Southern Blots wurden Fibroblasten mit MCMV (MOI = 5) infiziert. Zwei, vier, 

sechs, acht und 24 Stunden nach Infektion wurde DNA aus den infizierten Zellen isoliert und 

im Southern Blot mit der LRL-Sonde hybridisiert. In Abbildung 9 ist das Ergebnis dieses 

Versuches zu sehen.  
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Abb. 9 Anstieg der Anzahl zirkulärer MCMV-Genome in Fibroblasten. M2-10B4 Zellen wurden mit 
MCMV infiziert (MOI von 5) und Gesamt-DNA zu den Zeitpunkten zwei, vier, sechs, acht und 24 Stunden nach 
Infektion (h p.i.) isoliert. Aus Zellen und Virionen isolierte DNA sowie BAC-Plasmid-DNA wurde, nach der 
Spaltung mit SalI, in einem 0,7%igen Agarosegel aufgetrennt und im Southern Blot auf eine Nylonmembran 
übertragen. Der Blot wurde mit der DIG-dUTP markierter LRL-Sonde hybridisiert. Die charakteristische 
Bandengröße für zirkuläre MCMV-Genome von 2,7 kb ist in durch das MCMV-BAC-Plasmid pSM3fr 
repräsentiert. Aus Sucrose-gereinigten Virionen isolierte DNA repräsentiert die Bandengrößen linearer viraler 
Genome. Virale DNA, welche zu verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion aus Fibroblasten isoliert wurde, ist 
unter den jeweiligen Zeitpunkten aufgetragen. Die Bandengrößen sind rechts neben der Abbildung in 
Kilobasenpaaren (kb) angegeben. 
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Als Kontrolle für die zirkuläre DNA diente das MCMV-BAC-Plasmid pSM3fr (Abb. 9), 

welches das erwartete Signal bei 2,7 kb zeigte, und daneben waren die erwarteten Banden bei 

1,5 kb und 1,2 kb für lineare virale DNA (Virionen-DNA) zu sehen, die aus gereinigten 

MCMV-Virionen isoliert worden war. Die Intensität des Signals zirkularisierter MCMV-

DNA (2,7 kb) aus infizierten Fibroblasten wurde mit zunehmender Infektionsdauer deutlich 

stärker (Abb. 9). Dies spiegelte eine steigende Anzahl an zirkularisierten MCMV-Genomen in 

den Zellen wider, die mit der einsetzenden Replikation des Virus nach 24 Stunden einherging. 

Diese Resultate zeigten, dass im Southern Blot zwischen linearen und zirkulären DNA-

Molekülen unterschieden werden kann und sich diese Methode somit zum Nachweis viraler 

zirkularisierter DNA in Zielzellen eignete. 

 

IV.1.3 MARKIERUNG DES KLEINEN MCMV-KAPSID-PROTEINS (SMALL CAPSID PROTEIN) 

MIT GFP FÜR INFEKTIONSSTUDIEN 

 

Mit Hilfe eines rekombinanten MCMV mit Green Fluorescent Protein (GFP)-markiertem 

Kapsid könnte zusätzlich zum Eintritt des Virus in die Zelle der Zusammenbau des Kapsides 

und der Austritt neu synthetisierter Virionen aus den Zellen verfolgt werden. Das Kapsid, 

welches das CMV-Genom umgibt, ist ikosaedrisch aufgebaut und besteht im Fall von HCMV 

aus mindestens 4 Proteinen (Gibson, 1996). Dabei handelt es sich um das Major Capsid 

Protein, das Minor Capsid Protein, das Minor Capsid-Binding Protein und das Small Capsid 

Protein (SCP). Das MCMV-SCP ist homolog zum HCMV-SCP und dem Kapsid-Protein 

VP26 von HSV-1 (Gibson et al., 1996). Für HCMV (Butcher et al., 1998; Chen et al., 1999) 

und HSV-1 (Zhou et al., 1995; Zhou et al., 2000) wurde gezeigt, dass das SCP bzw. das VP26 

von HSV-1 auf der Spitze von hexameren Kapsomeren lokalisiert ist. VP26 ist für HSV-1 in 

vitro nicht essentiell (Desai et al., 1998) und die Klonierung des GFP-ORFs in frame mit dem 

VP26-Gen resultierte in der Expression eines VP26-GFP Fusionsproteins, das in das HSV-1 

Kapsid und in infektiöse Virionen eingebaut wurde (Desai und Person, 1998). Im Rahmen 

dieser Arbeit sollte eine ähnliche MCMV-Mutante hergestellt werden, welche für ein 

Fusionsprotein, bestehend aus dem MCMV-SCP (m48.2) und dem GFP, kodiert.  
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IV.1.3.A Konstruktion eines SCP-GFP Fusionsprotein-kodierenden MCMV-Genoms 

 

Aufgrund der Sequenzhomologien der SCPs von HCMV, HSV-1 und MCMV (Gibson et al., 

1996) wurde angenommen, dass das MCMV-SCP eine ähnliche Struktur wie das HSV-1 

VP26 Protein aufweist. Analog zu der HSV-1 Mutante (Desai und Person, 1998) wurde das 

GFP am Amino-Terminus des SCPs (offener Leserahmen (ORF) m48.2) von MCMV 

eingefügt. Mit Hilfe des „Ein-Schritt-Mutagenese-Verfahrens“ (siehe III.2.1.E) wurde eine 

MCMV-BAC-Mutante in E. coli hergestellt, welche für das SCP-GFP Fusionsprotein kodiert. 

Hierfür wurde das Plasmid pSCP-GFP-Kan konstruiert, das den offenen Leserahmen (ORF) 

m48.2 von MCMV trägt, sowie die für die Rekombination in das MCMV-Genom 

notwendigen flankierenden homologen Sequenzen. Der GFP-ORF, ohne Startcodon, wurde in 

frame mit dem SCP-ORF in die SalI-Schnittstelle am 5´-Ende des SCP-ORFs inseriert. Das 

resultierende SCP-GFP Fusionsprotein trägt am Amino-Terminus vier Aminosäuren des 

SCPs, gefolgt von dem GFP, das in den Carboxy-Terminus des SCPs übergeht. Unmittelbar 

nach dem Stopcodon des SCP-GFP-ORFs wurde als Selektionsmarker eine Kanamycin-

Kassette, flankiert mit FRT-Sequenzen, inseriert. Mit Hilfe homologer Rekombination in E. 

coli wurde der wt SCP-ORF durch den SCP-GFP-ORF im MCMV-BAC-Plasmid pSM3fr 

(Abb. 10A, Zeile 1) ersetzt und zusätzlich die Kanamycin-Resistenzkassette inseriert. Das 

hieraus resultierende BAC-Plasmid pSM3fr::SCP-GFP-Kan (Abb. 10A, Zeile 2) wurde mit 

der Restriktionsendonuklease SalI gespalten und im Agarosegel analysiert (Abb. 10B, Spur 

2). Während das mit SalI gespaltene parentale BAC-Plasmid pSM3fr ein 4,5 kb großes SalI-

Fragment aufwies (Abb. 10B, Spur 1), wurde dieses 4,5 kb-Fragment, nach erfolgreicher 

Rekombination des pSM3fr mit dem SCP-GFP-Kan-Fragment, durch ein 5,9 kb großes SalI-

Fragment ersetzt (Abb. 10B, Spur 2). Da die Insertion der Kanamycin-Kassette zu einer 

Destabilisierung der viralen Transkripte führen oder mit der korrekten Termination des SCP-

GFP-ORFs interferieren kann, wurde diese mit Hilfe der FLP-Rekombinase über die FRT-

Sequenzen aus dem BAC-Plasmid pSM3fr::SCP-GFP-Kan entfernt (siehe II.2.1.E.3), 

resultierend in dem MCMV-BAC-Plasmid pSM3fr::SCP-GFP (Abb. 10A, Zeile 3). Nach dem 

Entfernen der Kanamycin-Resistenzkassette war im SalI-Restriktionsverdau des MCMV-

BAC-Plasmides pSM3fr::SCP-GFP erwartungsgemäß eine 4,6 kb Bande anstelle der 5,9-kb-

Bande zu sehen (Abb. 10B, Spur 3). Eine Sequenzierung des rekombinanten MCMV-BAC-

Plasmides pSM3fr::SCP-GFP zeigte die erwartete DNA-Sequenz an der Insertionsstelle. 
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Abb. 10 Konstruktion der MCMV-Mutante pSM3fr::SCP-GFP kodierend für das SCP-GFP 
Fusionsprotein. (A) Schematische Darstellung der Genomregion des wt MCMV-BAC-Plasmides pSM3fr, 
welche für das SCP kodiert (Zeile 1) und des mutierten BAC-Plasmides pSM3fr::SCP-GFP-Kan nach 
erfolgreicher Insertion des SCP-GFP-ORFs und der Kanamycin-Resistenzkassette mittels homologer 
Rekombination in E. coli (Zeile 2). Die Kanamycin-Resistenzkassette wurde unter Verwendung der FLP-
Rekombinase aus dem BAC-Plasmid pSM3fr::SCP-GFP-Kan ausgeschnitten, woraus das BAC-Plasmid 
pSM3fr::SCP-GFP entstand (Zeile 3). (B) Die BAC-Plasmide (1) pSM3fr, (2) pSM3fr::SCP-GFP-Kan und (3) 
pSM3fr::SCP-GFP wurden mit der Restriktionsendonuklease SalI gespalten, elektrophoretisch aufgetrennt und 
das 0,7%ige Agarosegel mit Ethidiumbromid gefärbt. Die Fragmentgrößen sind in Kilobasenpaaren (kb) 
angegeben. 

 

IV.1.3.B Das kleine Kapsid-Protein (SCP) von MCMV ist für das virale Wachstum 
essentiell 

 

Zur Rekonstitution von SCP-GFP-exprimierendem MCMV wurde das BAC-Plasmid 

pSM3fr:SCP-GFP in NIH3T3 Zellen transfiziert. Erfolgreich transfizierte Zellen zeigten nach 

einem Tag ausschließlich im Zellkern lokalisierte punktuelle grüne Fluoreszenz (Abb. 11). 

Die Fluoreszenz war über eine Woche stabil und änderte weder ihre Lokalisation noch ihre 

Form. Es wurden keine Virusnachkommen freigesetzt, da die umliegenden Zellen keinen 

zytopatischen Effekt zeigten und sich die Fluoreszenz nicht ausbreitete. Desweiteren konnte 

keine Zellteilung der Zellen mit grüner Fluoreszenz im Kern beobachtet werden. 

Offensichtlich wurde das SCP-GFP-Fusionsprotein vom Virusgenom exprimiert, der 

Zusammenbau oder der Austritt der Kapside war jedoch durch die Fusion des GFPs an das 
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SCP behindert. Es handelte sich somit bei dem MCMV pSM3fr::SCP-GFP um eine 

Replikations-inkompetente Mutante. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Abb. 11 Lokalisation der SCP-GFP-Fusionproteine im Zellkern. Das MCMV-BAC-Plasmid pSM3fr::SCP-
GFP wurde in NIH3T3 Zellen transfiziert. Die SCP-GFP Expression wurde zwei Tage später im UV-Mikroskop 
analysiert. 

 

IV.1.4 MCMV-MUTANTEN ZUM NACHWEIS VIRALER GENEXPRESSION IN 

HÄMATOPOETISCHEN ZELLEN 

 

Zusätzlich zum Nachweis viraler DNA in infizierten hämatopoetischen Zellen wurden 

MCMV-Mutanten hergestellt, welche die Identifizierung von Zelltypen erlauben, die virale 

Genexpression ermöglichen. Mit Hilfe von MCMV-Mutanten, die im lytischen Zyklus leicht 

nachweisbare Reporterproteine exprimieren, kann ebenfalls die Reaktivierung von latent 

vorliegendem CMV verfolgt werden.  

Als Reportergene wurden das GFP- und das β–Lactamase-Gen - unter Kontrolle des HCMV 

major immediate early Promotors - verwendet und mit Hilfe homologer Rekombination in das 

in vitro nicht-essentielle Gen m152 (Ziegler et al., 1997) des MCMV-Genoms inseriert. 
 

IV.1.4.A Herstellung einer MCMV-Mutante mit GFP als Reportergen 
 

Unter Verwendung des „Ein-Schritt-Rekombinationsmutagenese-Verfahrens“ in E. coli (siehe 

II.2.1.E) wurde das m152-Gen durch den EGFP-ORF unter Kontrolle des HCMV-immediate-
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early-Promotors im wt MCMV-BAC-Plasmid pSM3fr ersetzt (Deletion der wt MCMV-

Sequenz von nt-Position 210185 bis 211385). Das rekombinante MCMV-BAC-Plasmid 

pSM3fr::∆m152-EGFP-Kan (Abb. 12A, Zeile 2) entstand hierbei aus der homologen 

Rekombination zwischen dem wt MCMV-BAC-Plasmid pSM3fr (Abb. 12A, Zeile 1) und 

dem EcoRI-SacI-Fragment aus p∆m152-EGFP-Kan, das die HCMV-Promoter-EGFP-Kan-

Sequenz enthält (siehe II.1.4.B). Die Insertion des EGFP-ORFs und des Resistenz-

vermittelnden Kanamycingens in das MCMV-BAC-Plasmid pSM3fr wurde mit Hilfe eines 

EcoRI-Restriktionsverdaus nachgewiesen. Das 5,6 kb große EcoRI-Fragment des wt MCMV-

BAC-Plasmides pSM3fr (Abb. 12B, Spur 1) wuchs im Falle des rekombinanten MCMV-

BAC-Plasmides pSM3fr::∆m152-EGFP-Kan auf eine Größe von 7,3 kb (ergibt eine 

Doppelbande) (Abb. 12B, Spur 2) an.  

Anschließend wurde unter Zuhilfenahme des FLP-Rekombinase-Systems (siehe III.2.1.E.3) 

die Kanamycin-Resistenzkassette entfernt und es entstand das MCMV-BAC-Plasmid 

pSM3fr::∆m152-EGFP (Abb. 12A, Zeile 3). Die Spaltung des MCMV-BAC-Plasmides 

pSM3fr::∆m152-EGFP mit EcoRI zeigte erwartungsgemäß eine 5,8 kb-Bande (Abb. 12B, 

Spur 3), die im Falle von pSM3fr::∆m152-EGFP-Kan nicht sichtbar war (Abb. 12B, Spur 2). 

Das Gen m152 von MCMV wurde als nicht essentiell für die Replikation des Virus in 

Zellkultur beschrieben (Ziegler et al., 1997), sodass eine erfolgreiche Rekonstitution des 

rekombinanten GFP-exprimierenden Virus ∆m152-EGFP erwartet wurde. Das 

pSM3fr::∆m152-EGFP BAC-Plasmid wurde in MEF-Zellen transfiziert und ein Tag nach 

Transfektion konnte im UV-Mikroskop GFP-Expression in den transfizierten Zellen 

beobachtet werden. Nachdem der Zellrasen vollständig lysiert war, wurde Virus-DNA isoliert 

und nach Spaltung mit dem EcoRI-Restriktionsenzym analysiert (Abb. 12B, Spur 4). Die 

Restriktionsfragmentanalyse zeigte für DNA des rekonstituierten Virus ∆m152-EGFP eine 

5,8-kb-Bande, die identisch mit der 5,8-kb-Bande des BAC-Plasmides pSM3fr::∆m152-EGFP 

war. Dieses Resultat bestätigte die korrekte Insertion des EGFP-ORFs anstelle des m152-

Gens in der MCMV-Mutante ∆m152-EGFP. 
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Abb. 12 Konstruktion der GFP-exprimierenden MCMV-Mutante ∆m152-EGFP. (A) Schematische 
Darstellung der Genomorganisation des EcoO-Fragmentes (nt-Position 209756 bis nt-Position 215428) des wt 
MCMV-BAC-Plasmides pSM3fr, auf dem das Gen m152 lokalisiert ist (Zeile 1). Das Gen m152 wurde mittels 
homologer Rekombination durch den EGFP-ORF (unter Kontrolle des HCMV-Promotors) und der Kanamycin-
Resistenzkassette ersetzt, woraus pSM3fr::∆m152-EGFP-Kan entstand (Zeile 2). Das Kanamycingen wurde 
anschließend unter Verwendung der FLP-Rekombinase über die flankierenden FRT-Sequenzen aus dem BAC-
Plasmid pSM3fr::∆m152-EGFP-Kan entfernt, woraus das BAC-Plasmid pSM3fr::∆m152-EGFP resultierte 
(Zeile 3). (B) BAC-Plasmid-DNA wurde mit EcoRI gespalten, elektrophoretisch aufgetrennt und das 0,7%ige 
Agarosegel mit Ethidiumbromid gefärbt. Die charakteristischen Größen der EcoRI-Fragmente des parentalen 
BAC-Plasmides pSM3fr (Spur 1) und der rekombinanten BAC-Plasmide pSM3fr::∆m152-EGFP-Kan (Spur 2) 
und pSM3fr::∆m152-EGFP (Spur 3) sind rechts der Abbildung in Kilobasenpaaren (kb) angegeben. Das BAC-
Plasmid pSM3fr::∆m152-EGFP wurde in MEF Zellen transfiziert und nach Rekonstitution rekombinante virale 
DNA isoliert, mit EcoRI gespalten und analysiert (Spur 4).  

