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Abstrakt

Abstrakt

Hintergrund: Eine Infektion mit dem Humanen Cytomegalovirus (HCMV) kann sich im
Rahmen einer Organ- oder Stammzelltransplantation als potentiell lebensbedrohliche
Erkrankung manifestieren, weshalb haufig Virostatika zur Prophylaxe und Therapie
eingesetzt werden mussen. Entwickelt sich bei protrahierten Verlaufen der Verdacht auf
eine Virostatika-Resistenz, bedarf es einer genotypischen Resistenztestung, welche
resistenzvermittelnde Mutationen detektieren und gegebenenfalls eine Umstellung des
Therapieregimes nach sich ziehen kann. Fur die zuverlassige Einordnung detektierter
Mutationen ist das Vorliegen einer breiten Datenbasis phanotypisch charakterisierter
Mutationen und Polymorphismen in resistenzassoziierten Genen erforderlich.

Ziel dieser Arbeit war es, zwei bislang unbeschriebene Mutationen im HCMV-UL54-Gen
(N855I, F861Y), welche im Kontext einer refraktaren HCMV-Infektion eines padiatrischen
Patienten nach allogener Stammzelltransplantation detektiet wurden, zu
phanotypisieren und ihre mogliche Auswirkung auf das klinische Erscheinungsbild zu

beurteilen.

Methoden: Mittels spurloser Mutagenese wurden die UL54-Mutationen einzeln und in
Kombination in ein HCMV-Genom integriert, welches als Bakterielles Artifizielles
Chromosom (BAC; Stamm TB40-BAC4) vorlag. Daraus resultierende HCMV-BAC-
Mutanten wurden als infektidses Virus in permissiven Fibroblasten rekonstituiert und
hinsichtlich ihrer Replikationskinetik charakterisiert. Fur die phanotypische Testung der
HCMV-Mutanten bezlglich ihrer Virostatika-Suszeptibilitat wurde in dieser Arbeit ein
Titer-Reduktions-Assay neu etabliert, welches auf der durchflusszytometrischen
Immunotitration basiert. In Triplikaten wurden fur jede HCMV-Mutante Ganciclovir- und
Foscarnet-Konzentrationen bestimmt, welche den Virustiter um 50% reduzieren (ECso).
Anhand der ECso-Ratio (ECso Mutante ~ ECso Wildtyp) wurde das Verhaltnis zum
sensitiven HCMV-Wildtyp und mitgefihrten Referenzmutanten ermittelt und die
Virostatika-Suszeptibilitat eingestuft. Ferner erfolgte eine Gegenulberstellung der
Ergebnisse des neu etablierten Titer-Reduktions-Assays mit denen eines konventionellen

Plaque-Reduktions-Assays.

Ergebnisse: Fur die HCMV-UL54-Mutanten N855I, F861Y und N855I/F861Y zeigte sich
eine leichte Verzégerung und Verminderung der viralen Replikation. Hinsichtlich der

Virostatika-Suszeptibilitat wurden mit dem Titer-Reduktions-Assay konsistent niedrigere
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Abstrakt

ECso-Werte und ECso-Ratios als mit dem Plaque-Reduktions-Assays ermittelt. Die
Mutationen UL54-N855I, UL54-F861Y und UL54-N855I/F861Y zeigten sich demnach im
Titer-Reduktions-Assay als Ganciclovir-und Foscarnet-sensitiv. Mit dem Plaque-
Reduktions-Assay konnte UL54-N855I ebenfalls als Ganciclovir-und Foscarnet-sensitiv
charakterisiert werden, wahrend ECso-Ratios fur die UL54-Doppelmutante N8551/F861Y
eine geringflgige Foscarnet-Resistenz und fur UL54-F861Y eine geringgradige

Ganciclovir- und Foscarnet-Resistenz anzeigten.

Schlussfolgerungen: Es konnte gezeigt werden, dass die UL54-Mutationen N855I und
F861Y einzeln und in Kombination eine geringe Einschrankung der Virusreplikation
vermitteln. Eine hochgradige Ganciclovir- und Foscarnet-Resistenzvermittiung kann fir
die Mutationen mit den Ergebnissen dieser Arbeit ausgeschlossen werden. Eine
eindeutige quantitative Einstufung der assoziierten Virostatika-Suszeptibilitat und die
Bedeutung weiterer retrospektiv detektierter Mutationen fur die Entwicklung der
klinischen Therapierefraktaritat sollte durch weitere phanotypische Testungen eruiert
werden. Der neu etablierte Titer-Reduktions-Assay erzielt reproduzierbare und objektive
Ergebnisse und kann daher perspektivisch eine alternative Methode flr phanotypische

Resistenztestungen darstellen.



Abstract

Abstract

Background: Human cytomegalovirus (HCMV) infection can manifest as a potentially
life-threatening disease after organ or stem cell transplantation, which is why antiviral
prophylaxis and treatment are often mandatory. If antiviral resistance is suspected,
genotypic resistance testing is required to detect resistance-associated mutations in order
to adapt the therapy regimen accordingly. Reliable classification of detected mutations
requires a broad database of phenotypically characterized mutations and polymorphisms
in resistance-associated genes. The aim of this work was to describe previously unknown
HCMV-UL54-mutations N8551 and F861Y that were detected in the context of a refractory
HCMV infection in a pediatric patient after allogeneic stem cell transplantation and to

assess their potential impact on the clinical presentation.

Methods: Using markerless mutagenesis, UL54 mutations were introduced individually
and in combination into a bacterial artificial chromosome (BAC; strain TB40-BAC4)
harboring the HCMV genome. Resulting HCMV BAC mutants were reconstituted as
infectious virus in fibroblasts and examined for viral growth kinetics. Using flow cytometric
immunotitration, a titer reduction assay was established to assess antiviral drug
susceptibility. For each HCMV mutant Ganciclovir and Foscarnet concentrations required
to reduce viral titer by 50% (ECso) were determined. Using the ECsg ratio (ECso mutant +
ECso parental virus), the relation between undescribed mutations, sensitive HCMV-
wildtype and well-known reference mutants was described and antiviral drug
susceptibility was classified. Furthermore, results of the titer reduction assay were

compared to those of a conventional plaque reduction assay.

Results: UL54-mutations N855I, F861Y and N855I/F861Y slightly delayed and restricted
viral growth. Consistently, the TRA yielded lower ECso values and ECs ratios than the
plaque reduction assay. Based on the titer reduction assay, the mutations were found to
be sensitive to Ganciclovir and Foscarnet. ECso ratios resulting from plaque reduction
assay indicated low-grade foscarnet resistance for the UL54 double mutant N8551/F861Y
and low-grade ganciclovir and foscarnet resistance for UL54-F861Y. UL54-N855| was

characterized as ganciclovir- and foscarnet-sensitive.

Conclusion: The UL54-mutations N8551 and F861Y individually and in combination

confer a slight viral growth restriction, but high-grade ganciclovir and foscarnet resistance

Xl



Abstract

can be excluded. A precise quantitative classification of conferred antiviral drug
susceptibility and the significance of later detected mutations for the development of
refractory HCMV infection should be elucidated by further phenotypic testing. The
established titer reduction assay provides reproducible and objective results, making it a

possible prospective alternative method for phenotypic resistance testing.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Humane Cytomegalovirus

Das Humane Cytomegalovirus (HCMV) ist ein Herpesvirus, welches den
Betaherpesvirinae zugeteilt wird und auch als Humanes Herpesvirus 5 (HHV-5) bekannt
ist (1). Der Name Cytomegalovirus entstand aufgrund seiner charakteristischen
Eigenschaft, in infizierten Zellen grofRe intrazellulare Einschlusskérperchen zu bilden, die
zum mikroskopischen Erscheinungsbild von Eulenaugenzellen (,owl's eyes®) und einer
Zunahme des Zellvolumens fuhren (2, 3). Charakteristisch fur alle Herpesviren und somit
auch fur HCMV ist, dass die viralen Genome nach einer Infektion lebenslang in latenter

Form im Organismus verbleiben (2, 4, 5).

1.1.1 Morphologie

Das reife Viruspartikel (Virion) des HCMV hat einen Durchmesser von 150-200 nm und
setzt sich von auf3en nach innen aus einer Lipiddoppelmembran (Virushillmembran) mit
zahlreichen viralen Glykoproteinen, dem proteinreichen Tegument und dem
ikosaedrischen Nukleokapsid, welches die lineare Doppelstrang-DNA einbettet,
zusammen. Von den insgesamt acht derzeit bekannten humanpathogenen Herpesviren
ist das HCMV das grofte, bestehend aus einem Genom mit rund 230 Kilobasenpaaren
(kbp) (2, 3, 5). Einteilen lasst sich das Genom in unique short (US)- und unique long (UL)
Regionen und repetitive Sequenzen an den Termini des Genoms sowie zwischen den
US- und UL-Abschnitten. Der Groliteil der codierenden Gene befindet sich als offene
Leserahmen (ORF) in den US- und UL-Regionen (3, 4).

1.1.2 Replikationszyklus

Das Virus tritt Uber die Bindung von viralen Oberflachenmolekulen (Glykoproteinen) an
spezifische Oberflachenrezeptoren und daraus folgender Fusion oder Endozytose in die
Wirtszelle ein. Darauffolgend wird das Nukleokapsid in das Zytoplasma abgegeben und
Uber zytoskelettale Strukturen zum Zellkern transportiert. Unmittelbar nach der DNA-
Injektion in den Zellkern schlief3t sich die kaskadenartige Synthese von viralen Proteinen
in einer bestimmten zeitlichen Abfolge an (3, 5, 6). Der Beginn der Expressionskaskade
wird durch einen Promotor, den sogenannten Major Immediate Early (MIE) Promotor,

initiiert und ist unabdingbar fir den weiteren Verlauf der viralen Genexpression und
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Replikation. Die beteiligten MIE Proteine inhibieren unter anderem die intrinsische
Immunabwehr und agieren als Transaktivatoren und Autostimulatoren flr die Expression
weiterer viraler immediate early (IE) Gene bis zu 2 Stunden (h) nach Infektion (3, 7-10).
IE-Proteine stimulieren anschlieRend die Genexpression viraler early (E) Gene (< 24 h),
die vor allem fur virale Enzyme codieren, welche fir die DNA-Replikation essentiell sind
und daher auch als Zielstrukturen fur bisher zugelassene antivirale Therapeutika dienen
(3, 5,6, 11). Insbesondere sind hier pUL97 als Kinase, pUL54 als DNA-Polymerase sowie
pUL51, pUL52, pULS6, pUL77, pUL89, pUL93, pUL104 als Proteine des Terminase-
Komplexes zu nennen (12). Als Letztes folgt die Expression von late (L) Genen (> 24 h),
die Uberwiegend fir strukturelle Virusproteine codieren (3, 5, 6, 11). Nachfolgend schlief3t
sich der Zusammenbau des Kapsids mit Translokation der viralen DNA in das Kapsid an.
Die reifen Kapside werden daraufhin in das Zytoplasma abgegeben, wo Tegumentation,
Umhallung und Akkumulierung unter der Bildung eines Assembly Complex erfolgen,
bevor die reifen Viruspartikel aus der infizierten Zelle in den Extrazellularraum entlassen
werden und schliellich die Lyse der Wirtszelle stattfindet (3).

Ein wichtiger Pathogenitatsfaktor des HCMV ist die Etablierung der viralen Latenz im
menschlichen Wirt mit der Moglichkeit einer Reaktivierung aus Latenz-Reservoirs. Dabei
spielt die Suppression des MIE-Promotors fiir den Ubergang in die latente Form und
wiederum die Reaktivierung des MIE-Promotors mit folgender Expressionskaskade fir
den Ubergang in den lytischen Zyklus eine wichtige Rolle. Bisher wurden Vorlauferzellen
der myeloischen Zellreihe als Haupt-Reservoir fur latente HCMV-Formen identifiziert (2,
5, 13-15).

1.1.3 Epidemiologie

Das HCMV ist ein ubiquitar verbreitetes Virus, dessen Seropravalenz weltweit ca. 83%
betragt. Die hochste Seropravalenz liegt in Landern des Ostlichen Mittelmeerraumes
(90%) und die niedrigste in der europaischen WHO-Region (66%) vor (16). In
Deutschland sind etwa 56,7% der erwachsenen Population und 27,4% der Kinder im Alter
von 1-17 Jahren HCMV-seropositiv. Demnach ist eine Zunahme der Pravalenz mit
steigendem Alter zu verzeichnen (2,17-19). Zudem werden ein niedriger
soziodkonomischer Status, der Kontakt mit Kérpersekreten von Kindern (Urin, Speichel)
und das weibliche Geschlecht mit einer erhdhten HCMV-Seropositivitat innerhalb der

erwachsenen Population assoziiert (1, 18, 20, 21).
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Bei Kindern wurden als Einflussfaktoren flir eine HCMV-Seropositivitat unter anderem ein
Migrationshintergrund, das Stillen mit Muttermilch und der Besuch einer Kinderbetreuung

vor dem 3. Lebensjahr identifiziert (17).

1.1.4 Transmission

Eine HCMV-Ubertragung kann in jedem Alter horizontal tiber Blut und Korperfliissigkeiten
wie Urin, Speichel, Vaginalsekret, Sperma, Tranenflissigkeit oder auch solide Organ-
und allogene Stammzelltransplantationen (SOT, SZT) erfolgen. Ferner ist prapartal eine
vertikale Transmission Uber die Plazenta, peripartal wahrend des Geburtsvorganges oder
postpartal beim Stillen Gber die Muttermilch von der Mutter auf das Kind méglich (2, 5, 22-
24). Eine initiale Infektion erfolgt meist Uber die Epithelzellen der Haut, des
Respirationstraktes oder des Gastrointestinaltraktes und verbreitet sich dann Uber die
Infektion von Leukozyten innerhalb des gesamten Korpers (2, 22, 25). Eine
persistierende Verbreitung ist trotz Immunkompetenz und Latenz im Rahmen einer
asymptomatischen Reaktivierung durch Ausschittung von Viruspartikeln Uber
Korpersekrete, wie z.B. Speichel, Urin und Muttermilch madglich (2, 4, 22, 26-28).

Im Rahmen von SOT und SZT tritt eine HCMV-Infektion als haufigste opportunistische
Infektion auf und stellt eine der Hauptursachen flr eine erhdhte Morbiditat und Mortalitat
dar (29-32). Das grofdte Risiko durch eine SOT mit einer schweren HCMV-Erkrankung
konfrontiert zu werden besteht durch Primarinfektion, d.h. wenn ein Organ seropositiver
Spender*innen (D+) in seronegative Empfanger*innen (R-) transplantiert wird. Nach SZT
kommt es in 80% der Falle hingegen durch eine Reaktivierung des latenten Virus in

seropositiven Empfanger*innen zu einer erneuten akuten HCMV-Infektion (5, 33).