 

Um einen möglichen Einfluss der Integration des EGFP-ORFs auf das Wachstumsverhalten 

des rekombinanten Virus ∆m152-EGFP auszuschließen, wurden NIH3T3 Zellen mit einer 

MOI von 0,1 infiziert und Zellkulturüberstand während vier Tagen alle 24 Stunden 

gesammelt und anschließend zur Bestimmung des Virustiter titriert (siehe III.2.2.K) (Abb. 

13). Die Virusmutante zeigte eine mit wt MCMV vergleichbare Vermehrung, d.h. die 

Replikation und Freisetzung von neu synthetisierten infektiösen Viruspartikeln war durch die 

Insertion des GFP-ORFs nicht beeinträchtigt. 
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Abb. 13 Wachstum der MCMV-Mutante ∆m152-EGFP im Vergleich zu wt MCMV. Nach Infektion von 
NIH3T3-Zellen mit einer MOI von 0,1 wurden Zellkulturüberstände während 4 Tagen alle 24 Stunden geerntet 
und die Menge an freigesetztem Virus mittels Standard-Plaque-Assay bestimmt. Die Virusmenge ist in plaque 
forming units pro ml (pfu/ml) angegeben. 

 

IV.1.4.B Herstellung und Test einer β-Lactamase-exprimierenden MCMV-Mutante 
 

Im Gegensatz zu dem Reporter GFP ist die β-Lactamase ein katalytisch aktiver Reporter. Dies 

resultiert in einer höheren Nachweisempfindlichkeit der β-Lactamase im Vergleich zu der von 

GFP. Die Detektionsgrenze der Fluoreszenz von GFP liegt bei 105 bis 106 Molekülen pro 

Zelle (Niswender et al., 1995), während im Falle der β-Lactamase bereits 100 β-Lactamase-

Moleküle ausreichen, um einen detektierbaren Farbumschlag zu bewirken (Zlokarnik et al., 

1998). Dabei wird das spezifische, grün-fluoreszierende Substrat CCF2 in Zellen von der β-

Lactamase hydrolysiert, was eine Veränderung der Emissionswellenlänge des Substrates von 

grün nach blau zur Folge hat. Die Expression dieses Reportergens unter der Kontrolle eines 

viralen Promotors soll selbst den Nachweis schwacher viraler Promotoraktivität in Zellen 

ermöglichen. 

Analog zur Vorgehensweise bei der Herstellung der MCMV-Mutante ∆m152-EGFP, wurde 

mit Hilfe homologer Rekombination in E. coli (siehe II.2.1.E) die Kanamycin-

Resistenzkassette (Kan) sowie der β-Lactamase-ORF unter Kontrolle des HCMV-immediate-

early-Promotors in das Gen m152 des MCMV-BAC-Plasmid pSM3fr inseriert. Die Insertion 

der Kan-β-Lactamase-HCMV-Promotor-Sequenz (siehe II.1.4.B) führte dabei zur Deletion 

des m152-Gens in dem entstandenen MCMV-BAC-Plasmid pSM3fr::∆m152-Lactamase-Kan 

(Abb. 14A, Zeile 2). Das MCMV-BAC-Plasmid pSM3fr::∆m152-Lactamase-Kan wurde zur 

Überprüfung der Insertion mit der Restriktionsendonuklease EcoRI gespalten. Das 5,6 kb 

große EcoRI-Fragment des wt MCMV-BAC-Plasmides pSM3fr (Abb. 14A) wuchs im Falle 

des rekombinanten MCMV-BAC-Plasmides pSM3fr::∆m152-Lactamase-Kan auf eine Größe 
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von 7,3 kb (ist eine Doppelbande) (Abb. 14B, Spur 2) an. Anschließend wurde unter 

Zuhilfenahme das FLP-Rekombinase-Systems (siehe III.2.1.E.3) die Kanamycin-

Resistenzkassette entfernt und es entstand das MCMV-BAC-Plasmid pSM3fr::∆m152-

Lactamase (Abb. 14A, Zeile 3). Die Spaltung des MCMV-BAC-Plasmides pSM3fr::∆m152-

Lactamase mit EcoRI zeigte erwartungsgemäß eine 5,8-kb-Bande (Abb. 14B, Spur 3). 
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Abb. 14 Konstruktion der β-Lactamase-exprimierenden MCMV-Mutante ∆m152-Lactamase.  
(A) Schematische Darstellung der Genomorganisation des EcoO-Fragmentes (nt-Position 209756 bis nt-Position 
215428) des wt MCMV-BAC-Plasmides pSM3fr, auf der das Gen m152 lokalisiert ist (Zeile 1). Das Gen m152 
wurde mittels homologer Rekombination durch den β-Lactamase-ORF (unter Kontrolle des HCMV-Promotors) 
und der Kanamycin-Resistenzkassette ersetzt, woraus pSM3fr::∆m152-Lactamase-Kan entstand (Zeile 2). Das 
Kanamycingen wurde unter Verwendung der FLP-Rekombinase über die flankierenden FRT-Sequenzen aus dem 
BAC-Plasmid pSM3fr::∆m152-Lactamase-Kan entfernt, resultierend in das BAC-Plasmid pSM3fr::∆m152-
Lactamase (Zeile 3). (B) BAC-Plasmid-DNA wurde mit dem Restriktionsenzym EcoRI gespalten, 
elektrophoretisch aufgetrennt und das 0,7%ige Agarosegel mit Ethidiumbromid gefärbt. Die charakteristischen 
Größen der EcoRI-Fragmente der rekombinanten BAC-Plasmide pSM3fr::∆m152-Lactamase-Kan (Spur 2) und 
pSM3fr::∆m152-Lactamase (Spur 3) sind rechts von der Abbildung in Kilobasenpaaren (kb) angegeben. Das 
BAC-Plasmid pSM3fr::∆m152-Lactamase wurde in MEF Zellen transfiziert und nach Rekonstitution 
rekombinante virale DNA isoliert, die mit EcoRI gespalten wurde (Spur 1).  
 

Zur Rekonstitution von rekombinantem Virus wurde das BAC-Plasmid pSM3fr::p∆m152-

Lactamase in MEF-Zellen transfiziert. Nachdem der Zellrasen vollständig lysiert war, wurde 

die Virus-DNA isoliert und nach Spaltung mit dem EcoRI-Restriktionsenzym analysiert 

(Abb. 14B, Spur 1). Die Restriktionsfragmentanalyse zeigte für DNA des rekonstituierten 

Virus ∆m152-Lactamase eine 5,8 kb-Bande, die identisch mit der 5,8-kb-Bande des BAC-
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Plasmides pSM3fr::∆m152-Lactamase war. Dieses Resultat bestätigte die korrekte Insertion 

des β-Lactamase-ORFs anstelle des m152-Gens in der MCMV-Mutante ∆m152-Lactamase. 
 

Um die Funktionalität des mutanten ∆m152-Lactamase-MCMV Virus zu testen, wurde der β-

Lactamase-Reporter-Assay (siehe III.2.6) durchgeführt. In Abbildung 15 ist das Prinzip des  

β-Lactamase-Reporter-Assays schematisch dargestellt. Das ungeladene Substrat CCF2/AM 

kann in die Zellen diffundieren, wo es von zytoplasmatischen Esterasen hydrolysiert wird. 

Durch die Hydrolyse entstehen an dem Substrat geladene Gruppen, welche einen 

Wiederaustritt der Moleküle aus der Zelle verhindern (Abb. 15A). Das polyanionische CCF2 

dient als Substrat für die β-Lactamase. Die Hydrolyse des CCF2 durch die β-Lactamase 

ändert die Emissionswellenlänge des Substrates. Während das ungespaltene CCF2 grüne 

Fluoreszenz emittiert (520nm), fluoresziert das Spaltprodukt in infizierten Zellen blau (447 

nm) (Abb. 15B). 
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Abb. 15 Prinzip des β-Lactamase-Reporter-Assays. (A) Schematische Darstellung des Beladens einer Zelle 
mit dem Substrat CCF2/AM. Ungeladene CCF2/AM Moleküle können aus dem Medium in die Zellen 
diffundieren. Im Zytoplasma der Zellen wird das Substrat von zytoplasmatischen Esterasen hydrolysiert. Das 
daraus resultierende polyanionische CCF2 kann die Zelle aufgrund seiner Ladungen nicht mehr verlassen und 
dient der β-Lactamase als Substrat. Aufgrund der Hydrolyse durch die β-Lactamase ändert sich die 
Emissionswellenlänge der Fluoreszenz des Substrates. (B) Während das intakte Substrat CCF2 grüne 
Fluoreszenz (520 nm) emittiert, fluoresziert das Spaltprodukt blau (447 nm). FRET: Fluoreszenz Resonanz 
Energie Transfer (Modifiziert nach Zlokarnik et al., 1998). 
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Im hier durchgeführten Reportergen-Assay wurden NIH3T3-Zellen mit dem rekombinanten 

Virus ∆m152-Lactamase infiziert (MOI = 0,5). Ein Tag nach Infektion wurden infizierte und 

nicht-infizierte Zellen mit dem nicht-toxischen Substrat CCF2/AM inkubiert. In der Abb. 16A 

sind nicht-infizierte Fibroblasten zu sehen, die mit dem Substrat CCF2/AM inkubiert wurden. 

Während nicht-infizierte Zellen grün fluoreszierten, änderte sich die Fluoreszenzfarbe der 

infizierten Fibroblasten von grün nach blau (Abb. 16B). Diese Beobachtung bestätigte eine 

korrekte und funktionelle Expression der β-Lactamase durch die MCMV-Mutante ∆m152-

Lactamase in den Zellen. Somit standen zwei MCMV-Mutanten, ∆m152-Lactamase und 

∆m152-GFP, zum Nachweis viraler Genexpression in hämatopoetischen Zellen zur 

Verfügung. 

 

A) B)

Abb. 16 Virale β-Lactamase-Expression in NIH3T3-Zellen. (A) Nicht-infizierte NIH3T3-Zellen und (B) mit 
rekombinantem MCMV ∆m152-Lactamase-infizierte Zellen (MOI = 0,5) wurden ein Tag nach Infektion mit 
1µM CCF2/AM in DMEM mit 25 mM Hepes für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Für die 
Aufnahmen wurde ein Axiophot Mikroskop mit 63facher Vergrößerung verwendet.  

 

 

IV.2 INFEKTION DENDRITISCHER ZELLEN MIT MCMV UND 
CHARAKTERISIERUNG DER AUSWIRKUNGEN DER INFEKTION AUF DIE 
IMMUNANTWORT 

 

DCs spielen eine zentrale Rolle bei der Induktion einer antiviralen Immunantwort (Sigal et 

al., 1999), was sie zu einem prädestinierten Ziel viraler Immunevasionsmechanismen macht.  

Die Infektion von DCs abgeleitet aus FDCP-Mix-Zellen mit MCMV sollte zur Beantwortung 

der Frage beitragen, welchen Einfluss MCMV auf den Phänotyp von DCs und ihrer Fähigkeit 

T-Zellen zu stimulieren hat.  
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IV.2.1 CHARAKTERISIERUNG MURINER DCS DIFFERENZIERT AUS  FDCP-MIX-ZELLEN 

 

Die multipotenten, hämatopoetischen, murinen FDCP-Mix-Zellen (Spooncer et al., 1986) 

wurden unter Einfluss von GM-CSF und IL-4 (siehe III.2.2.G) in unreife DCs differenziert 

(Schroeder et al., 2000). Die Differenzierung der FDCP-Mix-Zellen in DCs ließ sich zunächst 

morphologisch beobachten. Während der Differenzierung formten die Zellen Aggregate und 

bildeten längliche Ausläufer aus. An Tag 12 nach Beginn der Differenzierung wurden die 

unreifen DCs anhand ihrer Oberflächenmarker charakterisiert. Die Zellen wurden in der 

zytofluorometrischen (FACS-) Analyse auf die Expression von CD11c und MHC-Klasse-II 

(MHCII) sowie den ko-stimulatorischen Molekülen CD40, CD86 und CD80 untersucht. Die 

unreifen DCs exprimierten auf ihrer Oberfläche CD11c und CD80 stark sowie MHC-Klasse-

II, CD86 und CD40 in geringen Mengen und waren negativ für den Stammzellmarker CD34 

sowie den Makrophagenmarker CD14 (CD34-, CD11c+, CD14-, CD80+, CD86schwach/-, 

CD40schwach/-, MHCIIschwach/-) (Abb. 17). Mit Hilfe von LPS wurde die Reifung der DCs an 

Tag 12 der Differenzierung induziert. Reife DCs waren stärker adhärent und zeigten, 

zusätzlich zu der starken CD80- und CD11c-Expression, eine starke Expression der 

Oberflächenmarker CD86, MHC-Klasse-II und CD40 (Abb. 17B).  
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Abb. 17 Charakterisierung unreifer und reifer von FDCP-Mix-Zellen abgeleitete dendritische Zellen 
(DCs). Die Differenzierung von FDCP-Mix-Zellen in DCs wurde unter Verwendung von GM-CSF (500 U/ml) 
und IL-4 (500 U/ml, ab Tag 9) induziert. Unreife DCs (A) wurden nach 12 Tagen in der Durchflusszytometrie 
auf die Expression der Oberflächenmoleküle CD11c, CD40, CD80, CD86, MHC-Klasse-II, CD34 und CD14 
analysiert. Unreife DCs wurden mit LPS (1 µg/ml für 2 Tage) behandelt. Die reifen DCs (B) wurden anhand der 
Expression der oben angegebenen Oberflächenmoleküle in der zytofluorometrischen Analyse charakterisiert. 

 

IV.2.2 INFEKTION UNDIFFERENZIERTER FDCP-MIX-ZELLEN UND FDCP-MIX-
ABGELEITETER DENDRITISCHEN ZELLEN MIT MCMV 

 

Für HCMV wurde gezeigt, dass die Infizierbarkeit von Zellen von deren Zelltyp und 

Differenzierungsstadium abhängig ist. Während HCMV in hämatopoetische CD34+-

Vorläuferzellen (Maciejewski et al., 1992; Mendelson et al., 1996; Movassagh et al., 1996; 

vonLaer et al., 1995), sowie Monozyten (Hahn et al., 1998; Soderberg-Naucler et al., 1997b) 

eindringen kann, jedoch keine virale Genexpression erfolgt, wird HCMV in terminal 

differenzierten Zellen wie Makrophagen reaktiviert und der vollständige virale 
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Replikationszyklus läuft ab (Hahn et al., 1998; Minton et al., 1994; Soderberg-Naucler et al., 

1997b; Soderberg-Naucler et al., 2001).  

Mit Hilfe des Southern Blots wurde in einem ersten Schritt untersucht, ob in Analogie zu 

HCMV, undifferenzierte CD34+ FDCP-Mix-Zellen mit MCMV latent infiziert werden 

können, bzw. ob die von FDCP-Mix-Zellen abgeleiteten DCs permissiv infizierbar sind. 

 

IV.2.2.A MCMV-Infektion undifferenzierter FDCP-Mix-Zellen  

 

Die murine hämatopoetische Stammzelllinie FDCP-Mix wurde mit MCMV mit 

verschiedenen MOI (1, 10 und 50) infiziert und die virale DNA acht und 24 Stunden nach 

Infektion aus den Zellen isoliert. Entsprechend dem Versuch IV.1.2.B wurde ein Southern 

Blot-Experiment durchgeführt. Das SalI-verdaute BAC-Plasmid pSM3fr, welches als 

zirkuläre Kontrolle diente, zeigte nach Hybridisierung mit der LRL-Sonde erwartungsgemäß 

eine Bande von 2,7 kb im Southern Blot (Abb. 18). Acht Stunden nach Infektion waren bei 

einer MOI von 50, sowie nach längerer Exposition des Blots (Abb. 18, rechte Seite) auch sehr 

schwach bei einer MOI von 10, Signale für zirkularisierte MCMV-Genome zu sehen. Das 

SalI-Fragment der zirkularisierten viralen Genome, die aus FDCP-Mix-Zellen isoliert worden 

waren, lag jedoch geringfügig unterhalb der 2,7 kb Kontrollbande. 24 Stunden nach Infektion 

war weder bei einer MOI von 50 noch bei einer MOI von 10 ein Signal für zirkularisierte 

Genome bei 2,7 kb erkennbar. Im Gegensatz zu der viralen DNA aus infizierten Fibroblasten, 

bei denen die Menge an zirkulären MCMV-Genomen in den Zellen nach 24 Stunden stark 

zugenommen hatte (siehe Abb. 9), waren in den undifferenzierten FDCP-Mix-Zellen 24 

Stunden nach Infektion keine zirkulären Genome mehr nachweisbar (Abb. 18). Acht und 24 

Stunden nach Infektion waren sowohl bei einer MOI von 50 als auch bei einer MOI von 10 

die Intensität der beiden Banden, welche nach der Spaltung linearer MCMV-Genome 

entstehen, unterschiedlich. Die 1,2-kb-Bande, die das SalI-Fragment am rechten Genomende 

repräsentierte, war in beiden Fällen stärker wie die 1,5-kb-Bande, die das SalI-Fragment des 

linken Genomendes darstellte (Abb. 18). Die unterschiedlichen Intensitäten der linearen 

Fragment-Banden können auf die unterschiedliche Bindungsfähigkeit der Sonde an die DNA-

Fragmente zurückzuführen sein. Diese Ergebnisse zeigten, dass MCMV in die 

hämatopoetischen CD34+-Vorläuferzellen eindringen konnte, die viralen Genome sich jedoch 

nicht latent in den Zellen etablieren konnten.  
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Abb. 18 MCMV-Infektion undifferenzierter FDCP-Mix-Zellen. FDCP-Mix-Zellen wurden mit MCMV 
infiziert (MOI von 1, 10 und 50) und Gesamt-DNA zu den Zeitpunkten 8 und 24 Stunden nach Infektion (h p.i.) 
isoliert. Gleiche Mengen an DNA wurden, nach Spaltung mit SalI, in einem 0,7%igen Agarosegel aufgetrennt 
und im Southern Blot mit der DIG-dUTP markierten LRL-Sonde, welche die beiden MCMV-Genomenden 
überspannt, hybridisiert. Das MCMV-BAC-Plasmid pSM3fr stellt die Positivkontrolle für zirkuläre MCMV-
Genome dar und zeigt die charakteristische Bande von 2,7 kb für SalI-Fragmente von viralen Genomen mit 
fusionierten Enden. Die 1,2 kb und 1,5 kb Banden entsprechen den SalI-Fragmenten linearer MCMV-Genome. 
Der linke und rechte Blot sind identisch bis auf die Expositionszeit: links 1 Minute; rechts 5 Minuten. Die 
Bandengrößen sind rechts neben der Abbildung in Kilobasenpaaren (kb) angegeben. 

 

IV.2.2.B Infektion dendritischer Zellen mit MCMV 

 

Nach Differenzierung der undifferenzierten FDCP-Mix-Zellen in unreife DCs, wurden die 

Zellen mit MCMV (mit einer MOI von 10) infiziert und die virale DNA acht Stunden nach 

Infektion aus den infizierten Zellen isoliert. Die virale DNA wurde mit SalI gespalten und im 

Southern Blot mit der Sonde LRL (siehe II.1.5), welche die viralen Genomenden überspannt, 

hybridisiert. SalI-verdautes MCMV-BAC-Plasmid pSM3fr diente als zirkuläre Kontrolle und 

zeigte ein Hybridisierungssignal der erwarteten Größe von 2,7 kb (Abb. 19). Bei der DNA, 

die aus nicht-infizierten DCs (Negativkontrolle) isoliert worden war, war keine Bande 

sichtbar (Abb. 19, 0h p.i.). Virale DNA, welche acht Stunden nach Infektion aus 

dendritischen Zellen isoliert wurde, zeigte dagegen drei Hybridisierungssignale, identisch mit 

denen der MCMV-DNA isoliert aus infizierten Fibroblasten (siehe Abb. 9). Dieses Ergebnis 

zeigte, dass MCMV die aus FDCP-Mix-Zellen abgeleiteten unreifen DCs infizieren konnte, 

während die undifferenzierten hämatopoetischen Vorläuferzellen zwar den Eintritt des Virus 

in die Zelle erlaubten, nicht aber permissiv für die virale Replikation waren (siehe IV.2.2.A). 
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Abb. 19 Infektion von FDCP-Mix-Zellen abgeleiteten dendritischen Zellen (DCs) mit MCMV. DCs wurden 
mock oder mit MCMV infiziert (MOI = 10) und Gesamt-DNA acht Stunden nach Infektion (h p.i.) isoliert. Die 
DNA und das MCMV-BAC-Plasmid pSM3fr wurden, nach der Spaltung mit SalI, in einem 0,7%igen 
Agarosegel aufgetrennt und im Southern Blot mit der DIG-dUTP markierten LRL-Sonde, welche die beiden 
MCMV-Genomenden überspannt, hybridisiert. Das MCMV-BAC-Plasmid pSM3fr stellt die Positivkontrolle für 
zirkuläre MCMV-Genome dar und zeigt die charakteristische Bande von 2,7 kb für SalI-Fragmente von viralen 
Genomen mit fusionierten Enden. Die 1,2 kb und 1,5 kb Banden entsprechen den SalI-Fragmenten linearer 
MCMV-Genome. Die Bandengrößen sind rechts neben der Abbildung in Kilobasenpaaren (kb) angegeben. 

 

IV.2.3 INFEKTIONSEFFIZIENZ DENDRITISCHER ZELLEN MIT MCMV 

 

Anhand der Resultate im Southern Blot (siehe IV.2.2.B) konnte keine Aussage darüber 

gemacht werden, ob virale Gene in MCMV-infizierten DCs exprimiert wurden und mit 

welcher Effizienz MCMV in die DCs eingedrungen ist. Zur Beantwortung dieser Fragen 

wurde das rekombinante Virus GFP-MCMV verwendet, welches den GFP-ORF unter 

Kontrolle des HCMV-immediate early (ie)-Promotors in der ie2-Region trägt (Abb. 20) 

(Mathys et al., 2003). Dieser Promotor ist in der sehr frühen Phase der viralen Infektion aktiv, 

was eine sehr frühe Expression der GFP-Proteine zu Folge hat. Während der ie2-Region von 

MCMV bisher keine Funktion zugeordnet werden konnte, interferiert das Genprodukt von 

m152, welches in den MCMV-Mutanten ∆m152-EGFP und ∆m152-Lactamase deletiert 

wurde (siehe IV.1.4.A, respektive IV.1.4.B), mit der MHC-Klasse-I-gebundenen Antigen-

Präsentation (Ziegler et al., 1997). Aus diesem Grund wurden - zur Untersuchung der 

Auswirkungen einer CMV-Infektion auf die Expression von Oberflächenmolekülen und die 

Antigen-präsentierende Funktion der DCs - das GFP-MCMV Virus der MCMV-Mutante 

∆m152-EGFP vorgezogen und für die weiteren Versuche verwendet. 
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Abb. 20 Die GFP-MCMV Mutante. In der obersten Linie ist die HindIII-Fragmentkarte des wildtyp (wt) 
MCMV-Genoms abgebildet. Vergrößert sind darunter die HindIII-K- und L-Fragmente des wt MCMV-BAC-
Plasmides pSM3fr dargestellt, in denen die immediate early (ie)–Region mit den Genen ie1, ie2 und ie3 
lokalisiert ist. Mittels homologer Rekombination in E. coli wurde im rekombinanten BAC-Plasmid pSM3fr::GFP 
die ie2-Region durch den offenen Leserahmen (ORF) des grün fluoreszierenden Proteins (GFP) unter Kontrolle 
des humanen CMV (HCMV) ie-Promotors ersetzt. Das rekombinante Virus GFP-MCMV wurde nach 
Transfektion des BAC-Plasmides pSM3fr::GFP in murinen embryonalen Fibroblasten rekonstituiert. 

 

Die Expression der GFPs durch das GFP-MCMV Virus während der Infektion ermöglichte 

die Unterscheidung zwischen infizierten und nicht-infizierten DCs und daher eine quantitative 

Auswertung der Infektionseffizienz mittels zytofluorometrischer Analyse. Unreife und reife 

DCs wurden mit GFP-MCMV und einer MOI von eins, drei, 10, 30 und 100 infiziert und acht 

Stunden nach Infektion mittels Durchflusszytometrie auf GFP-Expression untersucht. Für 

unreife DCs (Abb. 21A) sowie für reife DCs (Abb. 21B) wurde mit steigender MOI ein 

zunehmender Anteil an grün-fluoreszierenden und somit infizierten DCs gemessen. Es ließen 

sich jedoch auch bei Virusüberschuss (MOI größer als eins) nicht alle Zellen mit MCMV 

infizieren. Die Anzahl an infizierten DCs nahm mit steigender MOI bis zu einer Infektionsrate 

von 60% zu, ging aber auch bei einer MOI von 100 nicht über diesen Prozentsatz an 

infizierten Zellen hinaus (Abb. 21). Diese Daten zeigten, dass eine Subpopulation der DCs 

mit MCMV infiziert werden konnte und GFP, repräsentativ für sehr frühe virale Genprodukte, 

in unreifen und reifen DCs exprimiert wurde. Die Effizienz der Infektion mit MCMV war 

unabhängig vom Reifungsgrad der DCs, da sich der Prozentsatz an infizierten unreifen DCs 

von dem von reifen DCs bei gleicher MOI kaum unterschied. Ob die nicht-GFP-

exprimierenden DCs ebenfalls MCMV aufgenommen hatten, die virale Genexpression jedoch 

inhibiert war, wurde nicht untersucht.  
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Abb. 21 Infektionseffizienz unreifer und reifer dendritischer Zellen (DCs) mit dem Virus GFP-MCMV. 
Unreife (A) und reife (B) von FDCP-Mix-Zellen abgeleitete DCs wurden mit GFP-MCMV und verschiedenen 
MOI (wie angegeben) infiziert und acht Stunden nach Infektion mittels Durchflusszytometrie auf intrazelluläre 
GFP-Expression und CD80-Oberflächenexpression untersucht. Die angegebenen Prozentzahlen repräsentieren 
den Anteil an GFP-positiven (= MCMV-infizierten) DCs in der Zellpopulation. 

 

IV.2.4 MCMV-GENEXPRESSION IN DCS UNTERSCHIEDLICHER REIFUNGSSTADIEN 

 

Die zytofluorometrische Analyse der GFP-MCMV-infizierten DCs hatte gezeigt, dass sowohl 

in unreifen als auch in reifen DCs zumindest sehr frühe virale Genprodukte synthetisiert 

wurden, da das GFP unter Kontrolle des HCMV-immediate early Promotors in beiden DC-

Typen exprimiert wurde (siehe IV.2.3). Mit Antikörpern, die spezifisch mit viralen Proteinen 

der verschiedenen Genexpressionsphasen interagieren, wurde im nächsten Schritt untersucht, 

ob alle drei Phasen (sehr früh, früh und spät) der Genexpression von MCMV in DCs 

durchlaufen werden. Hierfür wurden unreife und LPS-gereifte DCs mit GFP-MCMV infiziert 

(MOI = 10). Von den infizierten Zellen wurden acht Stunden, 24 Stunden und 48 Stunden 

nach Infektion zum Nachweis sehr früher, früher und später viraler Genexpression Zytospin-
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Präparate hergestellt und mit spezifischen Antikörper gefärbt (siehe III.1.2), die gegen 

typische virale Proteine der drei Infektions-Phasen gerichtet waren. 

Für unreife MCMV-infizierte DCs (iDC) konnten Genprodukte aus allen drei 

Replikationszyklus-Phasen in der Immunfluoreszenz nachgewiesen werden (Abb. 22). Das 

sehr frühe (ie1, pp89) und frühe (e1) Protein zeigten die für sie charakteristische Lokalisation 

im Kern, während das späte Protein (gB) im Zytoplasma der Zelle akkumulierte (Abb. 22). In 

MCMV-infizierten Kulturen reifer DCs (mDC) konnten im Gegensatz dazu nur Proteine der 

sehr frühen (ie1) und der frühen Phase (e1) detektiert werden (Abb. 22). Das Protein gB, das 

normalerweise in der späten Phase des viralen Replikationszyklus exprimiert wird, konnte in 

der Immunfluoreszenz in infizierten mDCs nicht nachgewiesen werden (Abb. 22). Diese 

Ergebnisse zeigten, dass nur in unreifen DCs der virale Replikationszyklus vollständig ablief, 

während in reifen DCs die Expression der späten Proteine nicht erfolgte. 
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Abb. 22 Expression viraler Antigene in MCMV-infizierten DCs. Unreife (iDC) und reife (mDC) DCs wurden 
mit GFP-MCMV infiziert (MOI von 10) und auf virale Genexpression acht Stunden (sehr frühe Proteine, ie1), 
24 Stunden (frühe Proteine, e1) und 48 Stunden (späte Proteine, gB) nach Infektion (h p.i.) untersucht. Die 
Expression der viralen Proteine wurde in der Immunfluoreszenz mit monoklonalen Antikörpern gegen typische 
MCMV-Proteine (pp89, e1 und gB) der drei Expressionsphasen nachgewiesen. Die linke Hälfte der Abbildung 
zeigt die Phasenkontrast-Aufnahmen der Zellen, rechts sind die entsprechenden Fluoreszenzaufnahmen zu sehen. 
Für die Aufnahmen wurde ein Axiophot Mikroskop mit 63facher Vergrößerung verwendet.  
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IV.2.5  PRODUKTIVE MCMV-INFEKTION UNREIFER, NICHT ABER REIFER DCS  
 

Als Nächstes stellte sich die Frage, ob MCMV-infizierte unreife und reife DCs, was nach den 

Ergebnissen der Abb. 22 nicht zu erwarten war, infektiöse Viruspartikel freisetzen. Hierzu 

wurden unreife und reife DCs mit einer MOI von 10 mit GFP-MCMV infiziert und sechs 

Tage in Kultur gehalten. Täglich wurde von den infizierten Kulturen Überstand abgenommen. 