1.2 Die HCMV-Infektion

1.2.1 Kiinik

Eine HCMV:-Infektion kann sich klinisch sehr unterschiedlich darstellen. Die Ausreifung
und Funktion des Immunsystems sind hierbei flr unterschiedliche Verlaufe mafgeblich.
Bei immunkompetenten Menschen verlauft eine primare Infektion mit dem HCMV
vorwiegend inapparent. Dennoch werden auch symptomatische Verlaufe mit
wiederkehrenden grippeartigen Symptomen, wie Fieber, Fatigue und Gliederschmerzen,

beschrieben (34). Zudem koénnen sich auch ahnliche Symptome einer leichten
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Auspragung der infektidsen = Mononukleose (zervikale Lymphadenopathie,
Splenomegalie, Gliederschmerzen) zeigen (2, 35, 36). In aulerst seltenen Fallen kann
es bei immunkompetenten Menschen zu einem schwerwiegenden klinischen Bild einer
gewebeinvasiven HCMV-Erkrankung mit Organversagen (Endorgankrankheit) kommen
(1, 3, 37, 38). Nach einer Primarinfektion etabliert sich bei Immunkompetenz in der Regel
eine lebenslange latente Infektion, die durch Schwachung des Immunsystems zu einer
erneuten Virusreplikation und moglichen Symptomen flihren kann.

Fir Menschen mit unreifem, eingeschrankt funktionierendem oder supprimiertem
Immunsystem stellt eine Infektion mit dem HCMV eine potentiell lebensbedrohliche
Situation dar. Zur Risikogruppe zahlen Uberwiegend HIV-Infizierte, Ungeborene bzw.
Neugeborene (insb. Frihgeborene), Menschen mit primaren oder sekundaren
Immundefekten und Transplantatempfanger*innen. Da das HCMV einen sehr breiten
Zelltropismus zeigt, kdnnen sich in dieser Risikogruppe verschiedene schwerwiegende
Erkrankungen multipler Organe durch direkte Zytopathogenitat (z.B. Pneumonitis,
Enterokolitis, Hepatitis, Encephalitis, Retinitis) mit einhergehenden Spatfolgen
manifestieren (2, 39). So kann es mitunter zu einem komplexen Bild einer systemischen
HCMV-Erkrankung mit potentieller Todesfolge kommen (4, 5, 40, 41).

Im Rahmen einer kongenitalen Infektion zeigen etwa 5-10 % der Neugeborenen
Symptome, z.B. Petechien, lkterus, Hepatosplenomegalie und Mikrozephalie (24, 42).
Bei asymptomatisch infizierten Neugeborenen werden in 5-15% der Falle
Langzeitfolgen, Uberwiegend in Form von neurologischen Defiziten, beobachtet. Am
haufigsten kommt es dabei zu psychomotorischen Einschrankungen, sensorineuraler
Hoérschadigung, mentaler Retardierung, Chorioretinitis, Krampfleiden und Zerebralparese
(3, 24, 43, 44).

1.2.2 Diagnostik

Heutzutage konzentriert sich die Diagnostik von primaren und latenten HCMV-Infektionen
hauptsachlich auf den schnellen Nachweis einer HCMV-spezifischen humoralen und
zellularen Immunantwort (IgM-/IgG-Antikoérper, spezifische T-Zellen) und HCMV-
Direktnachweise (HCMV-Nukleinsauren) mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) (4, 45-
47). Der serologische Nachweis von IgG deutet dabei eine latente Infektion an, der IgM-
Nachweis gibt einen Hinweis auf ein akuteres Infektionsgeschehen. Durch die zusatzliche
Bestimmung der Aviditat von HCMV-spezifischen IgG-Antikérpern oder der Suche nach

neutralisierenden Antikérpern (anti-Glykoprotein B, anti-Glykoprotein H) kann zwischen
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einer akuten und langer zuruckliegenden HCMV-Infektion zuverlassiger differenziert
werden. So sprechen eine niedrige IgG-Aviditat und fehlende neutralisierende Antikorper
fur eine kirzlich (bis vor ca. 3 Monaten) erworbene Infektion (24, 45, 48).

Ist das Immunsystem in seiner Funktion eingeschrankt, z.B. nach SOT und SZT oder bei
Neugeborenen, so stellt die serologische HCMV-Antikorperdiagnostik keine zuverlassige
diagnostische Methode dar. Man bedient sich daher vor allem des direkten
Virusnachweises durch Isolation und Quantifizierung von HCMV-Nukleinsduren oder des
Virus selbst aus Blut, Plasma, Serum, Trachealsekret, Urin, Muttermilch, Liquor und
Gewebe (4, 24, 49-52).

1.2.3 Pravention

Um Primarinfektionen und damit die Seropravalenz von latenten HCMV-Infektionen in der
Allgemeinbevdlkerung weltweit herabzusetzen, bleibt die Entwicklung eines Impfstoffes
weiterhin Prioritat. Mittlerweile existieren zwar verschiedene potentielle Lebend- und
Totimpfstoffe, jedoch ist bisher keiner dieser Impfstoffe als effektiv genug einzustufen und
daher auch nicht zugelassen (2, 3, 53, 54).

Eine allgemeine Praventionsmalinahme im Krankenhaus ist die Leukozytendepletion von
Blutprodukten, um bei Bluttransfusionen mitunter auch das Risiko einer Ubertragung von
HCMV auf Empfanger*innen zu reduzieren (3, 31, 55, 56).

Als primare Praventionsstrategie einer HCMV-Infektion im Rahmen einer SOT oder SZT
steht die HCMV-IgG-Testung und Risikostratifizierung anhand der Konstellation des
Serologiestatus von Spender*in und Empfanger*in vor der Transplantation zur Verfugung
(siehe Tab. 1). Das geringste Risiko besteht bei Seronegativitat von Spender*in und
Empfanger*in (D-/R-), die Umsetzung einer solchen Transplantation ist allerdings haufig
nicht realisierbar (3, 45). FUr die anderen jeweiligen Risikokonstellationen ergeben sich
weitere sekundare Praventionsstrategien, um einer manifesten HCMV-Erkrankung bei
Seropositivitat vorzubeugen. Hierzu zahlen die universelle Prophylaxe (dreimonatige
antivirale Medikation in halber therapeutischer Dosis) und die praemptive Therapie
(wochentliches bis zweiwdchentliches Monitoring durch Bestimmung von HCMV-DNA
und Einleitung einer Therapie bei Uberschreitung bestimmter Grenzwerte). Beide
MaRnahmen weisen Vor-und Nachteile auf und mussen individuell in Hinblick auf
Risikokonstellation, Transplantationsform, Kliniklogistik und Kosten abgewogen werden.
(45, 52, 57, 58).
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Tab. 1: Risikoklassifikation bei Organ- und Stammzelltransplantation (SOT, SZT) anhand des
HCMV-Serologiestatus von Spender*in/Empfanger*in, modifiziert nach (45).

HCMV-lgG-Serologiestatus Risikoklassifikation
Spender*in (D) Empféinger*in (R) SoT SZT
- - niedrig niedrig
- + maig hoch*
+ + maiig maig
+ - hoch mafig*

* Kontroverse Studienlage zum Einfluss des Serologiestatus von Spender*innen (59-62)
SOT = Organtransplantation, (solide Organtransplantation); SZT = allogene Stammzelltransplantation

1.2.4 Therapie

Eine medikamentdése Therapie einer HCMV-Infektion ist bei immunkompetenten
Menschen nur in sehr seltenen Fallen bei Auftreten von schweren Symptomen indiziert.
Nach SOT oder SZT hingegen werden, wie eben beschrieben, Virostatika auch im Falle
einer asymptomatischen Infektion als Prophylaxe oder praemptive Therapie eingesetzt
(2-4,52,63). Fur das Management symptomatischer HCMV-Infektionen nach

Transplantationen liegen Therapieempfehlungen von Fachgesellschaften vor (64, 65).

1.3 Virostatika

Alle bisher zugelassenen antiviralen Therapeutika hemmen die virale Replikation. Derzeit
sind vier verschiedene Medikamente fur die Therapie und Prophylaxe einer HCMV-
Infektion zugelassen. Die Wirkung der drei gangigsten Virostatika Ganciclovir (GCV),
Cidofovir (CDV) und Foscarnet (FOS) basiert auf der Verlangsamung oder Terminierung
der viralen Replikation durch Interaktion mit der UL54-DNA-Polymerase. Fur die Wirkung
von GCV ist auRerdem die UL97-Kinase als initial aktivierendes Enzym essentiell (2, 3,
66, 67).

1.3.1 Ganciclovir (GCV) und Valganciclovir (VGCV)
Als Goldstandard in der Therapie und Prophylaxe von HCMV-Infektionen bzw.

Erkrankungen gilt Ganciclovir (GCV), ein Guanosin-Analogon, welches seit 1989
zugelassen (68) ist. GCV kann nur als GCV-Triphosphat die virale Replikation inhibieren,

weshalb es zunachst dreimalig phosphoryliert werden muss. Die erste Phosphorylierung
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findet durch die virale UL97-Kinase statt, der zweite und dritte Phosphorylierungsschritt
werden durch zellulare Kinasen katalysiert (siehe Abb. 1). GCV-Triphosphat wird
schliel3lich in den wachsenden DNA-Strang als Guanosinanalogon bei der Replikation
aufgenommen, was die weitere Polymerisation durch die virale UL54-Polymerase und
damit die virale Replikation deutlich verlangsamt und ggf. terminiert (62, 67-69). Die
Neutropenie wird als haufigste und bedeutsamste Nebenwirkung beschrieben, weitere
Nebenwirkungen sind beispielsweise Neurotoxizitat, Anamie und Thrombozytopenie, bis
hin zu einer Knochenmarkhypoplasie (2, 67, 70). Die Applikation von GCV erfolgt in der
Regel intravends fur initial 14 Tage (d) mit 5 mg/kg/d. Bei Nierenfunktionsstérungen wird
die Dosis dementsprechend angepasst (2, 67).

Valganciclovir (VGCV) ist ein Prodrug von GCV, welches in oraler Applikationsform eine
bessere Bioverfugbarkeit als orales GCV besitzt und sich dadurch vor allem fur eine
fortflhrende Erhaltungstherapie eignet. Im Gastrointestinaltrakt und der Leber wird
VGCV zu GCV konvertiert und entfaltet anschlief3end seine Wirkung (2). Die Wirkstarke
entspricht der des intravends verabreichten GCV, Nebenwirkungen kommen seltener vor

und fallen in der Regel milder aus (70).

1.3.2 Cidofovir (CDV)
Cidofovir (CDV) ist ein Cytosin-Analogon und wird vor allem zur Therapie HCMV-

induzierter Retinitiden bei AIDS-Patienten und Infektionen mit HCMV-Stammen, die
aufgrund von Mutationen in UL97-Gensequenzen resistent gegentber GCV sind,
angewandt (62, 67). CDV inhibiert als Nukleosid-Analogon die UL54-codierte DNA-
Polymerase durch Inkorporation in die virale DNA. Im Gegensatz zu GCV liegt CDV
jedoch bereits monophosphoryliert vor und wird von zellularen Kinasen zur aktiven Form
phosphoryliert. So kann CDV unabhangig von der viralen UL97-Kinase seine Wirkung
entfalten. Eine haufige Nebenwirkung ist die Nephrotoxizitat, die sich klinisch durch

Proteinurie und Glucosurie auf3ert und haufig therapielimitierend ist (67, 70).

1.3.3 Foscarnet (FOS)

Foscarnet (FOS) ist ein anorganisches Pyrophosphat-Analogon, welches vorwiegend als
alternatives Virostatikum bei GCV-Resistenz oder zu starker Myelosuppression unter
GCV-Therapie verwendet wird. Die Wirkung von FOS basiert auf einer direkten

reversiblen Inhibition der viralen UL54-DNA-Polymerase durch Besetzung der
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Pyrophosphat-Bindungsstelle (siehe Abb. 1). Folglich wird die Abspaltung von
Pyrophosphat von Desoxynukleosidtriphosphaten (dNTP) wahrend der Polymerisation
verhindert und die virale Replikation terminiert (2, 62, 70). Als bedeutsame
Nebenwirkungen sind insbesondere  die Nephrotoxizitat, Hypokalzamie,
Elektrolytstorungen und genitale Ulzerationen bekannt. FOS wird bei normaler
Nierenfunktion mit einer Initialdosis von 3x 60 mg/kg/d fur 14 d und einer Erhaltungsdosis
von 90-120 mg/kg/d intravends appliziert (2, 67, 70).

1.3.4 Aciclovir (ACV)

Aciclovir (ACV) ist ein Nukleosid-Analogon, welches in seiner aktiven Form, dem ACV-
Triphosphat, in den wachsenden DNA-Strang aufgenommen wird und zur Termination
der Replikation fuhrt (71). Es wird in manchen Zentren fur die Prophylaxe und Therapie
von HCMV-Infektionen eingesetzt, dient aber in der Regel im Rahmen von
Transplantationen zur Therapie von Herpes-Simplex- und Varizella-Zoster-Virus-

Infektionen. Die haufigste Nebenwirkung ist die Nephrotoxizitat (70).