Um die Produktion infektiöser Nachkommen-Viren nachweisen und quantifizieren zu können, 

wurden die Überstände auf permissiven Fibroblasten titriert. Als Kontrolle dienten 

Überstände einer MCMV-infizierten Makrophagenkultur. Makrophagen sind ebenso wie DCs 

Antigen-präsentierende Zellen und lassen sich produktiv infizieren (Soderberg-Naucler et al., 

1998). Der erste Wert wurde zwei Stunden nach Infektion erhoben und repräsentierte Viren 

des Inokulums, die nur vorübergehend an Zellen hafteten, jedoch nicht in diese eindrangen. 

Über die Tage wurden in den Überständen MCMV-infizierter unreifer DCs ähnlich hohe Titer 

gemessen wie im Überstand MCMV-infizierter Makrophagen (Abb. 23). Beide Zelltypen 

produzierten Nachkommen-Viren, die vier bis fünf Tage nach Infektion einen Titer von bis zu 

105 pfu (Plaque forming units) pro 2 x 105 Zellen erreichten. Für die reifen DCs konnte im 

Gegensatz zu den unreifen DCs keine Zunahme des Virustiters im Überstand gemessen 

werden (Abb. 23). Diese Daten zeigten, dass nur in unreifen DCs der volle virale 

Replikationszyklus ablief und infektiöse Nachkommenviren freigesetzt wurden. MCMV 

konnte zwar in reife DCs eindringen, die Produktion neuer Viren war aber inhibiert, wie 

aufgrund der Immunfluoreszenz (IV.2.4) erwartet worden war. 
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Abb. 23 Freisetzung von MCMV-Nachkommen durch unreife und reife dendritische Zellen (DCs). Unreife 
und reife DCs, als auch von FDCP-Mix-Zellen abgeleitete Makrophagen wurden an Tag 12 nach Beginn der 
Differenzierung, bzw. an Tag 14 im Fall reifer DCs, mit GFP-MCMV infiziert (MOI = 10). Während 5 bis 6 
Tagen wurden alle 24 Stunden Zellkulturüberstände geerntet und die Virustiter mittels Standard-Plaque-Assay 
bestimmt. Die Virusmenge ist in plaque forming units (pfu) pro 2 x 105 Zellen angegeben. 
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IV.2.6 MCMV-INDUZIERTE PHÄNOTYPISCHE VERÄNDERUNGEN VON DCS 

 

Nachdem hier gezeigt werden konnte, dass MCMV DCs infizieren kann, wurde im folgenden 

untersucht, ob MCMV, wie einige andere Viren (siehe I.2.5), die Möglichkeit besitzt, die 

Expression funktioneller Oberflächenmoleküle auf DCs zu beeinflussen und mit der 

Stimulation der T-Zell-Proliferation zu interferieren. 

 

Um eine mögliche Auswirkung der MCMV-Infektion auf die Expression zellulärer 

Oberflächenmoleküle auf DCs zu analysieren, wurden reife und unreife DCs mit GFP-

MCMV infiziert (MOI = 10) und acht, 24 bzw. 48 Stunden nach Infektion mittels 

Durchflusszytometrie untersucht (Abb. 24 und Abb. 25). Die Infektion der DCs mit dem 

GFP-exprimierenden Virus GFP-MCMV machte die Identifikation und spezifische Analyse 

infizierter Zellen möglich. Die GFP-positiven DCs (= infizierte DCs) wurden getrennt von 

den GFP-negativen DCs aus der gleichen Zellkultur charakterisiert. Die Daten der beiden 

Populationen wurden außerdem mit denen von mock-infizierten DCs verglichen. Die 

Expression der Oberflächenmoleküle MHC-Klasse-I und MHC-Klasse-II, als auch CD40, 

CD80 und CD86, welche in der Antigen-Präsentation eine wichtige Rolle spielen, wurde 

hierbei verfolgt. Als Kontrolle wurde der Makrophagenmarker Mac-1 verwendet, der nicht in 

der Antigen-Präsentation involviert ist. Aus diesem Grund wurde kein Virus-vermittelter 

Effekt auf die Expression von Mac-1 erwartet. Den Erwartungen entsprechend veränderte sich 

die Expressionsstärke von Mac-1 nach der MCMV-Infektion der DCs nicht wesentlich (Abb. 

24 und Abb. 25), während für die Oberflächenmoleküle MHC-Klasse-I und Klasse-II und die 

ko-stimulatorischen Moleküle Veränderungen der Expressionsstärke auf den infizierten DCs 

beobachtet wurden.  

Die vorangegangene Charakterisierung der hergestellten DCs (IV.2.1) hatte gezeigt, dass 

CD80 auf unreifen DCs bereits stark exprimiert wurde. Während nun die 

Oberflächenexpression von CD80 acht Stunden nach Infektion auf unreifen infizierten DCs 

nicht weiter erhöht wurde (Abb. 24), zeigten unreife GFP-positive DCs für die Marker CD86, 

CD40 und MHC-Klasse-I und Klasse-II in der frühen Phase des viralen Replikationszyklus 

(acht bis 24 Stunden p.i.) eine leicht erhöhte Expression dieser Oberflächenmoleküle im 

Vergleich zu nicht-infizierten DCs (Abb. 24). 24 Stunden nach Infektion zeigten die GFP-

negativen Zellen ebenfalls eine erhöhte Expression der Marker CD40, MHC-Klasse-I und 

MHC-Klasse-II. Diese Beobachtung implizierte, dass infizierte (GFP-positive) DCs direkt 

durch die Infektion mit MCMV in einer frühen Phase der Infektion aktiviert wurden. Die 
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Anwesenheit infizierter Zellen schien sich ebenfalls, wenn auch mit einigen Stunden 

Verzögerung, aktivierend auf die GFP-negativen Zellen auszuwirken.  

 

Zu einem späteren Zeitpunkt nach Infektion (48h p.i.) der unreifen DCs war jedoch kein 

signifikanter Unterschied in der Expressionsstärke der Oberflächenmoleküle CD86, CD40, 

MHC-Klasse-I und Klasse-II zwischen den GFP-positiven, GFP-negativen und nicht-

infizierten DCs mehr zu beobachten (Abb. 24). Die zuerst stimulierte Expression der 

Oberflächenmoleküle auf den GFP-positiven und GFP-negativen Zellen war, mit Ausnahme 

der CD80-Expression, auf das Expressionslevel nicht-infizierter DCs zurückgegangen. Die 

Oberflächenexpression von CD80 hingegen war auf MCMV-infizierten (GFP-positiven) 

unreifen DCs reduziert, während sich die Expression auf GFP-negativen und nicht-infizierten 

DCs relativ zu der Expressionsstärke acht Stunden p.i. nicht verändert hatte (Abb. 24). Dies 

ließ den Schluss zu, dass MCMV die Expression des ko-stimulatorischen Moleküls CD80 auf 

infizierten unreifen DCs spezifisch reduzierte. 
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Abb. 24 Expression der Oberflächenmoleküle auf unreifen MCMV-infizierten dendritischen Zellen (DCs). 
Unreife DCs wurden mittels Durchflusszytometrie 8, 24 und 48 Stunden nach Infektion (h p.i.) mit GFP-MCMV 
(MOI = 10) analysiert. Als Kontrolle wurden nicht-infizierte DCs verwendet. Die Expression der angegebenen 
Oberflächenmoleküle auf MCMV-infizierten (GFP-positiven) DCs ist durch die rote Linie, auf GFP-negativen 
DCs durch die schwarze Linie und auf nicht-infizierten DCs durch die graue Schattierung dargestellt. Die GFP-
negativen DCs stammen aus derselben Kultur wie die GFP-positiven DCs, wurden jedoch getrennt voneinander 
analysiert. Dieses Experiment wurde viermal wiederholt mit jeweils identischen Ergebnissen. 
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Während die Fluoreszenzintensitäten auf den unreifen DCs innerhalb einer Zellpopulation 

nicht stark variierten, spalteten sich die reifen DC-Populationen meist in eine Zellgruppe, die 

eine schwache Oberflächenmolekülexpression (Fluoreszenzintensität kleiner als 102) zeigte, 

und in eine Gruppe von Zellen, bei denen die Fluoreszenzintensitäten für die verschiedenen 

Marker hoch waren (Fluoreszenzintensität größer als 102). Diese Beobachtung war 

unabhängig vom Zellmarker und vom Infektionszeitpunkt der reifen DCs (Abb. 25A).  

In der zytofluorometrischen Analyse infizierter reifer DCs zeigten sowohl ein Teil der GFP-

positiven als auch GFP-negativen DCs acht Stunden nach Zugabe des GFP-MCMV ins 

Medium eine erhöhte Expression der Oberflächenmoleküle CD86, CD40, MHC-Klasse-I und 

Klasse-II im Vergleich zu den nicht-infizierten reifen DCs (Abb. 25A, 8h p.i.). Die Zahlen in 

Abb. 25B belegten, dass die Prozentsätze der GFP-positiven und GFP-negativen Zellen mit 

hohen Fluoreszenzintensitäten für die Marker CD86, CD40, MHC-Klasse-I und Klasse-II 

eindeutig höher waren, als bei den nicht-infizierten DCs. Die Expressionsstärke von CD80 

war dagegen bei allen Zellpopulationen gleich stark. Die bereits bei den unreifen infizierten 

DCs beobachtete Aktivierung der Zellen durch Zugabe des Virus und/oder Infektion fand 

demnach auch bei einer Gruppe von reifen DCs statt.  

 

48 Stunden nach Infektion konnten starke Veränderungen in den Expressionsprofilen der 

Marker auf den verschiedenen reifen DC-Populationen beobachtet werden (Abb. 25). Die 

Expression der Oberflächenmoleküle CD80, CD86, CD40 und MHC-Klasse-II war auf 

infizierten reifen (GFP-positiven) DCs im Vergleich zu nicht-infizierten DCs reduziert (Abb. 

25A, 48h p.i.). Bis zu 80% der GFP-positiven DCs zeigten für die Marker CD80, CD86, 

CD40 und MHC-Klasse-II eine schwache Expression (Abb. 25C), während noch acht 

Stunden nach Infektion der Großteil der Zellen eine starke Expression dieser Marker gezeigt 

hatte (Abb. 25B). Der Anteil an schwach exprimierenden GFP-negativen DCs hatte 48 

Stunden p.i. (Abb. 25C) für die Oberflächenmoleküle CD80, CD86, CD40 und MHC-Klasse-

II im Vergleich zu acht Stunden p.i. (Abb. 25B) ebenfalls zugenommen. Der Prozentsatz 

dieser schwach exprimierenden GFP-negativen Zellen war 48 Stunden p.i. im Vergleich zu 

nicht-infizierten DCs leicht erhöht (Abb. 25C). Der Prozentsatz an nicht-infizierten DCs mit 

niedriger Fluoreszenzintensität hatte dagegen 48 Stunden nach Infektion abgenommen. Diese 

Ergebnisse zeigten eine zeitabhängige, reduzierte Markerexpression bei einem Teil der GFP-

negativen DCs. Die Expressionsstärke von MHC-Klasse-I war spät nach Infektion weder auf 

den GFP-positiven noch auf den GFP-negativen unter die Expressionsstärke der nicht-

infizierten DCs gesunken, sondern unterschied sich von der kaum (Abb. 25A). 
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Zusammengefasst kann gesagt werden, dass die Infektion von DCs mit MCMV anfänglich 

eine Aktivierung der DCs bewirkte, gefolgt von einer Reduktion spezifischer 

Oberflächenmoleküle. Die Expression der zellulären Oberflächenmoleküle CD80, CD86, 

CD40 sowie MHC-Klasse-I und Klasse-II, die in der Antigen-Präsentation eine entscheidende 

Rolle spielen, wurden spezifisch auf MCMV-infizierten reifen DCs reduziert. Des Weiteren 

wurde ein Einfluss der infizierten DCs auf die reifen GFP-negativen DCs derselben Kultur 

beobachtet. Die Auswirkungen der Reduktion funktioneller Oberflächenmoleküle auf reifen 

DCs in Bezug auf ihre T-Zell-stimulierenden Fähigkeiten wurden im folgenden Kapitel 

untersucht. 
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Abb. 25 MCMV-modulierte Expression der Oberflächenmoleküle auf reifen dendritischen Zellen (DCs). 
A) Reife DCs wurden mittels Durchflusszytometrie 8 und 48 Stunden nach Infektion (h p.i.) mit GFP-MCMV 
(MOI = 10) analysiert. Als Kontrolle wurden nicht-infizierte DCs verwendet. Die Expression der angegebenen 
Oberflächenmoleküle auf MCMV-infizierten (GFP-positiven) DCs ist durch die rote Linie, auf GFP-negativen 
DCs durch die schwarze Linie und auf nicht-infizierten DCs durch die graue Schattierung dargestellt. Die GFP-
negativen DCs stammen aus derselben Kultur wie die GFP-positiven DCs, wurden jedoch getrennt voneinander 
analysiert. Dieses Experiment wurde viermal wiederholt mit jeweils identischen Ergebnissen. 
B) und C) Für das in A) dargestellte FACS-Experiment wurden die Prozentsätze der DCs mit starker bzw. 
schwacher Oberflächenmolekülexpression der jeweiligen DC-Populationen, nicht-infizierte, GFP-positive und 
GFP-negative DCs, berechnet. Als schwach wurden Fluoreszenzintensitäten kleiner als 102 definiert.  
Fluoreszenzintensitäten größer als 102 wurden als starke Expression bezeichnet. B) repräsentiert die Werte 8h 
p.i. und C) 48h p.i. Die Gesamtheit der Zellen einer DC-Population beträgt 100%.  
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B) 
 

8h p.i. 
 

Prozentanteil an Zellen mit starker bzw. schwacher 
Oberflächenmarkerexpression verschiedener DC-

Populationen 
 
Oberflächenexpression: 

nicht-infizierte 
DCs [%] 

GFP-positive 
DCs [%] 

GFP-negative 
DCs [%] 

CD80 schwach 28 27,3 37,1 
CD80 stark 72 72,2 62,9 
    
CD86 schwach 45,1 26,9 32,8 
CD86 stark 54,9 73,1 67,2 
    
CD40 schwach 84,4 32,1 42,6 
CD40 stark 15,2 67,9 57,4 
    
MHCII schwach 49,9 20,7 32,2 
MHCII stark 50,1 79,3 67,8 
    
MHCI schwach 99 80 90,8 
MHCI stark 1 20 9,2 

 
C) 

 
48h p.i. 

 

Prozentanteil an Zellen mit starker bzw. schwacher 
Oberflächenmarkerexpression verschiedener DC-

Populationen 
 
Oberflächenexpression: 

nicht-infizierte 
DCs [%] 

GFP-positive 
DCs [%] 

GFP-negative 
DCs [%] 

CD80 schwach 16,5 83,5 43,3 
CD80 stark 83,5 16,5 56,7 
    
CD86 schwach 23,5 85,3 43,3 
CD86 stark 76,5 14,7 56,7 
    
CD40 schwach 38,5 60,6 59 
CD40 stark 61,5 39,4 41 
    
MHCII schwach 27,8 72,5 43,3 
MHCII stark 72,2 27,5 56,7 
    
MHCI schwach 99 93,3 96,8 
MHCI stark 1 4,7 3,2 
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IV.2.7 BEEINTRÄCHTIGTE T-ZELL-STIMULATION DURCH MCMV-INFIZIERTE DCS  

 
Für die Aktivierung und Differenzierung der T-Zellen ist die Erkennung von Antigenen 

essentiell, die von MHC-Klasse-I und Klasse-II Molekülen auf APCs (z.B. DCs oder 

Makrophagen) präsentiert werden. Die Anzahl an Antigen-MHC-Komplexen und die 

Anwesenheit von ko-stimulatorischen Molekülen, wie CD80, CD86 und CD40, auf der 

Oberfläche der APCs ist dabei ausschlaggebend für eine erfolgreiche Aktivierung der T-

Zellen und deren Proliferation (Lanzavecchia und Sallusto, 2001). In der nächsten 

Versuchsreihe wurden die Auswirkungen der phänotypischen Veränderungen, die nach der 

Infektion der reifen DCs mit MCMV auftraten (Abb. 25), auf die Funktion der DCs 

untersucht. Mit Hilfe des Lymphozyten-Proliferations-Assays (MLR) wurde analysiert, 

inwieweit die anfängliche Aktivierung der DCs durch die MCMV-Infektion, d.h. die 

verstärkte Expression der Oberflächenmolekülen, die in der Antigen-Präsentation eine 

wichtige Rolle spielen, zu einer gesteigerten Stimulation der T-Zell-Antwort führt. Weiter 

wurde untersucht, ob die reduzierte Expression der MHC-Klasse-I und Klasse-II Moleküle 

sowie der ko-stimulatorischen Moleküle CD80, CD86 und CD40 zu einem späteren Zeitpunkt 

(48h p.i.) der Infektion die Proliferation autologer und allogener T-Zellen negativ 

beeinflusste. 