1.3.5 Neue Virostatika

Aufgrund  schwerwiegender  Nebenwirkungen,  Toxizitatserscheinungen und
zunehmender Resistenzentwicklung gegenltber den oben genannten Virostatika werden
neue Therapeutika mit anderen Zielstrukturen und Nebenwirkungsprofilen entwickelt (2,
62, 70, 72). Letermovir ist bereits seit 2018 in Deutschland fur die risiko-adaptierte
Prophylaxe einer HCMV-Reaktivierung bei erwachsenen seropositiven Empfanger*innen
nach SZT zugelassen. Es schrankt die Vermehrung des Virus durch Inhibition des DNA-
Terminasekomplexes (codiert durch UL56- und UL89-Gen) ein (2, 66, 70). Weitere
Wirkstoffe wurden bereits in klinischen Studien evaluiert (Maribavir, Filociclovir,
Brincidofovir) (73-76). Innovative antivirale Therapeutika, deren Angriffspunkte
Strukturen des frihen Infektionsstadiums sind oder welche die Inhibition der intrinsischen
Immunabwehr verhindern sollen (z.B. durch Beeinflussung von MIE-Proteinen), befinden

sich im Entwicklungsprozess (12, 75).
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Abb. 1: Wirkungsweise von GCV und FOS

Die Wirkungsweisen von GCV als Goldstandard und FOS als alternatives Virostatikum sind schematisch

dargestellt. | =Verlangsamung der DNA-Polymerisation, @ = Abbruch der DNA-Polymerisation,
= Inhibition durch Mutationen im UL54- und UL97-Gen (nahere Beschreibung dazu siehe Abschnitt 1.4.1,

1.4.2); dNTP = Desoxynukleosidtriphosphat(e); FOS = Foscarnet; GCV = Ganciclovir; GCV-TP =

Ganciclovir-Triphosphat; pUL54 = UL54-Polymerase; pUL97 = UL97-Kinase // Quelle: Eigene Darstellung

in Anlehnung an (67, 68)

1.4 Hintergrund und Analyse von Virostatika-Resistenzen

Durch die umfangreiche Verwendung von Virostatika zur Prophylaxe und praemptiven
Therapie einer HCMV-Erkrankung konnten Morbiditdt und Mortalitdt bei
Transplantationspatient*innen in den letzten Jahren zwar teilweise gesenkt werden,
gleichzeitig fUhren diese Praventionsstrategien jedoch auch zur Selektion und
Entwicklung resistenter Viruspopulationen (29, 59, 68). Risikofaktoren fur die Entwicklung
einer Virostatika-Resistenz sind neben der Immunsuppression eine Dauer der
virostatischen Therapie Uber >3 Monate, inadaquate Dosierung und Applikation des
Virostatikums sowie Therapieunterbrechungen bei zu starken Nebenwirkungen, die eine
persistierende Replikation des HCMV begunstigen (62, 68, 77-79). Molekularbiologischer
Hintergrund resistenter HCMV-Stamme sind Mutationen von Gensequenzen mit
Veranderung in der Aminosaurenfolge der viralen Proteine bzw. Enzyme, die als

Zielstrukturen der Virostatika definiert sind. Eine besondere Rolle spielen daher
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Genmutationen in den ORF UL97 und UL54, die flr die virale UL97-Phosphotransferase
und die UL54-DNA-Polymerase codieren, welche Zielstrukturen der Virostatika GCV,
VGCV, CDV und FOS sind (62, 67, 68, 80), (sieche Abb. 1).

Der Verdacht einer refraktaren HCMV-Infektion kann bei persistierender oder steigender
Viruslast unter mindestens zweiwdchiger regelhafter Therapie mit einem Virostatikum
geaulRert werden (65, 77). Darauffolgend sollte eine Virostatika-Resistenz zunachst
durch genotypische Resistenztestung (Sequenzierung) auf bekannte
resistenzvermittelnde  Mutationen sowie weiterfuhrend durch  phanotypische

Resistenztestung diagnostisch abgeklart werden (64, 65, 68, 77, 81).

1.4.1 Mutationen im UL97-Gen

UL97 wurde 1992 als ORF, der fur die HCMV-Phosphotransferase (UL97-Kinase)
codiert, identifiziert (82). Die UL97-Phosphotransferase (UL97-Kinase) ist ein Serin-
Threonin-Enzym, das die Fahigkeit zur Autophosphorylierung besitzt. Es wird in der early
und Jate Replikationsphase exprimiert und ist an vielen Prozessen der viralen
Morphogenese, Reifung und Replikation durch Phosphorylierung von viralen und
zellularen Proteinen beteiligt (83-86). Der UL97-Genabschnitt kann nochmals in
funktionelle Subdomanen eingeteilt werden (62, 87), (siehe Abb. 2A). Haufig
beschriebene Mutationen im UL97 Gen, die eine GCV-Resistenz durch Verminderung
der Phosphorylierung von GCV bedingen (siehe Abb.1), liegen verdichtet in Clustern der
Kinase-Domane zwischen den Codons 460, 520 und 590 bis 607 vor (siehe Abb. 2B).
Typische Punktmutationen sind beispielsweise M460V/Il, H520Q, C592G, A594V, L595S
und C603W (62, 67-69). Virale Funktionen der UL97-Kinase, wie z.B. die Replikation,
werden nicht oder nur wenig durch die speziell lokalisierten resistenzvermittelnden
Mutationen in Clustern beeinflusst (69, 88, 89). Es scheint daher plausibel, dass in
klinischen Isolaten haufiger und primar (in 85-95% der GCV-Resistenzfalle) UL97-
Resistenz-Mutationen, meist als Punktmutationen oder Codon-Deletionen, gefunden
werden (68, 79).

10
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Abb. 2: Struktureller Aufbau und Mutationen von UL97

(A) Funktionelle Regionen (Domanen) des UL97-Gens der viralen UL97-Kinase. Codons der Regionen:
I: 338-345, 1I: 355, I1I: 380, IVB: 453-462, VII: 481-483, VIII: 520-527, IX: 574-579 (B) ausgewahlte
resistenzvermittelnde Mutationen gegeniiber GCV in UL97. ATP = Adenosintriphosphat /| Quelle: Eigene
Darstellung, modifiziert nach (62, 68, 90)

1.4.2 Mutationen im UL54-Gen

Der UL54-Genabschnitt codiert fur die virale DNA-Polymerase und wird in der early
Phase des Replikationszyklus exprimiert. Die ULS54-Polymerase besitzt eine
Exonuklease- und eine Polymerase-Funktion (62, 67, 68). Diese spiegeln sich als
einzelne Regionen in der Proteinstruktur wider (siehe Abb. 3A). Veranderungen von
Aminosauresequenzen in UL54 kdénnen in einer Virostatika-Resistenz resultieren, indem
sie entweder eine Bindung des Virostatikums an die DNA-Polymerase und den Einbau
des Nukleosid-Analogons verhindern oder eine Entfernung des inkorporierten Nukleosid-
Analogons hervorrufen (siehe Abb.1), (62, 67, 68, 89). Solche Mutationen treten meistens
zusatzlich zu Dbereits bestehenden UL97-Mutationen nach einer langeren
Behandlungszeit von ca. 3 Monaten mit GCV auf und kdnnen in der Kombination zu
einem synergistischen Effekt hinsichtlich der Starke der Resistenzvermittlung fuhren (68,
80, 91, 92). Ein resistenter Phanotyp kann allerdings auch durch weitere multiple
Mutationen und Polymorphismen kompensiert werden (67, 93). Im Gegensatz zu
Mutationen in UL97 sind resistenzvermittelnde UL54 Mutationen fast Uber das gesamte
Gen verteilt zu finden, Uberwiegend jedoch zwischen Codon 300 und 1000 (Abb. 3B).
Zudem werden sehr viele Polymorphismen beschrieben, die nicht resistenzassoziiert
sind. (67, 68).

11
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Abb. 3: Struktureller Aufbau und Mutationen von UL54

(A) Funktionelle Regionen (Domanen) des UL54-Gens der viralen UL54-Polymerase. Codons der
Regionen: I: 295-312, IV/Exoll: 379-421 (Exoll: 404-418), 0-C/Exolll: 492-588 (Exolll: 533-545), II: 696-742
VI 771-790, 11I: 805-845, I: 905-919, VII: 962-970, V: 978-988. (B) Ausgewahlte resistenzvermittelnde
Mutationen. Mutationen, die eine Resistenz gegeniiber GCV und CDV vermitteln, sind vorwiegend in der
Region V (Bindungsstelle der Virostatika) und der Exonuklease-Domane (Korrekturlesefahigkeit) lokalisiert.
FOS-Resistenz-assoziierte Mutationen finden sich tiberwiegend zwischen der Region |l und Il (Bereich der
Pyrophosphat-Bindungsstelle). Mutationen zwischen 750 und 1000 bedingen eine gemischte Virostatika-
Resistenz (GCV, CDV, FOS). CDV = Cidofovir; FOS = Foscarnet; GCV = Ganciclovir // Quelle: Eigene
Darstellung, modifiziert nach (62, 68, 90)

1.4.3 Genotypische Resistenztestung

Bei klinischem Verdacht auf eine refraktare HCMV-Infektion kann Uber das Plasma von
Patient*innen nach Mutationen in den oben beschriebenen HCMV-Genen gesucht und
eine Virostatika-Resistenz mittels PCR und anschlieBender Gensequenzierung
laborchemisch  nachgewiesen  werden (77,94). Derzeit stehen mehrere
Gensequenzierungstechnologien zur Verfugung. Neben der Didesoxysequenzierung
nach Sanger existieren Technologien wie das Next Generation Sequencing (NGS) (95,
96), die im Vergleich zur Sanger-Sequenzierung eine hohere Sensitivitat besitzen. So
kénnen auch Subpopulationen mit resistenzvermittelnden Mutationen, die weniger als
20-30% ausmachen, detektiert werden. Bisher sind diese Methoden jedoch seltener
verfugbar und mit héheren Kosten verbunden (77, 78, 90, 95, 96).

Durch genotypische Resistenztestung ist es madglich, innerhalb kurzer Zeit (meist
innerhalb von 3 Tagen) resistenzvermitteinde Mutationen nachzuweisen, die
virostatische Therapie demnach anzupassen und Toxizitdtserscheinungen von
unzureichend wirkenden Virostatika zu vermeiden. Werden jedoch neue und noch
unbeschriebene Mutationen entdeckt, so kann ihr Einfluss auf die Wirksamkeit eines

Virostatikums nur durch phanotypische Resistenztestung eruiert werden (67, 68, 97).
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1.4.4 Phanotypische Resistenztestung

Die phanotypische Resistenztestung von klinischen HCMV-Isolaten eignet sich aufgrund
des mehrwdchigen Zeitaufwands nicht als klinisches Diagnostikum. Sie ist dennoch als
retrospektive phanotypische Evaluation von neu aufgetretenen Mutationen relevant, da
sie die Datenbasis erweitert, welche eine =zuverlassige Unterscheidung von
resistenzvermittelnden Mutationen und Polymorphismen im Rahmen der genotypischen
Resistenztestung ermdéglicht (68, 77, 90, 97-100).

Die Phanotypisierung ist besonders wichtig, wenn neue Mutationen im Zusammenhang
einer refraktaren HCMV-Infektion detektiert werden oder in spezifischen Codons
loaklisiert sind (Resistenz-Hot Spots), flir welche bereits einige resistenzvermittelnde

Mutationen beschrieben sind (79).

1.4.4.1 Rekombinante Phanotypisierung
Klinische HCMV-Isolate setzen sich meistens aus mehreren viralen Subpopulationen mit

verschiedenen Mutationen und Polymorphismen zusammen (Heterogenitat), weshalb die
phanotypische Charakterisierung von einzelnen Mutationen oder
Mutationskombinationen nur durch Generierung von HCMV-Mutanten mit definiertem
Genotyp maglich ist (67, 68, 101). Da die Gewinnung eines HCMV-Stammes mit
definiertem Genotyp aus der Zellkultur Gber die Plaque-Aufbereitung (plaque purification)
sehr viel Zeit in Anspruch nimmt und haufig nicht mdglich ist, bedient man sich heutzutage
der rekombinanten Phanotypisierung. Dabei wird die zu phanotypisierende Mutation in
einen Virostatika-sensitiven HCMV-Wildtyp-Stamm eingefigt, dessen Genom als
Bakterielles Artifizielles Chromosom (BAC) kloniert in Escherichia coli (E. coli) vorliegt
und Uber verschiedene Methoden modifiziert und amplifiziert werden kann (67, 69, 102,
103). Nach der erfolgreichen Rekombination folgt die Transfektion der BAC-DNA in
humane Zellen, um infektidses Virus in der Zellkultur zu rekonstituieren und
phanotypische Resistenztestungen anzuschliel3en. Die Ergebnisse lassen eine direkte
Genotyp-Phanotyp-Korrelation zu, wodurch es letztlich mdglich wird, eine Aussage Uber
den Einfluss der Mutation oder Mutationskombination (Genotyp) auf die Virusvermehrung
oder die Virostatika-Suszeptibilitat (Phanotyp) zu treffen (67, 68, 90, 104).

1.4.4.2 In vitro-Resistenzassays
Ist eine HCMV-Mutante erfolgreich in der Zellkultur rekonstituiert worden, kann der

Phanotyp hinsichtlich Resistenzverhalten durch verschiedene Assays untersucht

werden. Ziel der jeweiligen Assays ist es, die Konzentration eines Virostatikums zu
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bestimmen, welche die Virusvermehrung in vitro zu 50% inhibiert. Diese halbmaximale
effektive Konzentration wird ECso genannt. Zur Vergleichbarkeit werden ein sensitiver
HCMV-Stamm (Wildtyp-Referenz) und bekannte resistente HCMV-Stamme (Kontrollen)
mitgefihrt und die ECso-Ratio (ECso Mutante +~ ECso Wildtyp) angegeben (67, 68).

Als Goldstandard fur phanotypische Resistenztestungen ist weiterhin der Plaque-
Reduktions-Assay (PRA) definiert. Dieser beruht auf der mikroskopischen Auszahlung
von sichtbaren Plaques, die einen Zusammenschluss von infizierten Zellen darstellen.
Die ECsxo ist hier als Virostatika-Konzentration definiert, durch die 50% weniger Plaques
gebildet werden als ohne Virostatikum (67, 68, 105, 106). Nachteile dieser Methode sind
u.a. der mehrwochige Zeitaufwand bis zur Bildung von sichtbaren Plaques und die
eingeschrankte Reliabilitat des Assays durch die Subjektivitat der Plaqueauszahlung (68,
107). Es existieren zudem nur wenige Laboratorien, die diese Methode durchflhren (79).
Aufgrund der genannten Nachteile werden immer haufiger vereinfachte PRA-Protokolle
sowie mehrere alternative Methoden flr die phanotypische Resistenztestung
beschrieben, wie z.B. die Verwendung von Fluoreszenz-Reporter-Genen oder die
real-time PCR, welche die phanotypische Resistenztestung objektivieren und
beschleunigen (68, 91, 105, 108, 109). Auch in dieser Arbeit wurde eine alternative
Methode fur die phanotypische Resistenztestung etabliert, welche eine Virostatika-
abhangige Titerreduktion (Yield Reduction) basierend auf einer durchflusszytometrischen

Immunotitration objektiv analysiert (siehe Abschnitt 2.2.6).

1.5 Klinischer Fall

Bei einem 2-jahrigen Patienen trat in der Folge einer Akuten Myeloischen Leukamie
(AML) des Typs M5 (Akute Monoblasten-/Monozytenleukamie) und nachfolgender SZT
eine HCMV-Reaktivierung mit Therapierefraktaritat auf. Die SZT erfolgte in HCMV-
Risiko-Serokonstellation (D-/R+; siehe Tab. 1) mit nachfolgender VACV-Prophylaxe. Am
Tag vor der Entlassung (Tag 28 nach SZT) wurde eine HCMV-Last von 16.500 cop/ml im
Plasma detektiert. Daraufhin wurde eine virostatische Therapie mit VGCV begonnen.
Hierunter kam es nach zwei Tagen zu einem stabilen Befund von 13.800 cop/ml. Im
weiteren Verlauf erfolgten bei rezidivierenden Erhéhungen der HCMV-Last mehrere
Umstellungen der Virostatika-Therapie (siehe Abb. 4). Es stellte sich der Verdacht auf
eine Virostatika-Resistenz ein, weshalb erstmalig an Tag 76 nach SZT eine UL97-

Sequenzierung durchgefuhrt wurde. Hierbei konnte keine resistenzvermittelnde Mutation
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gefunden werden. Eine weitere genotypische Resistenztestung zeigte in UL54 bekannte
Polymorphismen (S655L, N685S, A885T, N898D) (68) und zwei unbeschriebene
Mutationen (N855I und F861Y) in der Nahe von haufig resistenzassoziierten Regionen -
sogenannten Resistenz-Hot Spots (siehe Abb. 5). Es folgte die Virusisolierung und eine
anschliellende phanotypische Resistenztestung des Isolats durch das Konsiliarlabor am
Institut fir Medizinische Virologie des Universitatsklinikums Tubingen. Dort wurden eine

hochgradige GCV-Resistenz und eine FOS-Resistenz nachgewiesen.

5 VGCV
2.5%10°
GCV L

2.0x10°- L

1.5%1054
VGCV FOS

1.0x105 Fjs J }

5.0x10%- VGfV VACV

0.0 T T T T L

1 1 1
0 20 40 60 80 100 120 140

HCMV-Last (cop/ml) *

post-SZT in Tagen (d)
* PCR Labor Berlin: Nachweisgrenze HCMV-DNA im Plasma: 750 cop/ml

Abb. 4: HCMV-Last des Patienten nach allogener Stammzelltransplantation (SZT)

Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der gemessenen HCMV-Last im Plasma. 28. d nach SZT = Start der
Virostatika-Therapie. Pfeile zeigen Zeitpunkte der therapeutischen Intervention mit verschiedenen
Virostatika an. cop/ml = Kopien pro ml; FOS =Foscarnet; GCV = Ganciclovir;, PCR =
Polymerasekettenreaktion; post-SZT = nach allogener Stammzelltransplantation; VACV = Valaciclovir;
VGCV = Valganciclovir // Quelle: Eigene Darstellung, Daten: Labor Berlin
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Abb. 5: Lokalisation der unbeschriebenen Mutationen eines klinischen HCMV-Isolats in UL54

Zwei neue unbeschriebene Mutationen (N855I, F861Y) wurden im UL54-Gen im Rahmen der
genotypischen Resistenztestung per Sanger-Sequenzierung detektiert. Sie lassen sich in der Nahe von
bekannten resistenzvermittelnden Mutationen lokalisieren (dunkelrote Pfeile und Striche). // Quelle: Eigene
Darstellung, modifiziert nach (62, 68, 90)
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Eine klinisch apparente HCMV-Infektion ist bis heute als eine der bedeutendsten
Komplikationen fir Menschen mit eingeschrankter Immunfunktion anzusehen. Sie stellt
bei verschiedenen Grunderkrankungen und insbesondere auch nach solider Organ- oder
allogener Stammezelltransplantation (SOT, SZT) bei Erwachsenen und Kindern einen
verlaufs- und prognosebestimmenden Faktor dar (29, 30, 32, 68). Obwohl mehrere
Virostatika fur die Behandlung zur Verfigung stehen, sind Nebenwirkungen respektive
Toxizitatserscheinungen und zunehmende Resistenzentwicklungen therapielimitierend.

Entscheidend fir die Auswahl einer empirischen virostatischen Therapie bei refraktarer
HCMV-Infektion" ist die schnelle und sichere Identifikation resistenzvermittelnder
Mutationen im Rahmen der genotypischen Resistenztestung. Dem st jedoch
vorausgesetzt, dass Mutationen bereits phanotypisch beschrieben worden sind. Werden
neue unbeschriebene Mutationen in resistenzassoziierten Genen detektiert, bedarf es
einer phanotypischen Charakterisierung dieser Mutationen, welche publizierte Listen
bzw. die bestehende Datenbank resistenzvermitteinder Mutationen weiter
vervollstandigen (68, 97, 100).

Ziel dieser Arbeit war es, die im klinischen HCMV-Isolat durch Gensequenzierung
detektierten unbekannten Mutationen in der Nahe von resistenzassoziierten Regionen
des Gens UL54 (siehe Abb. 5) unter Beantwortung folgender Fragen phanotypisch zu

beschreiben:

1. Beeinflussen die UL54-Mutationen N855I und F861Y (einzeln und in Kombination)

die Replikation der Viruspopulation?

2. Vermitteln die UL54-Mutationen N855I und F861Y (einzeln und in Kombination)
eine Resistenz gegenlber gangigen Virostatika (GCV und FOS)?

1 Steigende HCMV-Viramie nach = 2 Wochen virostatischer Therapie in ausreichender Dosierung (77).
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Auf Grundlage der gefundenen Mutationen im klinischen HCMV-Isolat des
beschriebenen Patienten wurden Virusmutanten Uber die BAC-Technologie mit
anschlielender Transfektion in humane Zellen generiert und in Zellkultur hinsichtlich
ihres  Wachstums- und Resistenzverhaltens untersucht. Die phanotypische
Resistenztestung erfolgte mit einem neu etablierten Titer-Reduktions-Assay per
durchflusszytometrischer Immunotitration (TRA) und wurde den Ergebnissen eines im
Konsiliarlabor Tubingen durchgefliihrten PRA (Goldstandard) gegenubergestellt. Daraus

ergaben sich weitere Fragestellungen flr diese Arbeit:

3. Korrelieren die Ergebnisse des neu etablierten Titer-Reduktions-Assays per
durchflusszytometrischer Immunotitration (TRA) mit den Ergebnissen des extern
durchgefuhrten Plaque-Reduktions-Assays (PRA)?

4. Korreliert der getestete Phanotyp mit dem klinischen Erscheinungsbild einer
refraktaren HCMV-Infektion?

Fir alle Untersuchungen wurden ein Virostatika-sensitiver Wildtyp-Stamm und drei
HCMV-Stamme mit haufig beschriebenen resistenzvermittelnden Mutationen als
Referenzen mitgefuhrt (siehe Abschnitt 3, Tab. 19.)
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Bakterien- und Virusstamme

E. coli-GS1783 (Genotyp: DH10B A cl857 A(cro-bioA)<>araC-PBADI-scel) (110) mit
HCMV-TB40-BAC4 (Wildtyp) aus TB40/E (111)

erhalten von: Jens von Einem, Universitatsklinikum Ulm, Deutschland

HCMV-TB40-BAC4-Wildtyp/Mutanten:
o Referenz = TB40-BAC4-WT, UL97-M460I1, UL54-A987G, UL54-A809V
o Phénotypisierung = UL54-N855I/F861Y, UL54-N855I, UL54-F861Y
selbst generiert mittels en passant Mutagenese, Transfektion und Rekonstitution in

humanen Zellen

2.1.2 Humane Zellen

Primare humane embryonale Lungenfibroblasten Fi301 (HEL), Passagen 9-18

erhalten von: Institut fur Virologie, Charité-Universitatsmedizin Berlin, Deutschland

2.1.3 Antikorper

Anti-CMV-IE1/IE2, AlexaFluor®488 MAB810X
(monoklonaler IgG2a Antikorper; Spezies: Maus; 1:2000) fur Durchflusszytometrie-
basierte Immunotitration

erhalten von Firma: Merck KGaA (Merck Millipore), Darmstadt, Deutschland

2.1.4 Plasmide

pEPkan-S2, PCR-Template flr en passant Mutagenese (112)
erhalten von: Nikolaus Osterrieder (Institut fur Virologie, Freie Universitat Berlin,
Deutschland)

pcDNA-pp71, Expressionsplasmid
erhalten von: Bodo Plachter (Institut fur Virologie, Johannes Gutenberg-Universitat

Mainz, Deutschland)
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2.1.5 Primer

Alle verwendeten Primer wurden von Integrated DNA Technologies, Inc. (IDT®; Coralville,
lowa, USA) oder TIB Molbiol Syntheselabor GmbH (Berlin, Deutschland) bezogen.

Tab. 2: Verwendete Mutageneseprimer

Bezeichnung Sequenz (5'— 3’) Gen GroRe

UL97 M460I - fw ATCACCAGTGTCGTGTATGCCACTTTGATATTA UL97 85b
CACCCATCAACGTGCTCATCGACGTGAATAGGG
ATAACAGGGTAATCGATTT

UL97 M460I - rv TCTCGCTGGGGTTGTGCGGGTTCACGTCGATGA UL97 84b
GCACGTTGATGGGTGTAATATCAAAGTGGCCAG
TGTTACAACCAATTAACC

UL54 A987G - fw GGCCTGAGCATGAAGGGCGTGGATTTGGTGCGC ULs4 85b
AAGACGGGTTGCGAGTTCGTCAAGGGCGTAGGG
ATAACAGGGTAATCGATTT

UL54 A987G - rv CGAGAGGACGTCACGCGTGACGCCCTTGACGAA UL54 84b
CTCGCAACCCGTCTTGCGCACCAAATCCGCCAG
TGTTACAACCAATTAACC

UL54 A809V - fw GACCCCGTGCGCCGTATGCTGCTCGACAAGGAA UL54 85b
CAGATGGTACTCAAAGTAACGTGTAACGTAGGGA
TAACAGGGTAATCGATTT

UL54 A8O9V - rv GCCTGTAAAACCGTAGAAAGCGTTACACGTTAC UL54 84b
TTTGAGTACCATCTGTTCCTTGTCGAGCGCCAG
TGTTACAACCAATTAACC

UL54 N855I/F861Y -fw ~ CGCGACATGCTAGAGCGCACGGCGCGGTTCATC UL54 103b
AAAGACATCTTTTCAGAGCCGTGTTATTTGCACAAT
TTTTTTAATCTAGGGATAACAGGGTAATCGATTT

UL54 N855I/F861Y -rv.  TCCCACTACATAGTCTTCCTGATTAAAAAAATTGTG uLs4 102b
CAAATAACACGGCTCTGAAAAGATGTCTTTGATGAA
CCGCGCCGCCAGTGTTACAACCAATTAACC

UL54 N855I - fw CGCGACATGCTAGAGCGCACGGCGCGGTTCATC ULs4 85b
AAAGACATCTTTTCAGAGCCGTGTTTTTTA
GGGATAACAGGGTAATCGATTT

UL54 N855I - rv CTGATTAAAAAAATTGTGCAAAAAACACGGCTC UL54 84b
TGAAAAGATGTCTTTGATGAACCGCGCCGCCAG
TGTTACAACCAATTAACC
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Fortsetzung Tab. 2: Verwendete Mutageneseprimer

UL54 F861Y - fw ACGGCGCGGTTCATCAAAGACAACTTTTCAGAG UL54 85b
CCGTGTTATTTGCACAATTTTTTTAATCTAGGG
ATAACAGGGTAATCGATTT

UL54 F861Y -rv TCCCACTACATAGTCTTCCTGATTAAAAAAATTGTG UL54 84b
CAAATAACACGGCTCTGAAAAGTTGGCCAGTGTTAC
AACCAATTAACC

*rote Markierung = Punktmutation A = Adenin; C = Cytosin; G = Guanin; T = Thymin b: bases  fw: forward  rv: reverse

Tab. 3: Verwendete Diagnostik- und Sequenzierungsprimer

Bezeichnung Sequenz (5’ 3) Gen GréRe
UL97-seq-nt830 - fw GCATTGCACCTGTTCCAACG UL97 20b
UL97-diagn - fw CACACCATAACGACAGTGTC UL97 20b
UL97_3UTR_rv GGTTTGTACCTTCTCTGTCG UL97 20b
UL54-nt2340 - fw CGGAACTGCTCAACAAGTGG ULs4 20b
UL54-nt3060 - rv CTTGACTTCATCGAGTGAGAG ULs4 21b

A = Adenin; C = Cytosin; G = Guanin; T = Thymin b:bases  fw: forward  rv: reverse

2.1.6 Chemikalien

Sofern nicht anders angegeben, wurden Chemikalien, Zusatze und Antibiotika fur
Zellkulturmedien sowie Inhaltsstoffe von Puffern und Lésungen von den Firmen Biochrom
AG (Berlin, Deutschland), Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, Deutschland), Lonza
Group AG (Basel, Schweiz), Merck KgaA (Darmstadt, Deutschland), Serva
Elektrophoresis (Heidelberg, Deutschland), Sigma-Aldrich (Darmstadt, Deutschland) und

Thermo Fisher Scientific (Langenselbold, Deutschland) verwendet.

Tab. 4: Verwendete Chemikalien und Hersteller

Bezeichnung Hersteller

Agar United States Biological, Salem, USA

Albumin Fraktion V Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, DE
(Bovine Serum Albumin; BSA)

Biozym LE Agarose Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, DE
Dimethylsulfoxid (DMSO) Thermo Fisher Scientific, Langenselbold, DE

20



Material und Methoden

Fortsetzung Tab. 4: Verwendete Chemikalien und Hersteller

6X DNA Gel Loading Dye (Ladepuffer)

Thermo Fisher Scientific, Langenselbold, DE

dNTP-Mix

Thermo Fisher Scientific, Langenselbold, DE

DreamTaqg-Polymerase

Thermo Fisher Scientific, Langenselbold, DE

DreamTag-Buffer 10X

Thermo Fisher Scientific, Langenselbold, DE

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS)

Biochrom AG, Berlin, DE

Ethanol absolut (=99,8 %, p.a.)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, DE

Ethanol 70%

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, DE

Ethidiumbromidlésung (1 % in H20, 10 mg/ml)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, DE

Fetal Bovine Serum (FBS)

Lonza Group AG, Basel, Schweiz

Flissiger Stickstoff

Linde AG, Miinchen, DE

Foscarnet (FOS), 80mM

Pfizer, New York, USA / (Apotheke Charité CVK)

Ganciclovir (GCV), 50mM

Roche, Basel, Schweiz / (Apotheke Charité CVK)

Glycerol Merck KGaA, Darmstadt, DE
GeneRuler DNA Ladder mix Thermo Fisher Scientific, Langenselbold, DE
Isopropanol Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, DE

0,05% Trypsin/Ethylendiamintetraessigsaure
(EDTA)

Thermo Fisher Scientific, Langenselbold, DE

Tab. 5: Verwendete Losungen/Puffer:

Losung/Puffer

Zusammensetzung

1X TBE-Puffer

0,13 M Tris (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan)
45 mM Borséaure
2,5mM EDTA

Puffer P1

50 mM Tris-HCI pH 8,0
10 mM EDTA
100 ug/ml RNase A

Puffer P2

200 mM NaOH
1% SDS

Puffer P3

3,0 M Kalium-Acetat pH 5,5
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2.1.7 Kits
Tab. 6: Verwendete Kits
Bezeichnung Hersteller
Amaxa™ Basic Nucleofector™ Kit Lonza Cologne GmbH, Kéin, DE
(Primary Fibroblasts)
Plasmid DNA Purification Kit Machery-Nagel GmbH & Co. KG, Diren, DE
(NucleoBond Xtra Maxi)
Genedet PCR Purification Kit Thermo Fisher Scientific, Langenselbold, DE
GeneJet Gel Extraction Kit Thermo Fisher Scientific, Langenselbold, DE

2.1.8 Bakterienmedien/Agarplatten

Tab. 7: Zusammensetzung verwendeter Bakterienmedien und Agarplatten

Medium Zusammensetzung?