 

IV.2.7.A Effiziente Stimulation der autologen T-Zell-Proliferation durch aktivierte MCMV-
infizierte DCs  

 

Früh nach Infektion, als die reifen DCs eine leicht erhöhte Expression der ko-stimulatorischen 

Moleküle CD40, CD80, CD86 und der MHC-Klasse-I und Klasse-II Moleküle auf der 

Oberfläche zeigten (Abb. 25B, 8h p.i.), wurden autologe naive T-Zellen zu MCMV-

infizierten DCs in verschiedenen Mengenverhältnissen hinzugefügt. Als Kontrollen wurden 

T-Zellen zu DCs, denen UV-inaktiviertes MCMV zugegeben wurden, oder zu nicht-

infizierten DCs gegeben. Fünf Tage nach Zugabe der T-Zellen zu den DCs wurde die T-Zell-

Proliferation gemessen. Hierbei wurde beobachtet, dass die Stimulation der Proliferation 

autologer T-Zellen durch MCMV-infizierte aktivierte DCs deutlich stärker war als die T-Zell-

Stimulation durch nicht-infizierte DCs oder DCs, die mit UV-inaktiviertem MCMV behandelt 

worden waren (Abb. 26A). MCMV-infizierte DCs riefen demnach eine stärkere Aktivierung 

naiver autologer T-Zellen hervor als nicht-infizierte oder mit UV-inaktiviertem Virus 
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behandelte DCs. Dies zeigte, dass MCMV-infizierte DCs früh nach Infektion starke und 

spezifische Aktivatoren von naiven T-Zellen sind. 
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Abb. 26 Autologe T-Zell-Stimulation durch MCMV-infizierte dendritische Zellen (DCs). Reife DCs 
wurden entweder mit GFP-MCMV infiziert, nicht infiziert oder mit UV-inaktiviertem MCMV (UV-MCMV) 
behandelt. Einen Tag (A) oder zwei (B) Tage nach Infektion wurden autologe Splenozyten zu unterschiedlichen 
Mengen an DCs hinzugefügt. Fünf Tage nach Beginn des Lymphozyten-Proliferations-Assays (MLR) wurde die 
Proliferation der T-Zellen gemessen. Die MLR wurde jeweils dreifach angesetzt und die angegebenen Werte 
(counts per minute, cpm) sind die Mittelwerte +/- Standardabweichung der 3 Parallelansätze eines 
repräsentativen Experimentes. Dieses Experiment wurde viermal wiederholt. 

 

IV.2.7.B MCMV-infizierte DCs inhibieren in der späten Phase der Replikation die autologe 
T-Zell-Proliferation  

 

Um zu prüfen, ob sich die T-Zell-Stimulation durch infizierte DCs im Verlauf der Infektion 

ändert, wurde der Lymphozyten-Proliferations-Assay mit DCs, die bereits 2 Tage infiziert 

waren, durchgeführt. Zu diesem Zeitpunkt war die Expression der Oberflächenmoleküle auf 

den infizierten DCs deutlich reduziert (siehe Abb. 25A, 48 h p.i). DCs wurden in 

verschiedenen Mengenverhältnissen mit autologen T-Zellen gemischt. Als Kontrollen dienten 
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mit UV-inaktiviertem MCMV-behandelte DCs und nicht-infizierte DCs. Die T-Zell-

Proliferation wurde fünf Tage nach Beginn des Assays gemessen. Die Messungen ergaben, 

dass nicht-infizierte DCs und mit UV-inaktiviertem MCMV-behandelte DCs die Vermehrung 

der autologen T-Zellen effizient stimulierten (Abb. 26B). Die proliferative Antwort der T-

Zellen auf die Stimulation durch MCMV-infizierte reife DCs war zwei Tage nach Infektion 

im Vergleich dazu deutlich reduziert (Abb. 26B).  

Diese Ergebnisse legten nahe, dass die in der Durchflusszytometrie beobachtete Reduktion 

der Expression der Antigen-präsentierenden Oberflächenmoleküle auf MCMV-infizierten 

reifen DCs die T-Zell-stimulierenden Fähigkeiten dieser Zellen negativ beeinflussten.  

 

IV.2.7.C MCMV interferiert mit der Stimulation allogener T-Zellen durch MHC-
unabhängige Mechanismen 

 

Im Gegensatz zur autologen Situation werden bei allogenen Immunantworten von T-Zellen 

nicht nur MHC-präsentierte Antigene als „fremd“ erkannt, sondern auch die MHC-Moleküle 

selbst als Fremdantigen wahrgenommen. Die Aktivierung und Stimulation der T-Zell-

Proliferation ist somit in der allogenen Situation ebenfalls von der Expressionsstärke der 

MHC-Moleküle abhängig.  

Um zu prüfen, ob sich die allogene T-Zell-Stimulation in Abhängigkeit der Expressionsstärke 

der MHC-Moleküle verändert, wurden MLRs mit DCs, die entweder bereits einen oder zwei 

Tage infiziert waren, durchgeführt. Allogene T-Zellen wurden zu verschiedenen Mengen an 

DCs zugegeben. Als Kontrollen dienten mit UV-inaktiviertem MCMV-behandelte DCs und 

nicht-infizierte DCs. Fünf Tage nach Zugabe der T-Zellen zu den DCs wurde die T-Zell-

Proliferation gemessen. Im Gegensatz zu den Ergebnissen der autologen MLR (Abb. 26A), 

wurde ein Tag nach Infektion der DCs mit MCMV, trotz der nachgewiesenen verstärkten 

Expression der MHC-Moleküle zu diesem Zeitpunkt (Abb. 25A, 8h p.i.), keine verstärkte 

Stimulation der allogenen T-Zell-Proliferation gemessen (Abb. 27A). Die T-Zell-Stimulation 

durch infizierte aktivierte DCs war im Vergleich zur Stimulation durch nicht-infizierten DCs 

in der frühen Phase der viralen Replikation deutlich reduziert (Abb. 27A).  

 

In der späten Phase der viralen Replikation (2 Tage p.i.) war die Stimulation der Proliferation 

der allogenen T-Zellen durch MCMV-infizierte DCs ebenso signifikant inhibiert (Abb. 27B) 

wie in der autologen MLR (Abb. 26B), während nicht-infizierte DCs in der Lage waren, die 

allogenen T-Zellen effizient zu stimulieren (Abb. 27B). Unabhängig von der 
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Expressionsstärke der Antigen-präsentierenden Oberflächenmoleküle auf den DCs war die 

Stimulation der T-Zell-Proliferation durch MCMV-infizierte DCs in der allogenen MLR 

reduziert. 

Die Zugabe von UV-inaktiviertem MCMV zu DCs hatte in der allogenen Situation (Abb. 27), 

wie auch in autologen MLR (Abb. 26) eine gesteigerte Stimulation der T-Zell-Proliferation 

zur Folge, was für eine hohe Immunogenität der viralen Strukturproteine sprach. 

 

Diese Daten zeigten, dass die Stimulation der T-Zell-Proliferation in der allogenen Situation 

unabhängig von der Stärke der MHC-Expression auf den infizierten DCs war. Sowohl ein wie 

auch zwei Tage nach Infektion der DCs wurde eine inhibierte Stimulation der Proliferation 

der T-Zellen gemessen, obwohl die Expressionsstärke der Oberflächenmoleküle an den 

beiden Zeitpunkten unterschiedlich war. Dies widersprach den Erwartungen, dass die 

Stimulation der allogenen T-Zellen mit der Expressionsstärke der MHC-Moleküle korreliert. 

Wäre dies der Fall gewesen, hätten die allogenen T-Zellen von DCs, die nur einen Tag 

infiziert waren und ein aktiviertes Expressionsprofil der Oberflächenmoleküle zeigten, ebenso 

effizient stimuliert werden müssen, wie dies für die autologen T-Zellen beobachtet wurde. Da 

dies nicht der Fall war, scheint in der allogenen Situation ein MHC-unabhängiger 

Mechanismus zum Tragen gekommen zu sein, der sich negativ auf die Proliferation der T-

Zellen auswirkte.  
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Abb. 27 Reduzierte allogene T-Zell-Stimulation durch MCMV-infizierte DCs. Reife DCs wurden entweder 
mit GFP-MCMV infiziert, nicht infiziert oder mit UV-inaktiviertem MCMV (UV-MCMV) behandelt. Einen Tag 
(A) oder zwei (B) Tage nach Infektion wurden allogene Splenozyten zu unterschiedlichen Mengen an DCs 
hinzugefügt. Fünf Tage nach Beginn des Lymphozyten-Proliferations-Assays (MLR) wurde die Proliferation der 
T-Zellen gemessen. Die MLR wurde jeweils dreifach angesetzt und die angegebenen Werte (counts per minute, 
cpm) sind die Mittelwerte +/- Standardabweichung der 3 Parallelansätze eines repräsentativen Experimentes. 
Dieses Experiment wurde dreimal wiederholt. 
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V DISKUSSION 
 

V.1 METHODEN UND MCMV-REKOMBINANTEN ZUM NACHWEIS DER 
INFIZIERBARKEIT VON ZELLEN DES HÄMATOPOETISCHEN SYSTEMS 

 

V.1.1 INSTABILITÄT DER LAC-OPERATOR-REPETITIONSSEQUENZEN IM VIRALEN GENOM 

 

Mit Hilfe des Expressions-unabhängigen lac-Operator-Repressor-Nachweissystems (Robinett 

et al., 1996) sollte die Infizierbarkeit von Zellen mit MCMV nachgewiesen werden, die keine 

virale Genexpression erlauben. Zu diesem Zweck sollte eine MCMV-Mutante hergestellt 

werden, die eine Reihe von lac-Operator-Sequenzen im Genom enthält, an die lac-Repressor-

Proteine spezifisch binden können. Die Bindung von GFP-markierten lac-Repressor-

Fusionsproteinen an die in der viralen DNA integrierten lac-Operatoren (lacO) sollte die 

Lokalisation der DNA, anhand der grünen Fluoreszenz, in der Zelle ermöglichen. Die 

Ergebnisse zeigten jedoch, dass die 10 kb große lacO-Repetitionssequenz in den viralen 

Genomen nicht stabil war. Es wurden maximal 90 lac-Operatoren (2,7 kb) stabil ins virale 

Genom integriert. Die Bindung von lacI-GFP Fusionsproteinen an diese reduzierte Anzahl an 

lacO-Sequenzen reichte nicht aus, dass die viralen Genome in Zellen detektiert werden 

konnten. Die lacO-Sequenzlänge von 2,7 kb hatte ungefähr die Größe der aus der 

Rekombination resultierenden Deletion in der ie2-Region, sodass die Gesamtgenomgröße der 

verpackten rekombinanten MCMV-Genome die Größe des wt MCMV-Genoms nicht 

überschritt.  

Die Konstruktion einer MCMV-Mutante mit der vollen Anzahl an lac-Operatoren scheiterte 

sowohl an der limitierten Verpackungskapazität des viralen Kapsides als auch am Aufbau der 

einzubringenden Repetitionssequenzen. Repetitionssequenzen dienen als Substrat für die 

homologe Rekombination in Bakterien und in eukaryontischen Zellen. Während die 

homologe Rekombination zum einen gezielt zum Entfernen von Sequenzen genutzt werden 

kann (Wagner et al., 1999), führt sie zum anderen zu ungewolltem Verlust von Sequenzen in 

viralen Genomen (Adler et al., 2000). Genome ohne Überlänge werden im Fall von CMV 

außerdem bevorzugt verpackt, sodass dies, auch wenn homologe Rekombinationsereignisse in 

Zellen äußerst selten sind, zu einer Anhäufung von Genomen mit wt-Genomlänge in der 

Population der Virusnachkommen führt (Wagner et al., 1999). Auch für andere Viren wurde 

beobachtet, dass Genome mit Überlänge kaum verpackt werden. Eine Überlänge von mehr als 

5% der wt Genomgröße führte bei Adenovirus zur Instabilität des Genoms (Bett et al., 1993). 
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Für das Epstein-Barr Virus wurde gezeigt, dass die DNA-Länge einen erheblichen Einfluss 

auf die Effizienz hat, mit der die DNA verpackt wird (Bloss und Sugden, 1994).  

Um die Größenlimitation der verpackbaren DNA durch das MCMV-Kapsid zu umgehen, 

könnte in einem ersten Schritt eine MCMV-Mutante hergestellt werden, der 10 kb der viralen 

Sequenz deletiert werden, sodass nach Integration der vollständigen lacO-Repetitionssequenz 

die resultierenden MCMV-Genome keine Überlänge haben. Ob die Integration der 

vollständigen lacO-Repetitionssequenz in ein deletiertes MCMV-Genom tatsächlich stabil ist, 

wurde jedoch nicht getestet. Außerdem kann eine solche Deletion CMV-Gene betreffen, die 

zwar in Zellkultur für die virale Replikation nicht essentiell sein mögen, jedoch im 

Infektionsverlauf in vivo durchaus eine Rolle spielen könnten. 

 
 

V.1.2 DAS SMALL CAPSID PROTEIN (SCP) IST FÜR DAS MCMV-WACHSTUM ESSENTIELL  

 

Der Versuch eine MCMV-Mutante zu generieren, die ein SCP-GFP Fusionsprotein 

exprimiert, wurde in dieser Arbeit beschrieben. Die MCMV-Mutante mit GFP-markiertem 

Kapsid sollte es möglich machen, den Eintritt des Virus in Zellen unabhängig von der viralen 

Genexpression verfolgen zu können. Zusätzlich zum Eintritt des Virus in die Zelle könnte mit 

einer solchen Mutante der Transport einzelner Kapside zum Kern, bzw. der Zusammenbau 

des Kapsides und der Austritt neu synthetisierter Virionen aus den Zellen im Falle einer 

produktiven Infektion untersucht werden. Mit Hilfe des Ein-Schritt-

Rekombinationsverfahrens (Wagner, 2001) wurde ein MCMV-BAC-Plasmid hergestellt, das 

für das SCP-GFP Fusionsprotein kodiert. Diese Methode erlaubt Mutationen in CMV-

Genome in einem Schritt mit Hilfe homologer Rekombination in E.coli zu inserieren und den 

Phänotyp der Mutante nach Transfektion des BAC-Plasmides in permissive Zellen zu 

analysieren. Die Konstruktion des mutanten MCMV-Genoms ist komplett unabhängig von 

der Lebensfähigkeit oder den Wachstumseigenschaften der Mutante. Während eine HSV-1 

Mutante, an deren SCP-Gen, UL35 (VP26), ebenfalls das GFP-Gen im selben Leseraster 

kloniert wurde, erfolgreich rekonstituiert werden konnte und die Fusionsproteine VP26-GFP 

exprimiert und ins Kapsid eingebaut wurden (Desai und Person, 1998), gelang die 

Rekonstitution der SCP-GFP exprimierenden MCMV-Mutante im Rahmen dieser Arbeit 

nicht. Dieses Ergebnis wies darauf hin, dass es Unterschiede zwischen dem Aufbau der 

CMV-Virionen und dem der HSV-1 Virionen gibt.  
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Die ikosaedrischen Kapside der Herpesviren sind aus zwei Typen von Kapsomeren 

aufgebaut: Zum einen aus Pentonen, welche die Ecken bilden, und zum anderen aus Hexonen, 

welche die Flächen und Kanten des Ikosaeders bilden. Jeweils sechs SCP-Moleküle bilden 

auf der Spitze der 150 im Kapsid vorhandenen Hexone einen Ring (Booy et al., 1994; Chen et 

al., 1999; Zhou et al., 2000). Die Analyse der 3D Struktur des HCMV-Virions zeigte jedoch 

Unterschiede in der Interaktion des Kapsides mit den Proteinen des Teguments im Vergleich 

zu HSV-1 (Chen et al., 1999). Während bei HSV-1 die Tegumentproteine vorwiegend mit den 

Pentonen interagieren (Zhou et al., 1999), binden CMV-Tegumentproteine sowohl an Hexone 

als auch an Pentone des Kapsids (Chen et al., 1999). Dieser Unterschied kann eine mögliche 

Erklärung sein, dass das VP26-GFP von HSV-1 in Virionen inkorporiert werden konnte, 

jedoch die Bildung von CMV-Virionen mit eingebauten SCP-GFP Fusionsproteinen nicht 

möglich war. Im Falle von HSV-1 ist das SCP ausschließlich auf den Spitzen von Hexonen 

lokalisiert, welche nicht mit dem Tegument interagieren und somit die Anordnung der 

Tegumentproteine nicht gestört ist. Bei CMV dagegen interagieren Tegumentproteine mit 

beiden Typen von Kapsomeren, sodass der Einbau der SCP-GFP Fusionsproteine in CMV-

Partikel die Interaktion zwischen Kapsid- und Tegumentproteinen möglicherweise blockiert. 