Lysogeny broth (LB)-Medium 0,5 % Hefeextrakt, 1 % Trypton/Pepton, 1 % NaCl
LB/Chloramphenicol (Camp)-Medium LB-Medium + 30 yg/ml Camp
LB/Camp/Kanamycin (Kana)-Medium LB-Medium + 30 pg/ml Camp + 30 pg/ml Kana
LB/Camp/Arabinose (Arab)-Medium LB-Medium + 30 pg/ml Camp + 2 % Arab
LB/Camp-Agar 1,5 % Agar in LB/Camp-Medium
LB/Camp/Kana-Agar 1,5 % Agar in LB/Camp/Kana-Medium
LB/Camp/Arab-Agar 1,5 % Agar + 1% Arabinose in LB/Camp-Medium

2% = (w/v) weight by volume; Massenkonzentration

2.1.9 Zellkulturmedien

Tab. 8: Zusammensetzung verwendeter Zellkulturmedien

Medium Hersteller Zusitze
Dulbecco’s Modified Eagle Thermo Fisher Scientific, 2 % fetal bovine serum (FBS)
Medium (DMEM), 2% Langenselbold, DE 2 mM L-Alanyl-Glutamin
50 ug/ml Gentamicin
Eagle’s Minimum Essential Lonza Group AG, Basel, 10 % FBS
Medium (EMEM), 10% Schweiz 1,5 mg/ml Natrium-Bicarbonat

1 X nicht-essentielle Aminosauren
1 mM Natrium-Pyruvat
2 mM L-Alanyl-Glutamin

50 g/ml Gentamicin
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2.1.10 Verbrauchsgegenstiande und Gerate

Verbrauchsmaterialen wie Zellkulturschalen, Reaktionsgefale und Rdéhrchen wurden

von den Herstellern Becton Dickinson (New Jersey, USA), Corning, Inc. (Tewksbury,

USA), Eppendorf (Hamburg, Deutschland), Thermo Fisher Scientific (Langensebold,

Deutschland), TPP Techno Plastic Products AG (Trasadingen, Schweiz) bezogen.

Tab. 9: Verwendete Verbrauchsgegenstande und Gerite

Bezeichnung

Hersteller

Bakterienbrutschrank

Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach, DE

BioPhotometer 6131 Spektralphotometer

Eppendorf AG, Hamburg, DE

CO2-Brutschrank, Forma Scientific Model 3250
Water Jacketed Incubator

Thermo Fisher Scientific, Langenselbold, DE

Durchflusszytometer, BD FACS Canto I

BD Biosciences, Heidelberg, DE

Elektroporator, Amaxa Nucleofector™ II, (AAD-
1001N)

Lonza Cologne GmbH, Kdln, DE

Elektroporator MikroPulser

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, DE

Elektroporationskivetten

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, DE

Gefrierschrank (-20 °C)

Robert Bosch GmbH, Gerlingen, DE

Gefrierschranke (-80 °C) Forma 900 Series

Thermo Fisher Scientific, Langenselbold, DE

Horizontale Agarose-Gelelektrophorese-Kammer

Peqlab Biotechnologie, Erlangen, DE

Horizontales Agarose-Gelelektrophoresesystem
Power Pac 300

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, DE

Kamera Canon EOS 600D

Canon Deutschland GmbH, Krefeld, DE

Kiahlschrank (4 °C)

Robert Bosch GmbH, Gerlingen, DE

Kihlzentrifuge, GS-15R, F2402

Beckman Coulter, Krefeld, DE

Kihlzentrifuge, Allegra X-12R Centrifuge, Rotor
SX4750A

Beckman Coulter, Krefeld, DE

Kahlzentrifuge, Sorvall Lynx 4000 Centrifuge,
Rotor F14-6X 250Y und TH13-6X50

Thermo Fisher Scientific, Langenselbold, DE

Laborwaage Ohaus Precision Plus

Ohaus Europe GmbH, Nanikon, Schweiz

Lichtmikroskop, Olympus CK2

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, DE

Mikroskop Zeiss Axio Vert. A1

Carl Zeiss AG, Oberkochen, DE

Mikrowelle

Robert Bosch GmbH, Gerlingen, DE

Neubauer-Zahlkammer

Laboroptik Ltd, United Kingdom
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Fortsetzung Tab. 9: Verwendete Verbrauchsgegenstinde und Gerate

NanoDrop ND-1000-UV/Vis-Spektralphotometer

Peqlab Biotechnologies GmbH, Darmstadt, DE

PCR-Thermocycler LifeTouch

Hangzhou Bioer Technology Co. Ltd. (BIOR),
Hangzhou, China

Pipettierhelfer, Pipettus akku

Hirschmann Laborgerate GmbH & Co. KG,
Eberstadt, DE

Quarzkivetten

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, DE

Schiittelinkubator, New Brunswick G24 incubator
shaker

New Brunswick Scientific Co. Inc., Edison, USA

Schiittelinkubator, New Brunswick Innova 4300

New Brunswick Scientific Co. Inc., Edison, USA

Schittelwasserbad

GFL-Gesellschaft fur Labortechnik mbH,
Burgwedel, DE

Sicherheitswerkbank, Heraeus LaminAir HB2448

Thermo Fisher Scientific, Langenselbold, DE

Thermomixer comfort

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Tischzentrifuge, MicroMax, IEC 851-Rotor

International Equipment Company, Chattanooga,
USA

UV-Stralinker 2400

Stratagene, San Diego, Kalifornien, USA

Vortexer, Vortex-Genie 2

Scientific Industries, Bohemia, USA

Wasserbad

GFL-Gesellschaft fir Labortechnik GmbH,
Burgwedel, DE

Zentrifuge (Zellkultur) Centrifuge 5810 R

Eppendorf AG, Hamburg, DE

2.1.11 Software

Tab. 10: Verwendete Software (Programme)

Bezeichnung

Hersteller

BioStep Argus X10, Versio 7.10.15

Biostep Sarstedt-Group, Burkhardtsdorf, DE

FACSDiva Version 6.1.2

BD Biosciences, Heidelberg, DE

FlowJo Version 10.7

LLC, Ashland, USA

GraphPad Prism Version 6

Graphpad Software Inc, La Jolla, USA

ImageJ National Institutes of Health, Bethesda, USA
Microsoft Office Microsoft Corporation, Redmond, USA
SnapGene 5.2.4 GSL Biotech LLC, San Diego, USA

ZEN 2012 (Blue Edition) Mikroskop-Software

Carl Zeiss AG, Oberkochen, DE
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2.2 Methoden

2.2.1 En passant BAC-Mutagenese

Um rekombinante HCMV-BAC-Mutanten mit zu untersuchenden Mutationen zu
erzeugen, wurde die Methode der en passant Mutagenese mittels zweistufiger spurloser
A-Red-Rekombination nach dem Protokoll von Tischer et al. (110, 112) angewendet
(siehe Abb. 6). Daftr kamen E. coli-Bakterien des Stammes GS1783 zur Verwendung,
die das zu modifizierende TB40-BAC4-Genom mit Chloramphenicol-Resistenzgen
beherbergen. Der Bakterienstamm besitzt zudem das hitzeinduzierbare Red-System
(exo, beta, gam), welches aus A-Phagen stammt und die homologe Rekombination von
linearer dsDNA ermdglicht. Ferner sind die Bakterien dazu fahig, die [-Scel-
Endonuklease zu exprimieren und so eine spurlose zweite Rekombination von

eingefugten DNA-Sequenzen zu gewahrleisten (110).

S

S \l' PeR ~60 bp

Target sequence

\l, Red recombination

S

‘l, I-Scel expression

—

\l, Red recombination

Abb. 6: Prinzip der en passant Mutagenese

1. Rekombination: Per Elektrotransformation wird ein amplifiziertes PCR-Fragment Uber kurze
Homologiesequenzen der BAC-Zielsequenz (rot/blau oder gelb/griin) in das Genom eingefiigt. Das PCR-
Fragment besitzt eine kurze Sequenzduplikatur (ca. 50-60 bp; blau/gelb) mit integrierter zu untersuchender
Mutation (x), einen positiven Selektionsmarker (psm; Kanamycin-Resistenz-Kassette) und eine I-Scel-
Schnittstelle (S). Bakterienklone, die rekombinierte BAC-Konstrukte enthalten, kénnen daraufhin mithilfe
des psm identifiziert werden. Induziert durch Arabinose, folgt die Expression von I-Scel (GS1783-eigene
Endonuklease), die eine Spaltung und Linearisierung der dsDNA Uber die I-Scel-Schnittstelle (S) hervorruft.
Entstehende DNA-Enden der Sequenzduplikatur dienen als Substrat fiir die 2. Rekombination, wodurch
der psm herausgel6st wird und letztlich nur die gewinschte Mutation im BAC verbleibt (102, 110, 112).
bp = Basenpaare; |-Scel = Intron-encoded endonuclease | of Saccaromyces cerevisiae; psm = positiver
Selektionsmarker; S = I-Scel-Schnittstelle. // Quelle: Tischer et al. (110, 112)
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2.2.1.1 Konstruktion von PCR-Fragmenten
Die jeweiligen Fragmente mit dem zu untersuchenden DNA-Abschnitt inklusive Mutation

und positivem Selektionsmarker (Kanamycin-Resistenz-Kassette) wurden mithilfe des
pEPKan-S2-Templates durch eine PCR konstruiert und amplifiziert (siehe Tab 11, 12).
Die Primer enthielten an beiden Enden Homologiesequenzen der BAC-Zielsequenz flr
die erste Rekombination sowie die Sequenzduplikatur mit Mutation fur die zweite
Rekombination (siehe Tab. 2).

Tab. 11: Reaktionsansatz Mutagenese-PCR

Reagenz Volumen [ul]
10X DreamTaq-Polymerase Puffer 10

2,5 mM dNTP-Mix (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) 8

1 ng pEPkan-S2 DNA-Template 1

5 U/ul DreamTaqg-Polymerase 1

4 nM Primer forward (siehe Tab. 3) 0,5

4 nM Primer reverse (siehe Tab. 3) 0,5
Doppelt-destilliertes Wasser (ddH20) ad 100

Tab. 12: Einstellungen Thermocycler Mutagenese-PCR

Phase Temperatur in °C Dauer in Sekunden Zyklen
Initialisierung 94 120 1
Denaturierung 94 30 30
Hybridisierung 50 60 30
Elongation 68 180 30
End-Elongation 72 420 1
Abkiihlung 15 © 1

Agarose-Gelelektrophorese

Um die gewunschten Amplicons auftrennen, identifizieren und anschliellend die DNA
daraus extrahieren zu konnen, wurde der PCR eine Agarose-Gelelektrophorese
angeschlossen. Zur Auftrennung von Fragmentlangen bis 1000 bp wurde ein Gel mit 1%
Agarose in 1X-TBE-Puffer und 0,4 ug/ml Ethidiumbromid (zur spateren Visualisierung
unter UV-Licht) gegossen.
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Die PCR-Ansatze wurden mit Ladepuffer (6X DNA Gel Loading Dye) versehen und
anschlieend in die Geltaschen transferiert. Es wurden stets eine Leerkontrolle und ein
Marker fur die Bestimmung von FragmentgroRen mitgefuhrt (GeneRuler DNA Ladder
mix). Nach einer Laufzeit von 30-40 min bei einer Spannung von 120 mV konnten DNA-

Fragment-Banden im Gel durch UV-Licht sichtbar gemacht werden.

DNA-Extraktion aus dem Gel

Im Anschluss an die elektrophoretische Auftrennung wurde das fur die Mutagenese
bendtigte DNA-Fragment per Gelextraktion und Aufreinigung gewonnen. Hierfur wurde
das GenedJet Gel Extraction Kit verwendet (113). Zunachst wurde ein Stlick Gel mit dem
gewulnschten Fragment mit einem Einmal-Skalpell ausgeschnitten, in ein Reaktionsgefafl
uberfuhrt und mit einer Analysenwaage gewogen. Im Verhaltnis 1:1 zum Gewicht des
Gel-Fragments wurde der Binding Buffer hinzupipettiert und anschlie3end bei 55°C und
750 rpm im Thermomixer 10 min lang geschuttelt bis das Gel vollstandig geldst war. Der
Binding Buffer besteht aus eine chaotropen Lésung, welche die Agarose |0st, Proteine
denaturiert und die Bindung der DNA an die Silicamembran der Saule im anschlieRenden
Schritt unterstitzt. Die entstandene Losung wurde in einer speziellen Aufreinigungssaule
(Genedet Purification Column) 1 min lang bei 15.000 xg zentrifugiert, wodurch DNA an
die Silicamembran der Saule binden konnte. Im Anschluss folgte ein Waschschritt durch
die Hinzugabe von 700 pl Alkohol-verdinntem Wash Buffer und Zentrifugation fur 1 min
sowie ein weiterer einminatiger Zentrifugationsschritt ohne Puffer, um Alkoholriickstande
sicher zu entfernen. Die an die Sdulenmembran gebundene DNA wurde schlie3lich durch
30 pl ddH20 und zweimalige Zentrifugation fur jeweils 1 min in ein 1,5 pl Reagenzgefaly

eluiert und anschlief3end bei -20°C gelagert.

2.2.1.2 Elektrotransformation und erste Red-Rekombination in GS1783-Bakterien
Mithilfe der Elektroporation (voribergehenden Permeabilisierung der prokaryotischen

Zellmembran durch einen kurzen Entladungsstrom (114)) wurde das PCR-Fragment in
die GS1783-Bakterien, welche den HCMV-TB40-BAC4-Klon beherbergen, transformiert.

Herstellung elektrokompetenter Bakterien

Bevor die Einschleusung des gewinschten PCR-Fragments Uber Elektroporation in
E. coli stattfinden konnte, mussten die Bakterien elektrokompetent gemacht werden.
Hierfur wurden GS178-Bakterien zunachst aus der bei -80°C gefrorenen Stocklésung mit

einer sterilen Pipettenspitze enthommen und Uber Nacht in 3 ml LB/Camp-Medium im
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Reagenzglas bei 30°C im Thermoschttler bei 200 rpm inkubiert. Am nachsten Morgen
wurden 5ml warmes LB/Camp-Medium in einem Erlenmeyerkolben mit der
gewachsenen Bakterienkultur im Verhaltnis 1:50 beimpft und bei 32°C und 220 rpm ca.
3 h bis zum Erreichen einer optischen Dichte von 0,5-0,7 bei einer Wellenlange von
600 nm (ODsoo) geschuttelt. Die Bakterienkultur wurde dann aus dem Erlenmeyerkolben
in ein Zentrifugenrohrchen Gberfuhrt und im Wasserbad bei 42°C und 200 rpm 15 min
geschuttelt. AnschlieRend folgte der fur die Elektrokompetenzherstellung notwendige
AbkUhlungsprozess im Eisbad bei 4°C fur 20 min. Danach wurde die Kultur bei 4°C mit
3.800 xg zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde in 1 ml eiskaltem 10%-igem Glycerol
resuspendiert und in ein 2 ml-Reaktionsgefal} Uberfihrt. Es folgten zwei weitere
Zentrifugations- und Waschschritte mit 10%-igem Glycerol bei 12.000 xg. Das fertig
aufgereinigte elektrokompetente Bakterienpellet wurde in 50 pl 10%-igem eiskalten

Glycerol geldst und bis zur Elektroporation auf Eis gestellt.

Elektrotransformation des PCR-Fragments in E.coli

Die Transformation des PCR-Fragments in E.coli wurde in folgenden Schritten realisiert:
Zunachst wurden 100 ng DNA in das Reaktionsgefall mit 50 ul elektrokompetenter
Bakterienkultur pipettiert. AnschlieRend wurde die entstandene Bakterien-DNA-
Suspension in eine geklhlte 1mm-Elektroporationskivette Uberfihrt und sofort mit dem
Elektroporationsgerat bei 1,5 kV, 25 yF und 200 Q gepulst. Unmittelbar danach wurde
die Bakteriensuspension mit 1 ml LB-Medium gemischt, aus der Kivette entnommen und
in einem Reagenzglas bei 32°C und 200 rpm im Thermoschdattler fur 1,5 h inkubiert, um

das A-Red-Rekombinationssystem flr eine erste Rekombination zu induzieren.

2.2.1.3 Identifikation rekombinanter Klone (positive Selektion)
Fir die Identifikation von Bakterien mit kointegriertem DNA-Fragment im BAC wurde die

Bakterienkultur in einem 1,5 ml Reagenzgefal® 1 min lang bei 13.000 xg zentrifugiert, das
entstandene Pellet in 100 ul resuspendiert und auf einer LB/Camp/Kana-Agarplatte mit
einer Glaspipettenspitze vorsichtig ausgestrichen. Die Agarplatten wurden anschlieend
fur 24-48 h in den 30°C warmen Brutschrank zur Inkubation gestellt. Nur solche
Bakterien, die das PCR-Fragment durch Rekombination in das BAC-Genom integriert
hatten, konnten durch die enthaltene Kanamycin-Resistenz-Kassette positiv selektiert
werden und bildeten nach 24-48 h sichtbare Bakterienkolonien auf den LB/Camp/Kana-

Agarplatten.
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Jene Bakterienkolonien mit BAC-Klonen wurden schlieBlich mit einer sterilen
Pipettenspitze aufgenommen und in einem Reagenzglas mit 3 ml vorgewarmten
LB/Camp/Kana-Medium fur 24 h bei 30°C und 200 rpm inkubiert.

Minipréaparation und PCR-Diagnostik der BAC-DNA

Die aufgenommenen Klone wurden zusatzlich mittels PCR und Agarose-
Gelelektrophorese auf die erfolgreiche Integration des positiven Selektionsmarkers an
gewdunschter Position gepruft. Hierfur musste die BAC-DNA zunachst im kleinen Mal3stab
isoliert werden (Minipraparation). Nach dem Prinzip der alkalischen Lyse (Birnboim und
Doly (115)) wurden die Bakterien aufgeschlossen. Daflir wurden die gewachsenen
Bakterien als erstes fur 2 min bei 13.000 xg zentrifugiert. Es folgte die Resuspension des
Bakterienpellets in 100 ul Puffer P1 (siehe Tab. 5). AnschlieRend wurde Puffer P2 zur
alkalischen Lyse der Zelle (durch Bestandteil SDS) und Denaturierung der DNA (durch
Bestandteil NaOH) hinzugefligt und vorsichtig bis zur sichtbaren Tribung gemischt. Nach
5 min Kihlung auf Eis wurden 100 ul Puffer P3 (Hauptbestandteil: Kaliumacetat) zur
Neutralisation erganzt und die nicht renaturierende chromosomale DNA 15 min lang bei
13.000 xg abzentrifugiert. Der Uberstand mit renaturierter Plasmid-DNA wurde in ein
1,5 ml-Reagenzgefal® pipettiert und mit einer Zentrifugation von 10 min bei 13.000 xg
aufgereinigt. Erneut wurde der Uberstand in ein 1,5 ml-Reagenzgefal transferiert und
schliel3lich mit eiskaltem 750 pl Ethanol absolut zur Fallung der DNA gemischt. Nach
30 min Lagerung bei -80°C wurde das Ethanol 15 min bei 13.000 xg abzentrifugiert,
200 pl Ethanol 70% zum Waschen des DNA-Pellets hinzugegeben und wieder 10 min
zentrifugiert. Nach dem Verwerfen des Uberstandes und 10-30 min Lufttrocknung wurde
die gefallte DNA letztlich mit 30 pl ddH20 versetzt. Nach photometrischer Quantifizierung
der BAC-DNA konnte eine Diagnostik-PCR angeschlossen werden (siehe Tab. 13, 14).
Als Kontrolle wurde TB40-BAC4-Wildtyp-DNA mitgeflhrt.
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Tab. 13: Reaktionsansatz Diagnostik-PCR

Reagenz Volumen [pl]
10X DreamTaq-Polymerase Puffer 2

2,5 mM dNTP-Mix (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) 1,6
Template-DNA 2

5 U/ul DreamTag-Polymerase 0,2

DMSO 0,2

5 nM Primer forward (siehe Tab. 4) 0,1

5 nM Primer reverse (siehe Tab. 4) 0,1
Doppelt-destilliertes Wasser (ddH20) ad 20

Tab. 14: Einstellungen Thermocycler Diagnostik-PCR

Phase Temperatur in °C Dauer in Sekunden Zyklen
Initialisierung 95 480 1
Denaturierung 95 20 33
Hybridisierung 62 30 33
Elongation 72 120 33
End-Elongation 72 120 1
Abkiihlung 15 © 1

2.2.1.4 Zweite Red-Rekombination mit Entfernung des positiven Selektionsmarkers
Als letzten Schritt der spurlosen Mutagenese folgte die Entfernung des positiven

Selektionsmarkers durch die zweite Red-Rekombination freier BAC-DNA-Enden der
Sequenzduplikatur, welche durch Spaltung der BAC-DNA durch die I-Scel-Endonuklease
entstanden sind. Daflr bedurfte es zunachst der Expression dieser GS1783-eigenen
I-Scel-Endonuklease, welche durch einen Arabinose-induzierbaren Promoter eingeleitet
wird (110). Die selektierten BAC-Klone wurden in jeweils 1 ml LB/camp (30 ug/ml) fir
1-2h bei 32°C bis zur Beobachtung einer milchig-triben Flussigkeit in einem
Schuttelinkubator bei 220 rpm inkubiert. AnschlieRend wurden 1 ml einer vorgelegten
LB/camp + 2% Arabinose-Mischung in jedes Reaktionsgefal® hinzugegeben und fur 1 h
bei 32°C und 220 rpm geschdttelt.
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Um die zweite Red-Rekombination zu induzieren, folgte unmittelbar danach die
Uberfiihrung in einen 42°C warmen Wasserbad-Schiittler bei 220 rpm. Nach 30 min
wurden die Kulturen zurtick in den 32°C Schattelinkubator transferiert und konnten dort
fur 2-3 h bei 220 rpm hochwachsen. Anschlielend wurden jeweils 10 ul der Kultur auf
LB/Camp/Arab-Agarplatten ausplattiert und fur 1-2 Tage bei 32°C im Brutschrank
inkubiert. Mehrere Bakterienkolonien wurden mit einer sterilen Pipettenspitze
aufgenommen und auf Replika-Platten mit LB/Camp- und LB/Camp/Kana uberimpft.
Nachfolgend wurden die Agarplatten fur 1-2 d bei 32°C inkubiert. Eine erfolgreiche
Herauslosung des positiven Selektionsmarkers (Kanamycin-Resistenz-Kassette) zeigte
sich durch ausbleibendes Wachstum auf den LB/Camp/Kana-Agarplatten (Kanamycin-
Sensitivitat). Der Grofteil der zugehoérigen Bakterienkulturen wurde direkt genutzt, um
BAC DNA zu isolieren, ein anderer Teil wurde zum Frostschutz mit Glycerol im Verhaltnis

1:1 gemischt und als Kryokonserve bei -80°C gelagert.

2.2.2 Isolierung und Sequenzierung der BAC DNA

Zur Isolierung der rekombinierten BAC-DNA aus E. coli wurde das NucleoBond Xtra
Plasmid Purification Kit verwendet. Wie auch die Minipraparation basiert die Methode auf
der alkalischen Lyse der Bakterien mit Natriumlaurylsulfat (SDS)- und Natriumhydroxid
(NaOH)-haltigen Pufferldésungen und der anschlielenden Fallung der Plasmid-DNA
(115). Einzelne Schritte wurden gemaf dem beiliegenden Protokoll durchgefihrt (116).
Fertig isolierte BAC-DNA wurde in 100 yl ddH20 bei 4°C vorubergehend gelagert.

Ein abschlieRender Nachweis der spurlosen zweiten Rekombination und damit letztlich
erfolgreichen  Generierung von rekombinanten HCMV-BAC-Klonen mit zu
untersuchenden Punktmutationen erfolgte per Sanger-Sequenzierung der betreffenden
UL97- und UL54-Genabschnitte Uber die Firma LGC Genomics GmbH (Berlin,
Deutschland). Daflr wurde zunachst eine PCR mit anschlieRender Agarose-
Gelelektrophorese zum Auftrennen des PCR-Produkts durchgeflihrt (siehe Tab. 15, 16).
Anschlie®end wurde die BAC-DNA aus dem PCR-Fragment mit dem Genedet PCR
Purification Kit gemal} Protokoll (117) aufbereitet, die DNA-Konzentration photometrisch

gemessen und ein 14 pl-Sequenzierungsansatz versendet (siehe Tab. 17).
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Tab. 15: Reaktionsansatz PCR fiir anschlieBRende Sequenzierung

Reagenz

Menge in pl

10X Dream-Tag-Polymerase Puffer

2,5 mM dNTP-Mix (dATP, dTTP, dCTP, dGTP)

Template-DNA

5 U/ul DreamTag-Polymerase

5 nM Primer forward (siehe Tab. 4)
5 nM Primer reverse (siehe Tab. 4)

Doppelt-destilliertes Wasser (ddH20)

10
8 ul
1-2
1
0,5
0,5

ad 100

Tab. 16: Einstellungen Thermocyler PCR fiir anschlieBende Sequenzierung

Phase Temperatur in °C Dauer in Sekunden Zyklen
Initialisierung 96 480 1
Denaturierung 96 10 25
Hybridisierung 55 30 25
Elongation 72 120 25
End-Elongation 72 120 25
Abkiihlung 15 © 1

Tab. 17: Sequenzierungsansatz

Reagenz

Volumen [ul]

Template-DNA

5 nM Primer (siehe Tab. 4)

Doppelt-destilliertes Wasser (ddH20)

*

4

ad 14

* abhéngig von der Grél3e der PCR-Produkte: 500-1000 bp -> 20ng/ul; 1000-2000 bp-> 40ng/ul

2.2.3 Virusrekonstitution in Zellkultur

Fir alle nachfolgend beschriebenen Methoden in der Zellkultur wurden primare humane
embryonale Lungenfibroblasten (HEL, Zelllinie Fi301, Passagen 9-18) verwendet. Die
Zellen wurden bei 37°C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit auf Kunststoffschalen

verschiedener GrofRe gehalten, taglich unter dem Mikroskop gesichtet und nach

Erreichen von ca. 75% Konfluenz im Verhaltnis 1:3 passagiert.
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Dafur wurde das Medium (EMEM 10%) in der Zellkulturschale abgesaugt, der als
adharent wachsende Zellmonolayer mit PBS gewaschen, Uber 0,5 ml Trypsin-EDTA
geldst und schliellich in neue Schalen mit frischem Medium transferiert.

Jegliche Arbeiten an offenen Zellkulturschalen wurden sorgfaltig unter der sterilen

Werkbank und S2-Hygiene- und Sicherheitsstandards verrichtet.

Ansetzen der Zellkultur

Eingefrorene Zellen aus dem Stickstofftank wurden im Wasserbad bei 37°C aufgetaut
und in 30 ml Medium mit 210 xg 5 min lang zentrifugiert. Anschliellend wurde
Uberstehendes Medium abgesaugt, das Zellpellet resuspendiert und in 25 ml frischem

Medium auf einer 15 cm-Zellkulturschale ausplattiert und inkubiert.

2.2.3.1 Transfektion der BAC-DNA in HEL-Zellen
Fir die Rekonstitution von infektiosem Virus in der Zellkultur erfolgte zunachst die

Transfektion von BAC-DNA in humane Zellen mit dem Basic Nucleofector™ Kit Amaxa®
von der Firma Lonza nach dem beiliegenden Protokoll (118): Als erstes wurden 6-Well
Schalen mit 2 ml Medium im Brutschrank voraquilibriert. Danach wurden je Ansatz 2,6 ug
BAC-DNA mit 0,7 ug pc-DNA-pp71 (unterstutzt u.a. Start der IE-Genexpression) in einem
Reaktionsgefal vorgelegt. Anschlieend wurde die gewlinschte Zellzahl von 1 x 108
Zellen pro Ansatz mit der Neubauer-Zahlkammer bestimmt und fur 10 min bei 89 xg
zentrifugiert. Das Medium im Uberstand wurde abgesaugt und die Zellpellets in jeweils
100 pl Nukleofektor-Losung (Nucleofector™ Solution for Primary Mammalian Fibroblasts
+ Supplement) resuspendiert und in das vorgelegte Reaktionsgefal} transferiert. Danach
folgte die luftblasenfreie Uberfiihrung der Zell-DNA-Suspension mit der Pasteurpipette in
die Klvette. Mit dem Puls-Programm A-023 des Nukleofektionsgerats wurden die in der
Suspension enthaltenen Zellen schliel3lich transfiziert. Unmittelbar danach wurde 500 ul
warmes Medium hinzugegeben und die Suspension in die voraquilibrierte 6-Well-Schale
pipettiert. Die Inkubation im Brutschrank erfolgte mit taglichem Mediumwechsel und
Passagierung der Zellen bei Erreichen von ca. 75% Zellkonfluenz. Ab dem Zeitpunkt der
vollstandigen Infektion aller Zellen des Zellmonolayers wurde das Medium von EMEM
10% auf DMEM 2% gewechselt.
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2.2.3.2 Virusernte
Zellfreies Virus wurde nach ca. 14-20d aus dem Uberstand von durchinfizierten

Zellkulturschalen gewonnen (zytopathischer Effekt (CPE) im gesamten Zellmonolayer
und bereits Abldsung einiger Zellen). Dafur wurde das gesamte Medium aus der
Zellkulturschale (25 ml) mit der Pipette in ein Reaktionsgefald aufgenommen und fir
6-7 min bei 1314 xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde ziigig in ein 100 mI-Behéaltnis
(Erlenmeyerkolben) Uberfihrt und anschlie®end zur Lagerung von zellfreiem Virus
bei -80°C aliquotiert (je 1,5 ml).