Dass eine Interaktion zwischen dem SCP des Kapsids und den Tegumentproteinen essentiell 

für das Virus ist, konnte mit Hilfe einer HCMV-Mutante, bei der das SCP deletiert wurde, 

gezeigt werden (Borst et al., 2001). Im Gegensatz dazu wurde für das SCP von HSV-1 

gezeigt, dass das Protein für die virale Replikation in vitro nicht essentiell ist und die Deletion 

des Genes lediglich zu einer reduzierten Virusproduktion in infizierten Zellen führte (Desai et 

al., 1998). Das CMV-Kapsid dient offenbar als Gerüst für eine geordnete Anordnung der 

Tegumentproteine (Chen et al., 1999) und einen korrekten Zusammenbau des CMV-Virions, 

während das VP26 bei HSV-1 nicht entscheidend für die Partikelmorphogenese ist (Chen et 

al., 2001). 

Nach Transfektion des rekombinanten MCMV-BAC-Plasmides pSM3fr:SCP-GFP in 

permissive Zellen konnte die Expression eines grün-fluoreszierenden Proteins beobachtet 

werden. Die Fluoreszenz war in abgegrenzten rundlichen Strukturen im Zellkern lokalisiert. 

Die kugelförmige Form und Lokalisation der grünen Fluoreszenz in den Zellen ließ vermuten, 

dass die SCP-GFP Fusionsproteine immer noch in der Lage sind, mit anderen viralen 

Proteinen zu interagieren, die für den Transport der Proteine in den Kern verantwortlich sind 

und/oder sie in diesen nukleären Kompartimenten zurückhalten. Für HSV-1 konnten 

Interaktionen des VP26 mit anderen HSV-1 Kapsidproteinen nachgewiesen werden (Chi und 

Wilson, 2000; Desai et al., 1994; Rixon et al., 1996; Zhou et al., 1999). Die Strukturen, in 
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denen die SCP-GFP Fusionsproteine lokalisiert sind, stellen möglicherweise Orte des 

Kapsidzusammenbaus dar, entsprechend den so genannten „Assemblons“ bei HSV-1 (Ward 

et al., 1996). Die Anwesenheit von VP26 in solchen Strukturen ist für HSV-1 gezeigt worden 

(Chi und Wilson, 2000).  

 

Als Alternative zum SCP könnten andere CMV-Strukturproteine mit GFP markiert werden. 

Hierfür würden sich Tegumentproteine anbieten, die ebenso wie die Kapsidproteine während 

des Infektionvorganges in die Zellen eintreten, während die Hüllproteine außerhalb der Zellen 

verbleiben. Im Gegensatz zu den Kapsidproteinen sind die CMV-Tegumentproteine nicht in 

derart starren Strukturen angeordnet, dass kein Platz für zusätzliche Proteine ist (Chen et al., 

1999). Ein markiertes Tegumentprotein würde zwar den Nachweis des Viruseintritts und 

seiner Expression bei einer produktiven Infektion erlauben, nicht aber die Identifizierung 

latent infizierter Zellen. Während der viralen latenten Infektion werden nur wenige frühe 

virale Produkte gemacht (Kondo et al., 1996), nicht aber späte Proteine, zu denen die 

Tegumentproteine gehören.  

 

V.1.3 NACHWEIS VIRALER GENEXPRESSION IN HÄMATOPOETISCHEN ZELLEN MIT HILFE 

VON MCMV-MUTANTEN 

 

Für die Herstellung von Reportergen-exprimierenden MCMV-Mutanten wurden die Gene des 

grün-fluoreszierenden Proteins (GFP) und der β-Lactamase verwendet. Die erfolgreiche 

Insertion der Reportergene in MCMV-Genome und deren funktionelle Expression im 

Virusgenomkontext sollten die Identifizierung von Zellen des hämatopoetischen Systems 

ermöglichen, die infizierbar sind und virale Genexpression erlauben. Mit Hilfe von MCMV-

Mutanten, die leicht nachweisbare Reporterproteine exprimieren, könnte ebenfalls die 

Reaktivierung von latent vorliegendem CMV verfolgt werden.  

Mit Hilfe homologer Rekombination wurden der GFP-ORF und der ORF der β-Lactamase 

unter Kontrolle des HCMV-immediate early-Promotors in das in vitro nicht-essentielle Gen 

m152 (Ziegler et al., 1997) des MCMV-Genoms inseriert. Nach erfolgreicher Rekonstitution 

der MCMV-Mutanten (∆m152-EGFP und ∆m152-Lactamase) wurden Fibroblasten infiziert 

und die GFP-Expression konnte im UV-Mikroskop beobachtet werden. Für den Nachweis der 

β-Lactamase-Aktivität mussten die Zellen mit dem Substrat CCF2/AM beladen werden. Das 

Substrat kann, ohne dass die Zellen permeabilisiert werden müssen, durch die Zellmembran in 

die Zellen diffundieren, wo es von der β-Lactamase hydrolysiert wird. Die funktionelle virale 
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Expression der β-Lactamase konnte anhand einer Farbänderung des Substrates nachgewiesen 

werden. Das ungespaltene Substrat in uninfizierten Zellen emittierte grüne Fluoreszenz, 

während das Spaltprodukt in ∆m152-Lactamase-infizierten Zellen blau fluoreszierte.  

Im Gegensatz zu dem Reporter GFP ist die β-Lactamase ein katalytisch aktiver Reporter, was 

bedeutet, dass die Nachweisempfindlichkeit der β-Lactamase im Vergleich zu der von GFP 

höher ist. Die Detektionsgrenze der Fluoreszenz von GFP liegt bei 105 bis 106 Molekülen pro 

Zelle (Niswender et al., 1995), während im Falle der β-Lactamase bereits 100 β-Lactamase-

Moleküle ausreichen, um einen detektierbaren Farbumschlag zu bewirken (Zlokarnik et al., 

1998). Mit der β-Lactamase-MCMV-Mutante sollte somit eine sehr schwache virale 

immediate-early Genexpression nachzuweisen sein. Während jedoch keine weiteren 

Arbeitsschritte zur Detektion der GFP-Expression in Zellen notwendig sind, müssen die 

Zellen für den Nachweis der β-Lactamase-Expression erst mit Substrat beladen werden. In 

beiden Fällen werden die Zellen jedoch nicht lysiert und der infizierte Zelltyp kann 

identifiziert und weiterkultiviert werden.  

Ist die Analyse der Expression von Oberflächenmolekülen auf Zellen nach einer MCMV-

Infektion vorgesehen, ist jedoch von der Verwendung dieser Virus-Mutanten abzusehen. Es 

ist bekannt, dass das Genprodukt von m152, welches in den MCMV-Mutanten ∆m152-EGFP 

und ∆m152-Lactamase deletiert wurde, mit der MHC-Klasse-I-gebundenen 

Antigenpräsentation interferiert (Ziegler et al., 1997). Dies könnte einen Phänotyp der 

infizierten Zellen zur Folge haben, der sich hinsichtlich der MHC-Klasse-I-Expression von 

dem von wt MCMV-infizierten Zellen unterscheidet. Stattdessen wurde die GFP-

exprimierende MCMV-Mutante, GFP-MCMV, welche den GFP-ORF unter Kontrolle des 

HCMV-immediate early-Promotors in der ie2-Region trägt (Mathys et al., 2003) für 

Infektionsstudien mit dendritischen Zellen verwendet. Der ie2-Region von MCMV konnte 

bisher keine Funktion zugeordnet werden.  

 

 

V.2 NICHT-PERMISSIVE INFEKTION MULTIPOTENTER HÄMATO-
POETISCHER STAMMZELLEN MIT MCMV  

 

Nach einer primären Infektion etabliert CMV eine lebenslange latente Infektion in seinem 

natürlichen Wirt. Im Falle von HCMV konnten latent vorliegende HCMV-Genome in CD34+ 

pluripotenten Stammzellen sowohl in vitro (Maciejewski et al., 1992; Minton et al., 1994; 

Movassagh et al., 1996) als auch in vivo (Mendelson et al., 1996; vonLaer et al., 1995) 
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nachgewiesen werden. Die Infektion verläuft jedoch nicht lytisch und die virale 

Genexpression ist sehr limitiert. Dies konnte auch für Monozyten-/Dendriten-Vorläuferzellen 

(Hahn et al., 1998) gezeigt werden. Erst die terminale Differenzierung der CMV-infizierten 

Vorläuferzellen führt zur Reaktivierung und Produktion von Virusnachkommen (Soderberg-

Naucler et al., 1997b; Soderberg-Naucler et al., 2001). Auch MCMV-Genome konnten in 

Zellen des Knochenmarks nachgewiesen werden, jedoch wurde die Identität dieser Zellen 

bisher nicht näher bestimmt (Koffron et al., 1998). 

 

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollten zur Klärung der Frage beitragen, ob und welche 

Differenzierungsstufen der hämatopoetischen Vorläuferzellen CMV infizieren kann. Als 

Zellsystem wurde die murine hämatopoetische Stammzelllinie FDCP-Mix verwendet. Die 

multipotente Stammzelllinie FDCP-Mix (Spooncer et al., 1986) hat einen normalen Karyotyp 

und ist nicht leukämisch. FDCP-Mix-Zellen können in bestrahlten Mäusen Milzkolonien 

bilden, und frühe Zellisolate sind fähig, die Hämatopoese in letal bestrahlten Mäusen zu 

rekonstituieren (Spooncer et al., 1984). Morphologisch sehen undifferenzierte FDCP-Mix-

Zellen aus wie unreife Blasten und exprimieren die murinen Stammzellmarker Sca-1 und 

CD34 auf ihrer Oberfläche (Ford et al., 1992). FDCP-Mix-Zellen können in vitro sowohl in 

neutrophile und erythroide Zellen als auch in dendritische Zellen, Makrophagen, 

Granulozyten oder Megakaryozyten differenziert werden (Ford et al., 1992; Hagenaars et al., 

1991; Heyworth et al., 1990; Heyworth et al., 1995; Just et al., 1991; Schroeder et al., 2000; 

Spooncer et al., 1986). Dieses Zellsystem ermöglicht, die Infizierbarkeit hämatopoetischer 

Zellen verschiedener Differenzierungsstufen zu untersuchen und eröffnet auch die 

Möglichkeit, das Phänomen der Latenz und die Mechanismen der Reaktivierung von CMV in 

Stammzellen zu erforschen.  

In der vorliegenden Arbeit konnten acht Stunden nach Infektion zirkularisierte MCMV-

Genome in undifferenzierten CD34+ FDCP-Mix-Zellen detektiert werden. Zu einem späteren 

Zeitpunkt (24 Stunden nach Infektion) war jedoch keine zirkuläre MCMV-DNA mehr in den 

Zellen nachweisbar. Es stellte sich somit die Frage, ob die acht Stunden nach Infektion 

detektierten zirkulären Genome nicht etwa von einer bereits spontan differenzierten 

Zellpopulation stammten, die permissiv für virale Replikation war und zum späteren 

Zeitpunkt der Infektion bereits lysiert worden war. Dies würde jedoch den Beobachtungen für 

HCMV widersprechen. Im Falle von HCMV wurde gezeigt, dass auch CD33+ myeloische 

Vorläuferzellen, die aus CD34+ primitiven hämatopoetischen Zellen spontan differenziert 

waren, virale Latenz unterstützten (Hahn et al., 1998; Kondo et al., 1994) und erst die 
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terminale Differenzierung infizierter Vorläuferzellen zu einer Reaktivierung und produktiven 

Replikation von CMV führte (Hahn et al., 1998; Soderberg-Naucler et al., 1997b; Soderberg-

Naucler et al., 2001). Außerdem konnte kürzlich gezeigt werden, dass in nicht-permissiven 

Vorläuferzellen wie Monozyten hohe Konzentrationen an Histon-Deacetylasen, die für die 

Deacetylierung der Histone verantwortlich sind, und Faktoren, die zur Stilllegung des viralen 

Promotors (major immediate early promotor, MIEP) führen, vorhanden sind, sodass die 

Replikation von HCMV in diesen unreifen Zellen inhibiert ist (Murphy et al., 2002). Diese 

Kenntnisse unterstützten die Erwartung, dass MCMV myeloische Zellen früh in der 

Hämatopoese infizieren kann und sich latent in den Zellen etabliert.  

Obwohl HCMV und MCMV in vielen Fällen ähnliche Mechanismen oder Strategien 

entwickelt haben, sind die Fähigkeiten der beiden Viren nicht gleichzusetzen. So war es 

vielleicht falsch zu erwarten, dass MCMV ebenso wie HCMV, CD34+ hämatopoetische 

Zellen latent infizieren kann. Außerdem sollte bei dem verwendeten Zellsystem beachtet 

werden, dass die in vitro gehaltenen FDCP-Mix-Zellen proliferieren, während Stammzellen in 

vivo meist ruhende Zellen sind. Dies mag für die Etablierung und Erhaltung einer latenten 

CMV-Infektion von entscheidender Bedeutung sein. 