2.2.4 Durchflusszytometrische Immunotitration

Die Quantifizierung von infektiosem HCMV wurde mit der Methode einer
Durchflusszytometrie-basierten Immunotitration durchgefiihrt, welche bereits fur andere
Viren, wie z.B. Influenza-, Adeno- und Poxviren angewendet wird (119-121). Dies liegt
vor allem in der besseren Objektivierbarkeit, Reproduzierbarkeit und Schnelligkeit im
Vergleich Zu etablierten Methoden wie der TCIDso-Bestimmung
(Endpunktverdinnungstest) oder dem Plaque Assay begriundet (121, 122).

Mittels Durchflusszytometrie kdnnen bestimmte Strukturen und Eigenschaften von Zellen
sowie Unterschiede einer Zellpopulation analysiert und sichtbar gemacht werden. Das
Messprinzip basiert auf der Streuung und Emission von eingestrahltem Licht einer
bestimmten Wellenlange (Laser), welches auf einzeln am Laserstrahl vorbeigefihrte
Zellen trifft. Je nach Zellstruktur und Fluoreszenzmarkierung wird Licht unterschiedlicher
Wellenlédnge gestreut oder emittiert und anschlieRend detektiert. Uber eine verbundene
Computer-Software wird jede einzelne Zellmessung als Punkt in einem Streudiagramm
dargestellt. Benutzerdefiniert kdnnen Zellen dann beispielsweise nach Zellgrofie oder
Antikoérper-Farbung differenziert und analysiert werden (123).

In dieser Arbeit wurden infizierte Zellen mit einem Fluorophor-gekoppelten monoklonalen
lgG2a-Antikorper (MAB810x Alexa Fluor® 488) markiert, der sich gegen ein nicht-
strukturelles IE1/IE2-Antigen richtet, welches ab 1 h nach Infektion bis zum Ende eines
HCMV-Infektionszyklus exprimiert wird. AnschlieRend konnten mittels
durchflusszytometrischer Analyse infizierte Zellen (Antikdrper-markierte Zellen) von
nicht-infizierten Zellen unterschieden und quantifiziert werden. Die Messungen wurden

fur jeden Virusstamm in biologischen Triplikaten durchgefuhrt.
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2.2.4.1 Infektion und Antikérperfarbung
Fir die Infektion mit anschlielender Antikorperfarbung und fir die spatere Berechnung

der Virustiter mussten zunachst Zellen in 6-Well-Schalen gezahlt und mit aufgetautem
rekombinantem Virus infiziert werden. Hierfir wurden geeignete Verdinnungsstufen
(1:1/1:5/1:20/1:100/1:500) gewahlt. Auf abgesaugte 6-Well-Schalen wurden 500 pl
verdunntes Virus je Well pipettiert und fur 1 h im Brutschrank inkubiert, bevor 500 pl
wieder abgesaugt und durch 2 ml frisches Medium ersetzt wurden. Nach ca. 20-24 h
Inkubationszeit wurden die infizierten Zellen fir die Durchflusszytometrie Antikorper-
markiert. Dafur wurden die Zellen durch Ablésung mit 500 pl Trypsin geerntet und in
15 ml-Probenréhrchen mit 2 ml Medium far 5 min bei 210 xg zentrifugiert. Das
entstandene Zellpellet wurde in 1 ml PBS gel6st und auf Eis mit jeweils 3,5 ml Ethanol
absolut bei gleichzeitigem Vortexen versetzt und fur mindestens 1 h lang fixiert.
Anschlieend wurde jede Probe kurz mit dem Vortex-Gerat aufgemischt und fir 5 min
bei 210 xg zentrifugiert. Es folgte griindliches Absaugen des Uberstands, bevor die
fixierten Zellen im Pellet in 2ml 1%-BSA-PBS-Mischung langsam schaumfrei
resuspendiert wurden. BSA wurde eingesetzt, um unspezifische Antikorperbindungen zu
blockieren. Ein zweiter Zentrifugationsschritt fir 5 min bei 210 xg mit folgendem
Absaugen schloss die Vorbereitung ab. Schlie3lich wurde der IE1/IE2 Antikdrper in einer
1:2000 Verdunnung in 1%-BSA-PBS auf die fixierten Zellen gegeben. Nach einer
Inkubationszeit von ca. 12 h in einem dunklen und kihlen Raum, wurde jede Probe
gewaschen, mit 2 ml 1%-BSA-PBS behandelt und 5 min bei 210 xg zentrifugiert sowie
anschliellend grundlich abgesaugt. Das Pellet mit Antikdrper-markierten Zellen wurde
danach in 400 yl PBS resuspendiert und bis zur Durchflusszytometrie kihl unter

Lichtabschluss gelagert.

Unmittelbar vor der durchflusszytometrischen Analyse einer Zellsuspension wurde diese
resuspendiert und in ein Analyserdhrchen Uberfluhrt. Aus diesem konnte das Gerat mit
einer Kapillare die Zellsuspension ansaugen und prozessieren. Die prozentuale Anzahl
an |E-positiven (infizierten) Zellen in der Suspension wurde Uber die verbundene

Computer-Software angegeben und diente der Berechnung des Virustiters.
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2.2.4.2 Berechnung Virustiter
Mithilfe der folgenden Formel wurden anschlie3end die Virustiter in Infektidsen Einheiten

pro ml (IU/ml) berechnet:

Zellzahl/ml x (% infiz. Zellen — % Leerkontrolle) X Verdiinnungsfaktor
Virusvolumen(ml)

Virustiter in [U/ml =

* % Leerkontrolle = Hintergrundsignale nicht-infizierter Zellen

2.2.5 In vitro-Wachstumsanalyse durch Erstellen von Wachstumskurven

Da bekannt ist, dass Mutationen die replikative Fitness einer Viruspopulation
beeintrachtigen kénnen (124-126), wurden alle neu generierten Virusstamme sowie der
Wildtyp als Referenzstamm hinsichtlich der Virusreplikation untersucht. Daflir wurden
Zellen mit einer hohen Multiplizitat der Infektion (MOI) von 2,5 und einer niedrigen MOI
von 0,02 infiziert und tGber 10 bzw. 20 d in Zellkultur gehalten. Die Virusvolumina, die fur

die gewunschte MOI noétig waren, wurden mit folgender Formel berechnet:

MOI x Volumen (Zellsuspension) x Konzentration (Zellsuspension)

Vol Vi =
olumen (Virus) Konzentration (Virus)

Anmerkung:

Die Ausgangstiter (Konzentration Virus) der jeweiligen rekombinanten Laborvirusstdmme wurden vorher ermittelt.
Volumen und Konzentration beziehen sich auf die Zellsuspension, welche mithilfe der Neubauer-Zahlkammer
bestimmt wurde.

Am ersten Tag nach Infektion wurde in regelmaligen Abstanden freies Virus aus dem
Uberstand geerntet und bis zur Titerung bei -80°C eingefroren.

Die mikroskopische Sichtung erfolgte taglich, zellmorphologische Veranderungen
wurden jeden 2. (hohe MOI) bis 4. d (niedrige MOI) unter dem Mikroskop fotografiert.
Schlussendlich konnten mittels Durchflusszytometrie die jeweiligen Virustiter nach
unterschiedlicher Inkubationsdauer von 1./ 2./ 4./ 6./ 8./ 10. days post-infection (dpi)
fur die hohe MOl und 1./4./8./10./12./16. / 20. dpi fir die niedrige MOI bestimmt

und Wachstumskurven mithilfe des Programms GraphPad Prism konstruiert werden.
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2.2.6 Titer-Reduktions-Assay per durchflusszytometrischer Inmunotitration (TRA)

Fir die phanotypische Charakterisierung der HCMV-Mutanten bezuglich der Virostatika-
Suszeptibilitdt wurde ein  Titer-Reduktions-Assay  basierend auf  einer
durchflusszytometrischen Immunotitration zum ersten Mal etabliert (siehe Abb. 7).
Zunachst erfolgte die Infektion der Zellen auf 6-Wells mit einer MOI von 2,5 in 500 pl je
Well. Nach 1 h Inkubation folgte ein Wechsel mit frischem Medium, welchem vorher das
Virostatikum in verschiedenen Konzentrationen (+ Kontrolle ohne Virostatikum) fur jede
zu untersuchende Virusmutante und den Wildtyp hinzugefigt wurde (siehe Tab. 18).
Vorerst mussten einige Testversuche mit unterschiedlichen Konzentrationen fur die
jeweiligen Virostatika GCV und FOS durchgefuhrt werden, um den ECse-Bereich
ausreichend abzudecken. Letztlich wurden folgende Konzentrationsbereiche fur die

Resistenz-Assays festgelegt:

Tab. 18: Virostatika-Konzentrationen fiir den Titer-Reduktions-Assay
GCV [uM] | 0 | 0,25 | 0,5 | 1 | 2 | 4 | 8
FOS [uM] ‘ 0 ‘ 20 ‘ 30 ‘ 40 ‘ 50 ‘ 60 ‘

Jeden zweiten Tag wurde die Halfte des Mediums (1 ml pro Well) abgesaugt und durch
frisches Medium inklusive Virostatikum ersetzt. Nach 6 d, zum Zeitpunkt der maximalen
Virusvermehrung (bestimmt durch Wachstumskurven), wurde zellfreies Virus aus dem
Uberstand geerntet. AnschlieRend wurden Zellen fiir die durchflusszytometrische
Immunotitration in verschiedenen Verdinnungen (1:1/1:5/1:20/1:100 / 1:500) infiziert,
geerntet und fixiert sowie Antikdrper-markiert (siehe Abschnitt 2.2.4.1). Der Virustiter
wurde nachfolgend in Abhangigkeit der relativen Anzahl an |E-positiven Zellen (infizierte
Zellen) in der Gesamtzellpopulation berechnet (siehe Abschnitt 2.2.4.2). Der Assay selbst
und die Titerung wurden fur den HCMV-Wildtyp, fir jede HCMV-Mutante und die

jeweiligen Virostatika-Konzentrationen in biologischen Triplikaten durchgeflhrt.

2.2.6.1 Bestimmung der ECso
Fir den Titer-Reduktions-Assay per durchflusszytometrischer Immunotitration (TRA)

wurde die ECsp definiert als Virostatika-Konzentration, welche die Anzahl IE-positiver
Zellen und damit den Virustiter einer infizierten Zellpopulation halbmaximal (um 50%)

reduziert.
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thoden

Mithilfe des Programms GraphPad Prism wurden nicht-lineare Regressionsanalysen

unter Konstruktion von Dosis-Wirkungs-Kurven (drug-response) durchgefihrt und die

ECso als Mittelwert der Triplikate Uber das Analysetool , Inhibitor vs. Response - Variable

Slope (4 parameters)” ermittelt (127). Das Verhaltnis zum sensitiven Referenzstamm
wurde als ECso-Ratio (ECso Mutante + ECso Wildtyp) berechnet. An der Literatur

orientierend wurde eine Virostatika-Resistenz ab einem ECso-Ratio-Grenzwert = 2

angenommen (68).

6-Wells

24h2l

FITC-A
3 ot

18

1h infizierte HEL (MOI 2,5)

Hinzugabe Virostatikum in verschiedenen

Konzentrationen
(GCV: 0,25-8 uM | FOS: 20-60 uM)

Alle 48h:
Wechsel der Halfte des Mediums inkl.
Virostatikum

Ernte zellfreies Virus aus Uberstand

Infektion HEL-Zellen

Trypsinierung (Zellernte), Fixierung

IE-AK Farbung

Durchflusszytometrie IE-positiver (infizierter) Zellen

ECso-Ermittlung

Abb. 7: Schema des Titer-Reduktions-Assays per durchflusszytometrischer Imnmunotitration (TRA)

HEL = Primare

Humane

Embryonale Lungenfibroblasten; MOI = Multiplicity Of Infection;

AK = immediate early-Antikorper // Quelle: Eigene Darstellung
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3 Ergebnisse

Aufgrund des Verdachts einer Virostatika-resistenten HCMV-Infektion bei einem
padiatrischen Patienten (siehe Abschnitt 1.5) wurde eine genotypische Resistenztestung
per Sanger-Sequenzierung des UL97- und UL54-Gens von HCMV aus virushaltigem
Patientenplasma durchgeflhrt. Es zeigten sich zwei nah beieinander lokalisierte
Mutationen im UL54-Gen, welche bis dato noch nicht phanotypisch beschrieben worden
waren, sowie bereits beschriebene nicht-resistenzvermittelnde Polymorphismen (siehe
Tab. 19). Daraufhin wurde ein HCMV-Isolat generiert und durch das Konsiliarlabor in
Tubingen hinsichtlich einer Resistenzvermittiung mittels PRA getestet. Hier zeigte sich
eine hochgradige Resistenz gegenuber GCV und eine malige Resistenz gegenuber FOS

mit folgenden ECso-Werten:

ECs0 GCV: 26 uM (Resistenzgrenzwert nach (128): > 6 uM)
ECso FOS: 475 uM (Resistenzgrenzwert nach (128): > 400 uM)