 

 

V.3 DIE ROLLE DENDRITISCHER ZELLEN IN MCMV-INDUZIERTER 
IMMUNSUPPRESSION 

 

Eine der ersten Reaktionen eines Organismus auf eine virale Infektion ist die Synthese von 

antiviralen Zytokinen, die aktivierend auf Zellen des angeborenen Immunsystems 

(Makrophagen, natürliche Killerzellen (NK-Zellen)) wirken. Das angeborene Immunsystem, 

insbesondere NK-Zellen, sind in den ersten Tagen nach Infektion in der Lage, die 

Ausbreitung der viralen Infektion einzuschränken. Für eine effiziente Kontrolle einer 

MCMV-Infektion ist jedoch der Aufbau einer spezifischen Immunantwort notwendig. Sind 

Viren nun in der Lage die Immunantwort gegen sich und auch unbeteiligte Pathogene zu 

unterdrücken, indem sie mit Zellen des spezifischen Immunsystems interferieren, kann dies 

für den Wirt schwerwiegende Folgen haben. Eine Suppression der Immunantwort gibt 

Pathogenen die Chance, erfolgreich in ihrem Wirt zu replizieren, auf neue Wirtsindividuen 

übertragen zu werden und in einer Wirtspopulation zu persistieren. Um bessere Therapien 

gegen virale Erkrankungen entwickeln zu können, ist es entscheidend, die Mechanismen der 

viral-induzierten Immunsuppression zu verstehen.  
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DCs sind professionelle APCs und spielen die Hauptrolle bei der Initiierung einer antiviralen 

T-Zellantwort (Banchereau et al., 2000; Banchereau und Steinman, 1998). Aufgrund dieser 

Eigenschaft sind DCs ein prädestiniertes Ziel viraler Immunevasionsstrategien, um einer 

antiviralen Immunantwort entgegenzuwirken, wie für HIV, Masernvirus, Vaccinia oder HSV-

1 gezeigt werden konnte. Diese Viren haben Mechanismen entwickelt, die der Etablierung 

einer effizienten antiviralen T-Zellantwort entgegenwirken (Engelmayer et al., 1999; Fugier-

Vivier et al., 1997; Knight et al., 1997; Kruse et al., 2000; Salio et al., 1999). Zu Beginn 

dieser Arbeit war nicht bekannt, welche Strategien CMV bei der Infektion von dendritischen 

Zellen verfolgt und welche Mechanismen der CMV-induzierten Immunsuppression zu 

Grunde liegen.  

Für die Infektionsstudien wurden murine multipotente FDCP-Mix Zellen in funktionelle DCs 

differenziert. Die hier benutzten Zellkulturbedingungen erlaubten die Differenzierung der 

FDCP-Mix-Zellen in myeloische DCs. Ob FDCP-Mix-Zellen auch in lymphoide DCs oder 

Langerhans Zellen differenzieren können, ist bisher nicht bekannt. In den letzten Jahren 

wurde eine Reihe von anderen Zelllinien beschrieben, die phänotypisch und funktionell DCs 

ähnlich sind. Ausser den Zellen der aus Milz-Zellen abgeleiteten DC-Zelllinie D1 (Winzler et 

al., 1997), unterscheiden sich die anderen Zelllinien in mancherlei Hinsicht von den von 

FDCP-Mix-Zellen abgeleiteten DCs. Zum einen können DCs mit einem unreifen Phänotyp, 

wie die aus Zellen der Epidermis abgeleitete DC-Zelllinie XS (Xu et al., 1995) und die aus 

Zellen der Milz gewonnene Zelllinie CB1 (Paglia et al., 1993), in vitro nicht in reife DCs 

differenziert werden, zum anderen sind die Zelllinien tumorbildend (Rasko et al., 1997) oder 

mit Onkogenen transformiert. Die FDCP-Mix-Zelllinie ist die mir einzig bekannte murine 

Zelllinie, deren Zellen von einem undifferenzierten Stammzell-Phänotyp in DCs differenziert 

werden können und das in gerichteter und synchroner Art und Weise. Eine Alternative zu den 

FDCP-Mix-Zellen ist die Herstellung von DCs aus murinem Knochenmark oder Blut der 

Maus. Die Isolierung der Zellen ist jedoch aufwendig und die Ausbeute je nach Verfahren 

gering (Inaba et al., 1992; Lutz et al., 1999; Scheicher et al., 1992). Außerdem variieren die so 

hergestellten DCs in ihrem Reifungsstadium und die Zellpopulation ist mit anderen Zelltypen, 

wie B-Zellen oder Granulozyten, durchsetzt.  

 

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob MCMV DCs infizieren kann und die phänotypischen 

und funktionellen Konsequenzen der MCMV-Infektion auf DCs analysiert. 

Es konnte gezeigt werden, dass sowohl unreife als auch reife murine DCs von MCMV 

infiziert werden können. Während in reifen DCs der virale Replikationszyklus in der späten 
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Phase blockiert ist, produzieren unreife DCs infektiöse Virusnachkommen. Die anfänglich 

gesteigerte Expression der MHC- und ko-stimulatorischen Moleküle auf infizierten reifen 

DCs, gefolgt von einer späteren Reduktion dieser Moleküle, hat funktionelle Konsequenzen 

für die Induktion der Immunantwort. Zu einem frühen Zeitpunkt nach Infektion konnten reife 

MCMV-infizierte DCs die Proliferation autologer T-Zellen effizient stimulieren, während die 

T-Zellaktivierung durch MCMV-infizierte DCs zu einem späteren Zeitpunkt beeinträchtigt 

war. Die Proliferation allogener T-Zellen durch MCMV-infizierte DCs konnte weder in der 

frühen noch in der späten Phase der Infektion stimuliert werden. Diese Beobachtungen legen 

nahe, dass DCs eine Doppelrolle in der CMV-Infektion spielen: zum einen initiieren sie früh 

nach Infektion eine spezifische Immunantwort und zum anderen begrenzen sie später den 

Umfang der T-Zellaktivierung, was CMV immunsuppressive Fähigkeiten verleiht. 

 

V.3.1 INFEKTION UND REPLIKATION VON MCMV IN MURINEN DCS 

 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass MCMV murine dendritische Zellen infizieren 

kann. Während reife MCMV-infizierte DCs keine infektiöse Virionen produzierten, setzten 

unreife MCMV-infizierte DCs virale Nachkommen frei. Die permissive Infektion von 

unreifen DCs eröffnet dem Virus die Möglichkeit, mit der Aktivierung und Reifung der DCs 

zu interferieren. Die Migration unreifer DCs aus der Peripherie in lymphoide Organe kann 

außerdem zur Verbreitung und Pathogenese des Virus beitragen. Als potentielles 

Transportmittel wurde für MCMV bereits ein mononukleärer phagozytierender Zelltyp 

beschrieben (Stoddart et al., 1994). Unreife DCs spielen auch in der Verbreitung von HIV-1 

(Cameron et al., 1992) und HSV-1 (Mikloska et al., 2001) eine wichtige Rolle. 

Interessanterweise war die Infektionseffizienz unreifer und reifer DCs für MCMV gleich, 

obwohl die Infektion in reifen DCs nicht-produktiv verlief. Dies spricht dafür, dass nicht der 

Eintritt der Viren in reife DCs gehemmt war, sondern die virale Replikation. Die 

Beobachtung, dass sehr frühe und frühe Proteine in reifen DCs nachgewiesen wurden, 

während Proteine der späten Phase nicht detektiert werden konnten, unterstützt diese 

Annahme. Die in dieser Arbeit gezeigten Daten, bezüglich der produktiven Infizierbarkeit von 

DCs mit MCMV, unterscheiden sich von anderen Infektionsstudien mit MCMV. Dort wurde 

berichtet, dass MCMV auch in reifen DCs replizieren konnte (Andrews et al., 2001). Die 

Virusproduktion erfolgte jedoch mit zeitlicher Verzögerung und war deutlich reduziert im 

Vergleich zu unreifen DCs (Andrews et al., 2001). Es kann dabei nicht ausgeschlossen 

werden, dass nicht alle Zellen in der Zellpopulation der LPS-behandelten D1-Zellen, die von 
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Andrews et al. verwendet wurden, einen reifen Phänotyp hatten und die Nachkommenviren 

nicht von noch vorhandenen unreifen DCs produziert wurden. Im Falle von HCMV wurden 

ebenfalls unterschiedliche Beobachtungen hinsichtlich der Infizierbarkeit von DCs gemacht. 

Während die von Raftery et al., 2001 beschriebenen Infektionen von unreifen und reifen DCs 

mit HCMV nicht-lytisch verliefen, sondern nur Zell-assoziierte infektiöse Nachkommenviren 

nachgewiesen werden konnten, zeigte eine andere Gruppe, dass reife DCs nur zu einem sehr 

geringen Prozentsatz mit HCMV infizierbar sind (Moutaftsi et al., 2002). Ob sich HCMV 

wirklich von MCMV hinsichtlich produktiver Infizierbarkeit von DCs unterscheidet oder ob 

in diesem Fall nicht einfach der unterschiedliche DC-Typ, der für die Studien verwendet 

wurde, Grund für die unterschiedlichen Ergebnisse war, ist im Moment nicht klar.  

Die hier beschriebene Resistenz der reifen DCs gegen die virale Replikation von MCMV 

konnte sowohl für HCMV (Moutaftsi et al., 2002) als auch für andere Viren wie Vaccinia, 

HIV-1 oder HSV-1 beobachtet werden (Engelmayer et al., 1999; Granelli-Piperno et al., 

1999; Salio et al., 1999). HSV-1 kann reife DCs effizient infizieren, aber späte Transkripte 

und neu synthetisierte Viruspartikel konnten nicht nachgewiesen werden (Kruse et al., 2000). 

Dass trotz inhibierter Expression viraler Proteine der späten Phase phänotypische und 

funktionelle Veränderungen auf reifen MCMV-infizierten DCs beobachtet werden konnten, 

legt nahe, dass virale Genprodukte der sehr frühen und/oder frühen Phase für die Veränderung 

des DC-Phänotyps und der Beeinträchtigung der DC-Funktion verantwortlich sind. Die 

Blockade der späten viralen Genexpression in reifen DCs bedarf der weiteren Untersuchung, 

um den Mechanismus zu verstehen. Die Frage, ob sich CMV in reifen DCs latent etabliert 

und diese Zellen dem Virus als Reservoir dienen, ist bisher nicht geklärt.  

 

V.3.2 MCMV-INDUZIERTE VERÄNDERUNGEN DES DC-PHÄNOTYPS UND MÖGLICHE 

AUSWIRKUNGEN AUF DIE IMMUNANTWORT 

 
Nachdem die Infizierbarkeit von unreifen und reifen DCs mit MCMV gezeigt werden konnte, 

stellte sich die Frage, ob MCMV den Phänotyp und die Funktion von DCs beeinflusst. 

Sowohl unreife als auch reife DCs wurden anfänglich durch die virale Infektion aktiviert, 

erkennbar an einer verstärkten Expression der MHC-Moleküle und ko-stimulatorischen 

Marker auf ihrer Oberfläche. Die beobachteten Effekte waren spezifisch auf MCMV-

infizierten DCs zu sehen. Der transienten Hochregulation der Marker folgte eine Reduktion 

der Expression von MHC-Klasse-II, CD80, CD86 und CD40 Molekülen auf MCMV-

infizierten reifen DCs. Auf infizierten unreifen DCs wurde nur das ko-stimulatorische 
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Molekül CD80 vermindert exprimiert. Die Expression des Markers Mac-1 blieb unverändert, 

womit ein unspezifischer Effekt auf die Expression der Oberflächenmoleküle ausgeschlossen 

werden konnte.  

Die anfängliche Aktivierung der DCs durch die MCMV-Infektion spiegelt eine übliche 

Reaktion von DCs auf vorhandene Pathogene wieder. MCMV ist jedoch rasch in der Lage, 

mit dieser DC-Reaktion zu interferieren, wie die reduzierte Expression der 

Oberflächenmoleküle zwei Tage nach Infektion zeigte. Der zeitliche Abstand zwischen 

Aktivierung und dem Einsetzen der inhibierenden Reaktion durch das Virus spiegelt 

wahrscheinlich die für die virale Replikation benötigte Zeit zur Synthese spezifisch 

wirksamer viraler Proteine wider. Für die DC-Zelllinie D1 konnte nach Infektion mit MCMV 

ebenfalls eine anfängliche Aktivierung unreifer DCs gezeigt werden, der eine Reduktion der 

Expression der Oberflächenmoleküle MHC-Klasse-II, MHC-Klasse-I, CD80, CD86 und 

CD40 auf MCMV-infizierten DCs folgte (Andrews et al., 2001). Die von dieser Gruppe 

verwendeten unreifen DCs haben im Vergleich zu den unreifen FDCP-Mix abgeleiteten DCs 

am Tag der Infektion bereits einen reiferen Phänotypen (Andrews et al., 2001), worauf 

zurückgeführt werden kann, dass der Expressionsverlauf der Oberflächenmoleküle mehr dem 

unserer reifen DCs entsprach. Für die Infektion unreifer DCs mit HSV-1 konnte für keinen 

der Marker zu keinem Zeitpunkt eine erhöhte Oberflächenexpression gemessen werden, 

jedoch konnte bereits 12 Stunden nach Infektion eine Reduktion der Oberflächenmoleküle 

CD40 und CD80, nicht aber der MHC-Moleküle, beobachtet werden (Mikloska et al., 2001). 

Die hier präsentierten Daten zeigten eine MCMV-induzierte Reduktion der MHC-Klasse-II, 

CD80, CD86 und CD40 Oberflächenmoleküle auf den wichtigsten APCs des Immunsystems. 

Auf Makrophagen, wie DCs wichtige APCs des Immunsystems, wurde ebenfalls eine 

MCMV-induzierte Reduktion von MHC-Klasse-II Molekülen beobachtet (Redpath et al., 

1999). Im Gegensatz zu den hier gezeigten Ergebnissen für DCs hatte die Infektion von 

Makrophagen mit MCMV jedoch keinen Effekt auf die Expression von CD86 (Redpath et al., 

1999). DCs akkumulieren MHC-Klasse-II und CD86 Moleküle selektiv in spezialisierten 

Vesikeln vor dem Transport zur Plasmamembran (Turley et al., 2000). Die beobachtete 

Reduktion der beiden Moleküle könnte dementsprechend auf eine MCMV-inhibierte 

Freisetzung der Moleküle aus den Vesikeln und/oder auf eine verstärkte Internalisierung der 

Moleküle zurückgehen. Für HCMV wurde ein Protein (US2) identifiziert, das mit Proteinen 

des MHC-Klasse-II-Antigen-Präsentation-Weges interferiert, und dadurch die Expression von 

MHC-Klasse-II Molekülen an der Oberfläche reduziert (Tomazin et al., 1999). Durch die 

Reduktion von MHC-Klasse-II-Antigen-Komplexen auf der Zelloberfläche kann HCMV die 
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Präsentation von Antigenen an CD4+ T-Zellen beeinträchtigen und eine antivirale 

Immunantwort schwächen. Ein anderer Vorteil der virus-induzierten Reduktion der MHC-

Klasse-II Moleküle könnte die verlängerte Lebensdauer der CMV-infizierten Zellen sein, da 

MHC-Klasse-II-vermittelte Signale zum Tode reifer DCs führen können (Bertho et al., 2000). 

Die Reduktion des ko-stimulatorischen Moleküls CD80 auf unreifen bzw. reifen DCs ist für 

MCMV in zweierlei Hinsicht vorteilhaft. Während die reduzierte Expression von MHC-

Klasse-I Molekülen auf der Oberfläche von Zellen eine NK-Zell-vermittelte Lyse potentiell 

begünstigt (Karre und Welsh, 1997), hat die Reduktion von CD80 einen gegenteiligen Effekt. 

Es konnte gezeigt werden, dass Zellen ohne CD80 der Erkennung und Lyse von NK-Zellen 

entgehen können (Chambers et al., 1996). Des Weiteren kann die fehlende Ko-stimulation der 

T-Zellen über CD28 - aufgrund der reduzierten CD80 und CD86 Expression - in einer T-Zell-

Anergie resultieren (Powell et al., 1998) und begünstigt somit die Persistenz des Virus im 

Wirt. 

Die Bindung des T-Zell-Moleküls CD40-Ligand (CD40L) an CD40 auf DCs bewirkt eine 

terminale Differenzierung der DCs (Servet-Delprat et al., 2000). Die Interaktion induziert 

sowohl die Expression der MHC-Klasse-I, Klasse-II und ko-stimulatorischen Moleküle auf 

DCs als auch die Produktion von Zytokinen (IL-12, TNF-α, IL-8), die für die volle 

Aktivierung, Differenzierung und Zytokinproduktion von naiven CD4+ T-Zellen notwendig 

sind (Cella et al., 1996; Schlienger et al., 2000). Die hier beschriebene Reduktion von CD40 

auf infizierten DCs kann somit mit der terminalen Differenzierung der DCs interferieren und 

Auswirkungen auf die CD4+ T-Zell-Antwort haben. Eine eingeschränkte CD40-CD40L 

Interaktion hat außerdem negative Auswirkungen auf die Ausbildung einer CD8+ CTL-

Antwort (Bennett et al., 1998; Schoenberger et al., 1998), da erst die Interaktion der DCs mit 

CD4+ T-Zellen diese in die Lage versetzt, CTLs direkt primen und vollständig aktivieren zu 

können.  

 

V.3.3 IMMUNSUPPRESSION DURCH FUNKTIONELLE BEEINTRÄCHTIGUNG VON DCS DURCH 

MCMV 

V.3.3.A Unterschiede in der Stimulationsfähigkeit autologer und allogener T-Zellen durch 
MCMV-infizierte DCs 

 
Die beobachteten Effekte der MCMV-Infektion auf die Expression der Oberflächenmoleküle 

auf DCs legten die Vermutung nahe, dass die aktivierten infizierten DCs zu einem frühen 

Zeitpunkt nach der Infektion T-Zellen effizient stimulieren und zur Proliferation anregen 
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können, zu einem späteren Zeitpunkt jedoch dazu nicht mehr in der Lage sind. In der 

autologen Situation konnte in der Tat beobachtet werden, dass die Fähigkeit der MCMV-

infizierten DCs, T-Zellen zu stimulieren, abhängig von der Expressionsstärke der MHC- und 

ko-stimulatorischen Moleküle auf deren Oberfläche war. In der autologen MLR stimulierten 

infizierte DCs naive autologe T-Zellen einen Tag nach Infektion effizient. Dies bedeutete, 

dass die akute CMV-Infektion, obwohl CMV eine Reihe von immunevasiven Strategien 

entwickelt hat, erst einmal antivirale Mechanismen initiiert und der Kontrolle durch das 

Immunsystem unterworfen ist. Die Entwicklung einer antiviralen CD8+ T-Zellantwort ist der 

Hauptmechanismus, um eine CMV-Infektion in Schach zu halten (Koszinowski et al., 1990; 

Reusser et al., 1991). Für die Entwicklung antiviraler zytotoxischer T-Zellen sind APCs wie 

DCs essentiell (Sigal et al., 1999). Sie präsentieren den CD8+ T-Zellen MHC-Klasse-I-

Antigen-Komplexe und sorgen für deren volle Aktivierung als CTLs (Ridge et al., 1998). 

CMV-infizierte DCs können auf diese Weise schnell und effizient eine antivirale CMV-

spezifische CD8+ T-Zellantwort zur Kontrolle der Infektion induzieren.  

 

Im Gegensatz zur autologen MLR, waren MCMV-infizierte DCs 24 Stunden nach Infektion 

nicht fähig, die Proliferation allogener T-Zellen zu stimulieren. Während die autologe MLR 

ein Modell für das Priming naiver T-Zellen gegen ein fremdes Antigen ist, dient die allogene 

MLR zur Analyse der T-Zellantwort gegen nicht-eigene MHC-Moleküle, was der Situation 

nach allogenen Transplantationen entspricht. In beiden Fällen ist die Präsenz und Interaktion 

der MHC-Moleküle und ko-stimulatorischen Moleküle für die Stimulation der T-Zell-

Proliferation erforderlich. Es wurde gezeigt, dass DCs allogene T-Zellen stimulieren, indem 

sie MHC-Klasse-II Moleküle auf allogene DCs übertragen, die dann syngene T-Zellen 

aktivieren (Bedford et al., 1999). Da die Anwesenheit von syngenen DCs in unseren T-Zell-

Präparationen nicht ausgeschlossen werden kann, ist es möglich, dass CMV DCs derartig 

verändert, dass sie nicht mehr fähig sind, MHC-Klasse-II Moleküle auf andere DCs zu 

übertragen, wie für HIV-1 vorgeschlagen wurde (Knight, 2001), sodass die Stimulation von 

T-Zellen aus diesem Grund in der allogenen MLR inhibiert ist. 

Die unterschiedlichen Resultate der beiden MLRs früh nach Infektion können auch auf einer 

CMV-induzierten Veränderung der Zytokinexpression der DCs beruhen. Eine durch CMV 

beeinträchtigte Sekretion von IL-2 und IL-12 durch DCs, wie sie für MCMV (Andrews et al., 

2001) und HCMV (Moutaftsi et al., 2002) beschrieben wurde, kann für eine reduzierte 

Aktivierung allogener T-Zellen, trotz verstärkter Expression von MHC und ko-

stimulatorischen Molekülen, verantwortlich sein. Reife DCs exprimieren IL-2 und IL-12 
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(Granucci et al., 2001), welche früh in der allogenen MLR, nicht aber in der autologen 

sekretiert werden (Moudgil et al., 1997), sodass eine durch CMV-inhibierte Sekretion der 

beiden Zytokine eine entscheidende Rolle bei der Aktivierung der allogenen T-Zellen spielen 

kann. Für das Hepatitis C Virus (HCV) wurden ähnliche Beobachtungen gemacht. DCs aus 

HCMV-infizierten Individuen zeigten beeinträchtigte allostimulatorische Fähigkeiten, 

einhergehend mit einer reduzierten IL-2 und IL-12 Sekretion der infizierten DCs (Kanto et al., 

1999). Mehrere Studien haben einen Defekt in der IL-2 Produktion bei mononukleären 

Blutzellen und Milzzellen nach CMV-Infektionen beschrieben und ihn mit der Entwicklung 

einer T-Zell-Anergie in Verbindung gebracht (Blackett und Mims, 1988; Kapasi und Rice, 

1988). Tatsächlich kann eine IL-2 Therapie eine beeinträchtigte T-Zell-Antwort teilweise 

aufheben (Kapasi und Rice, 1988) und verstärkt in vivo den antiviralen Effekt CD8+ 

zytotoxischer T-Zellen (Reddehase et al., 1987).  

Ob jedoch bereits die Aktivierung der allogenen T-Zellen oder erst die Proliferation der T-

Zellen in Anwesenheit von CMV-infizierten DCs inhibiert ist, wie es für HCMV 

vorgeschlagen wurde (Raftery et al., 2001), ist nicht weiter bekannt. Raftery et al. zeigten, 

dass CMV-infizierte DCs immer noch fähig waren, allogene T-Zellen zu aktivieren, aber die 

Interaktion der infizierten DCs mit den T-Zellen deren Apoptose induzierte. Die hier 

gezeigten Resultate der MLRs tragen zu einer Erklärung für die Unterschiede im 

Wiederaufbau einer anti-CMV-Immunantwort nach einer autologen bzw. allogenen 

Knochenmarkstransplantation bei (Mendes et al., 2002; Rubin, 1999). Die Unfähigkeit CMV-

infizierter DCs, allogene naive T-Zellen zu primen, kann zu einer reduzierten antiviralen 

Kontrolle und zu dem erhöhten Risiko einer auftretenden CMV-Pathogenese bei 

Histoinkompatibilität zwischen Spender und Empfänger beitragen. 

 

V.3.3.B Phänotypische und funktionelle Beeinflussung umliegender DCs durch MCMV-
infizierte DCs  

 
CMV hat eine breite Vielfalt an Immunevasionsmechanismen entwickelt, um in einem 

immunkompetenten Wirt replizieren und persistieren zu können. Einmal mehr wurde 

bestätigt, dass das Virus in der Lage ist, die Funktion der Zellen zu verändern, die für die 

adaptive Immunantwort eine kritische Rolle spielen. Die reduzierte Expression der MHC und 

ko-stimulatorischen Moleküle auf CMV-infizierten reifen DCs wirkt sich negativ auf die 

Aktivierung naiver T-Zellen aus und verhindert auch das Primen naiver CD4+ T-Helfer-Zellen 

und CD8+ Gedächtniszellen. Neben der CMV-induzierten selektiven Reduktion der 
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Expression der MHC und ko-stimulatorischen Moleküle auf infizierten DCs, die direkt von 

viralen Proteinen induziert zu werden scheint, ist auch die Expression der MHC und ko-

stimulatorischen Moleküle auf nicht-infizierten DCs in infizierten Kulturen reduziert, wenn 

auch viel schwächer. Dies weist darauf hin, dass die Expression der Oberflächenmoleküle 

zusätzlich durch lösliche Faktoren beeinflusst wurde, ähnlich der beschriebenen MHC-

Klasse-II-Reduktion auf Makrophagen durch die MCMV-induzierte IL-10 Sekretion (Redpath 

et al., 1999) oder der CMV-induzierten Modulation der Expression von CD83 durch TGF-β 

infizierter Zellen (Arrode et al., 2002). Zytokin-vermittelte Mechanismen scheinen demnach 

auch nicht-infizierte DCs in der Expression von Oberflächenmolekülen zu beeinflussen und 

zusätzlich zur Beeinträchtigung der T-Zell-Antwort beizutragen.  

DCs, die mit UV-inaktiviertem MCMV infiziert wurden, zeigten eine ähnliche Stimulation 

der T-Zell-Proliferation wie DCs aus nicht-infizierten Kulturen und unterschieden sich somit 

von der T-Zell-Antwort, die durch DCs, die mit replikations-kompetentem MCMV infiziert 

waren, induziert wurde. Dies bedeutet, dass virale Genexpression eine Voraussetzung für eine 

reduzierte T-Zell-Stimulation durch infizierte DCs ist und die Interaktion des Virus mit dem 

zellulären Rezeptor alleine nicht ausreicht, um die Funktion der DCs zu beeinflussen. Ein 

Effekt der UV-inaktivierten Viren auf die Zellen hätte vermutet werden können, da für die 

Bindung des HCMV-Virions an seinen zellulären Rezeptor via das Glykoprotein B 

beschrieben worden war, dass diese Interaktion eine Veränderung der Expression zellulärer 

Gene induziert und im besonderen Interferon-induzierbare Gene davon betroffen sind (Boyle 

et al., 1999; Simmen et al., 2001). 

 

V.3.4 KONTROLLE DER CMV-INFEKTION TROTZ VIRALER IMMUNEVASIONSSTRATEGIEN 

 

Trotz einer breiten Vielfalt an entwickelten Immunevasionsstrategien, ist ein 

immunkompetenter Wirt in der Lage, eine CMV-Infektion zu kontrollieren und eine CMV-

spezifische T-Zell-Antwort zu etablieren. Dies kann zum einen darauf beruhen, dass virale 

Proteine von APCs präsentiert werden können, bevor die viralen immunmodulatorischen 

Genprodukte darauf Einfluss nehmen können. Zum anderen sind die Viren nicht in der Lage 

die Expression sämtlicher MHC und ko-stimulatorischen Moleküle auf den Zellen zu 

unterbinden, sodass die Immunantwort zwar abgeschwächt und verzögert, nicht aber 

vollständig inhibiert werden kann. Eine weitere Möglichkeit, wie das Immunsystem die 

Inhibitionsversuche von CMV umgeht, kann die Cross-Präsentation von CMV-Antigenen sein 

(Tabi et al., 2001). Dabei nehmen nicht-infizierte unreife DCs CMV-Antigene von infizierten 
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apoptotischen, nekrotischen oder auch lebenden Zellen (Fibroblasten, Endothelzellen, 

Makrophagen oder DCs) auf, reifen und präsentieren CMV-Antigene den CD8+ CTLs 

(Harshyne et al., 2001; Rovere et al., 1998). Erst kürzlich wurde eine weitere 

Erklärungsmöglichkeit für dieses Phänomen beschrieben. Es wurde ein virales early (E)-

Peptid identifiziert, das während der frühen und späten Phase der viralen Genexpression auf 

derselben Zelle präsentiert wird, in der die Präsentation des antigenen IE1-Peptides durch 

Immunevasionsmechanismen behindert ist. Dieses E-Peptid entkommt offensichtlich den 

Immunevasionsproteinen und ermöglicht die Erkennung der infizierten Zellen durch CTLs 

(Holtappels et al., 2002).  

Die Identifizierung und Charakterisierung der viralen Gene, die für die Reduktion der MHC- 

und ko-stimulatorischen Moleküle verantwortlich sind, würde erheblich zu einem besseren 

Verständnis der Interferenz des Virus mit der Antigen-Präsentation beitragen. Kenntnisse 

über Mechanismen sind besonders für die Entwicklung einer CMV-Vakzine und der 

Unterbindung der CMV-induzierten Immunsuppression von großer Bedeutung. 
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Abb.   Abbildung 
APC   antigen presenting cells, Antigen-präsentierende Zelle 
ATCC   American Type Culture Collection 
BAC   bacterial artificial chromosome 
bp   Basenpaar(e) 
CCR   Chemokin Rezeptor 
CD   cluster of differentiation 
CMV   Cytomegalovirus 
cpm   counts per minute 
CROMA  croatia monoclonal antibody 
CTL   cytotoxische T-Lymphocyten 
DCs   dendritische Zellen  
DMEM  Dulbecco´s modified Eagle medium 
DNA   Desoxyribonukleinsäure 
dNTP   Desoxynukleotidtriphosphat 
dsRNA  doppelsträngige Ribonukleinsäure 
E oder e  early 
EBV   Epstein-Barr Virus 
E. coli   Escherichia Coli 
FACS   fluorescence activated cell sorting 
FCS   fötales Kälberserum 
FDCP-Mix factor dependent cells Paterson, faktorabhängige Zellen aus dem 

Paterson-Institut mit gemischtem Differenzierungspotential 
for   forward 
gB   Glykoprotein B 
g   Gramm 
GFP   green fluorescent protein 
GM-CSF  granulocyte macrophage colony stimulating factor 
h   Stunde(n) 
3H   Tritium 
HCMV  Humanes Zytomegalovirus 
HHV   Humanes Herpes Virus 
HIV   Human Immunodeficiency Virus 
HS   Horse serum, Pferdeserum 
HSV   Herpes Simplex Virus 
IE oder ie  immediate-early 
IFN   Interferon 
IgG   Immunoglobulin G 
IL   Interleukin 
IMDM   Iscove´s modified Dulbecco´s Medium 
IntDCs   interstitielle dendritische Zellen 
kb   Kilobasenpaare 
KLH   keyhole limpet hemocyanin 
kV   Kilo-Volt 
L   late 
l   Liter 
lac   Laktose 
LB-Medium  Luria-Bertani-Medium 
LC   Langerhans Zelle 
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LPS   Lipopolysaccharid 
M   Molar 
m   Milli 
MCMV  Maus-Zytomegalovirus 
M-CSF  macrophage colony stimulating factor 
MEF   mouse embryonic fibroblasts, murine embryonale Fibroblasten 
min   Minute(n) 
F   Farad 
MHC   major histocompatibility complex, Haupthistokompatibilitätskomplex 
MLR   mixed lymphocyte reaction, Lymphocyten-Proliferations-Assay 
MOI   multiplicity of infection 
MV   Masern Virus 
NK-Zellen  natural killer cells, natürliche Killer-Zellen 
nt   Nukleotid 
OD   optische Dichte  
ORF   open reading frame, offener Leserahmen 
PBS   phosphate buffered saline 
PCR   polymerase chain reaction, Polymerase-KettenReaktion 
pfu   plaque forming units 
p.i.   post infection, nach Infektion  
RNase   Ribonuklease 
RT   Raumtemperatur 
rpm   rounds per minute, Umdrehungen pro Minute 
SCP   small capsid protein, kleines Kapsidprotein 
TCR   T-Zell-Rezeptor 
TGF   transforming growth factor 
Th   T-Helfer 
TNF   tumor necrosis factor 
U   units, Einheit(en) 
ÜN   über Nacht 
Vol.   Volumen / Volumina 
VZV   Varicella Zoster Virus 
wt   Wildtyp 
w/v   weight / volume 
µl   Mikroliter 
Ω   Ohm 
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