Um den Einfluss der detektierten unbeschriebenen Mutationen UL54-N8551 und
UL54-F861Y auf den getesteten Resistenz-Phanotypen des HCMV-Isolats
aufzuschlisseln und die Mutationen im Sinne einer Genotyp-Phanotyp-Korrelation
beschreiben zu kénnen, wurde nach dem Prinzip der rekombinanten Phanotypisierung
vorgegangen (siehe Abb. 8). Mit dem Ziel, das klinische Isolat des Patienten moglichst
realitatsgetreu darzustellen, wurde fir die BAC-Mutagenese das aus dem HCMV-
Laborstamm TB40-E abgeleitete TB40-BAC4 verwendet (129). Das HCMV-Genom ist im
TB40-BAC4 fast vollstandig reprasentiert und es sind alle UL54-
Sequenzpolymorphismen des klinischen Isolats (S655L, N685S, A885T, N898D)
abgebildet (111). Andere BACs von haufig verwendeten HCMV-Laborstdammen, wie
Merlin, Toledo, Towne und AD169, enthalten in ihrem Genom keinen oder nur einige der
Sequenzpolymorphismen des klinischen Isolats und waren daher fur diese Arbeit weniger
geeignet gewesen. Des Weiteren wurde TB40-BAC4 bereits in vorherigen publizierten
Studien fur die rekombinante Phanotypisierung unbeschriebener HCMV-Mutationen
verwendet (97, 130-132) und weist nach Transfektion in humane Zellen eine schnelle und
hochtitrige Virusreplikation in der Zellkultur auf (129). Das TB40-BAC4 lag bereits in E.
coli-Bakterien (GS1783) vor, sodass das Einfligen der Punktmutationen mittels en
passant Mutagenese (siehe Abschnitt 2.2.1) und damit Generierung von HCMV-

Mutanten problemlos mdglich war.
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1. En passant Mutagenese 2. Isolierung BAC-DNA & 3. BAC-DNA Transfektion in HEL-Zellen &
(HCMV-Klon als TB40-BAC4 in E.coli GS1783) Sequenzierung Virusrekonstitution in Zellkultur
:
/_\ HCMV BAC ‘}3
Mutante
HCMV BAC Transfektion &
= HCMV BAC Rekombination HCMV BAC Mutante :
Wildtyp Mutante ;'S
%
‘\\ D
Mutation &) ¥
J 25
2

| MM 4. Wachstumsanalyse — ‘}'; ahotoaraboN
‘/GCV/FOS

5. Titer-Reduktions-Assay
per durchflusszytometrischer Inmunotitration
(phanotypische Resistenztestung)

Abb. 8: Schema der rekombinanten Phanotypisierung

(1.) Zunachst mussten HCMV-Mutanten Uber die BAC-Technologie rekombiniert werden. Hierflir wurden
DNA-Fragmente mit den zu untersuchenden Mutationen in einer PCR generiert und anschliefiend mittels
en passant Mutagenese tber ein BAC in E. coli kloniert. (2.) Aus E. coli wurde dann die als BAC vorliegende
klonierte HCMV-DNA isoliert und (3.) in humane Zellen transfektiert. So konnte infektioses Virus
rekonstituiert, angeziichtet und schlieldlich fir (4./5.) phanotypische Untersuchungen genutzt werden.
Il Quelle: Eigene Darstellung

Fir die Einordnung der Ergebnisse des neu etablierten Titer-Reduktions-Assays per
durchflusszytometrischer Immunotitration war es erforderlich, einen sensitiven HCMV-
Stamm und HCMV-Mutanten mit bekannten resistenzvermitteinden Mutationen als
Referenz mitzufiihren (90). Es wurden daher zusatzliche HCMV-Mutanten mit Mutationen
generiert (siehe Tab. 19), die als hochgradig resistenzvermittelnd gegenuber GCV und
FOS bekannt sind und haufig in klinischen HCMV-Isolaten detektiert werden (62, 68, 133,
134).
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Tab. 19: Mutationen des HCMV-Isolats und mitgefiihrte Referenzmutationen

Mutation(en)? Gen Resistenz (ECso-Ratio)®
Wildtyp (TB40-BAC4) UL97/UL54 keine

M460I uL97 GCV (5)

A987G uL54 GCV (5,3); CDV

A809V uL54 FOS (6,3); GCV (2,6)
N855I/F861Y° UL54 zu phénotypisieren
N855I° UL54 zu phénotypisieren
F861Y° UL54 zu phénotypisieren

*zusatzlich im HCMV-Isolat detektierte bekannte
Polymorphismen: S655L, N685S, A885T, N898D (80)

@ Der GroRbuchstabe vor der Ziffer entspricht der Aminosaure in Wildtyp-Form, der GroRRbuchstabe hinter der Ziffer
entspricht der durch Punktmutation ausgetauschten Aminosaure; ® Referenzliteratur: (68, 133, 135, 136)
¢neu detektierte unbeschriebene Mutationen des HCMV-Isolats

3.1 Konstruktion von HCMV-BAC-Mutanten

3.1.1 Herstellung der PCR-Fragmente

Fir alle zu untersuchenden Mutationen konnten PCR-Fragmente generiert werden. Die
Amplifikation der PCR-Fragmente, welche die zu untersuchenden Mutationen und die
Kanamycin-Resistenzkassette als positiven Selektionsmarker sowie
Sequenzduplikaturen fur die Mutagenese enthielten (siehe Abschnitt 2.2.1), wurde mittels
Agarose-Gelelektrophorese kontrolliert. Eine erfolgreiche Konstruktion der PCR-

Fragmente zeigte sich durch eine Bandenfarbung bei 1 kbp.

3.1.2 Positive Selektion nach erster Red-Rekombination

Das Einfugen des PCR-Fragments inklusive der Kanamycin-Resistenz-Kassette in das
TB40-BAC4 der E. coli GS1783 konnte durch sichtbare Bakterienkolonien auf
LB/Camp/Kana-Agarplatten nach 24-48 h angenommen werden. Ob die erste
Red-Rekombination auch an gewtinschter Position im BAC-Genom stattgefunden hatte
und die Kanamycin-Resistenz nicht nur das Ergebnis einer ektopen Integration der
Kanamycin-Resistenz-Kassette war, wurde durch eine Diagnostik-PCR kontrolliert.
Erfolgreich rekombinierte BAC-Klone mit Integration des PCR-Fragments innerhalb der
BAC-Zielsequenz konnten anhand der GroRenzunahme in der Agarose-

Gelelektrophorese identifiziert werden (siehe Abb. 9 und 10).
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M460I
1 2 8 4 5 6 -C +C
3 ‘Vf b ‘{“ ¢
o ’
3 kbp - w - w
2 kbp A A @ A A w L
X X

Abb. 9: Erfolgskontrolle des ersten Rekombinationsschrittes in UL97 (Zuschnitt)

Eine homologe Rekombination mit Integration des PCR-Fragments (inklusive UL97-M460l) innerhalb der
UL97-BAC-Zielsequenz zeigte sich in der Agarose-Gelelektrophorese durch eine sichtbare Bande bei
3 kbp (gruner Pfeil; PCR-Fragment 1 kbp + UL97-BAC-Amplicon 2 kbp). Klon 2 und 5 (fett markiert) wurden
fur weitere Mutagenese-Schritte verwendet. -C = negative Kontrolle (Geltasche ohne DNA/PCR-Produkt);
+C = positive Kontrolle (DNA des betreffenden TB40-BAC4 Wildtyp-Amplicons mit einer Gré3e von 2 kbp).
Il Quelle: Eigene Fotografie

B
A987G A809V N8551/F861Y
-GGy et i an a3 AN eS U 16 T2 SL3RA s S Hl 2 0 -C +C

Abb. 10: Erfolgskontrolle des ersten Rekombinationsschrittes in UL54 (Zuschnitte)

(A)-(C) Eine homologe Rekombination mit Integration des PCR-Fragments (inklusive der jeweiligen
Mutation) innerhalb der gewinschten UL54-BAC-Zielsequenz zeigte sich in der Agarose-
Gelelektrophorese durch eine sichtbare Bande bei 1,7 kbp (gruner Pfeil; PCR-Fragment 1 kbp + UL54-
BAC-Amplicon 700 bp). Klone, die fir weitere Mutagenese-Schritte verwendet wurden sind fett
markiert. -C = negative Kontrolle (Geltasche ohne DNA/PCR-Produkt); +C = positive Kontrolle (DNA des
betreffenden TB40-BAC4 Wildtyp-Amplicons mit einer Gréf3e von 700 bp). // Quelle: Eigene Fotografie
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3.1.3 Negative Selektion nach zweiter Red-Rekombination

Durch Arabinoseinduktion der |-Scel-Endonuklease, welche die BAC-DNA an der
integrierten |-Scel-Schnittstelle spalten konnte, fand die zweite Red-Rekombination statt,
wodurch die Selektionsmarkerkassette (Kanamycin-Resistenz) wieder herausgeldst
wurde (siehe Abschnitt 2.2.1.4). Da das TB40-BAC-4 Uber ein Camp-Resistenzgen
verfugt, welches durch die Mutagenese nicht beeintrachtigt wurde, wuchsen alle
angeimpften Bakterien mit den beherbergten BAC-Klonen auf der LB/Camp-Agarplatte
heran. Ein ausbleibendes Wachstum auf der LB/Camp/Kana-Agarplatte deutete auf die
gelungene Entfernung der Selektionsmarkerkassette hin, da damit auch die Kanamycin-

Resistenzfahigkeit verloren ging (siehe Abb. 11).

Abb. 11: Negative Selektion rekombinanter BAC-Klone nach zweiter Rekombination (Beispiel)

(A) Camp-Resistenz: Uneingeschranktes Heranwachsen aller Bakterienkolonien mit beherbergten BAC-
Klonen auf der Camp-Agarplatte, ermdéglicht durch das in TB40-BAC-4 enthaltene Camp-Resistenz-Gen,
welches nicht durch die Mutagenese verandert wurde. (B) Kanamycin-Sensitivitat: Ausbleibendes
Wachstum auf der Camp/Kana-Platte als Zeichen einer erfolgreichen Exzision der Kanamycin-Resistenz-
Kassette. // Quelle: Eigene Fotografie

3.1.4 Sequenzierung der rekombinanten BAC-Klone

Vor der Transfektion isolierter BAC-DNA in humane Zellen konnte eine erfolgreiche
spurlose Mutagenese ohne unerwinschte Sequenzveranderungen per Sanger-
Sequenzierung des betreffenden Gen-Abschnitts nachgewiesen werden. So konnte
zusatzlich zur Sensitivitatskontrolle auf Antibiotika-Agarplatten nicht nur die Entfernung
der Selektionsmarkerkassette bestatigt werden, sondern auch eine spurlose Mutagenese
mit ausschlieRlich gewlnschter Punktmutation ohne zusatzliche Sequenzveranderungen
(siehe Abb. 12).
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A
Wildtypsequenz

AS | T P M N \ L

Basen  ATT ACA CCC ATG AAC GTG CTC

M4601
$

| T P | N \Y L

ATTACACCCCAACGTGCTC

Wildtypsequenz
AS E Q M A L K v

Basen GAA CAG ATG GCA CTC AAA GTA

A809V
$

E Q M v L K \

G AACAGATGCTCAA AG TA

Wildtypsequenz
AS R K T A o] E F

Basen cGc AAG ACG GCT TGC GAG TTC

A987G
\ 4

R K T G Cc E F

CGCAAGACGTGCGAGTTC

D
Wildtypsequenz

AS I K D N F S E
Basen ATC AAA GAC AAC TTT TCA GAG

N855I
$

| K D | F S E

AT CAAAGACTTTTCAGAG

T O L

Wildtypsequenz
AS E P c F L H N

Basen GaAG ccG TGT TIT TTG CAC  AAT

F861Y
4

E P Cc Y L H N

GAG CCGTGTTTGCACAAT

Nl

Fortsetzung auf Seite 45
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Wildtypsequenz Wildtypsequenz

AS [ K D N F S E P C Y L H N

Basen Atc AAA GAC AAC TIT TCA GAG CCG TGT TTT TIG CAC  AAT

N855I F861Y
$ $
| K D I F s E P C Y L H N

ATC/\A/—\G/\CTT TTCAGAGCCGTGTTTGCACA/\T

- i
A ! A 0
oo o

Abb. 12: Sequenzierungsnachweis: Erfolgreiche Konstruktion rekombinanter HCMV-BAC-Klone
Dargestellt sind die Sequenzierungsergebnisse der jeweiligen rekombinanten HCMV-BAC-Klone mit
entsprechender gewiinschter Punktmutation in (A) UL97 und (B-F) UL54. Das rot-markierte Rechteck
kennzeichnet die ausgetauschte Base, der rot-markierte Buchstabe kennzeichnet die daraus resultierende
veranderte Aminosaure. Als Referenz diente die Sequenz des TB40 BAC-4 Wildtyp. AS = Aminosauren-
Sequenz; A=Alanin; R=Arginin; N=Asparagin; D=Asparaginsaure; C=Cystein; Q=Glutamin;
E=Glutaminsaure; G=Glycin; H=Histidin; I=Isoleucin; L=Leucin; K=Lysin; M=Methionin; F=Phenylalanin;
P=Prolin; S=Serin; T=Threonin; Y=Tyrosin; V=Valin // Basen = Basensequenz; A=Adenin; C=Cytosin;
G=Guanin; T=Thymin // Quelle: Eigene Darstellung (Sequenzausschnitte (ber SnapGene Software,
Sequenzdaten von LGC Genomics GmbH)

3.2. Phanotypisierung der HCMV-Mutanten

3.2.1 Rekonstitution von infektiosen HCMV-Mutanten in HEL-Zellkultur

Um infektidses Virus in Zellkultur zu rekonstituieren, wurden humane Zellen (primare
humane embryonale Lungenfibroblasten; HEL, Fi301) mit der DNA rekombinanter
HCMV-BAC-Klone, welche die gewinschte Punktmutation und keine anderweitigen
Sequenzveranderungen zeigten, transfiziert. Um die Effizienz der Transfektion zu
erhdhen, wurde pp71 als regulatorisches Protein des HCMV (u.a. Transaktivator der IE-
Genexpression und Inhibitor von Signalwegen der zellularen Abwehr) co-transfiziert (7, 9,
137, 138). Alle generierten BAC-Mutanten konnten als infektioses HCMV rekonstituiert
und hochtitriges zellfreies Virus nach 20-23 Tagen aus dem Uberstand geerntet werden
(siehe Abb. 13). Zwischen dem Wildtyp und den einzelnen HCMV-Mutanten wurde
wahrend der Rekonstitution kein wesentlicher zeitlicher Unterschied (max. 2 d Varianz)
beobachtet.
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A

Abb. 13: Virusrekonstitution in HEL-Zellkultur

(A) Konfluentes Wachstum von nicht-infizierten HEL-Zellen (Fi301), 10X-VergréfRerung; (B)-(F) Zeitlicher
Ablauf der Virusrekonstitution nach Transfektion; (B): 4-6 d: Bildung vereinzelter Plaques (Pfeile), 10X-
VergrolRerung; (C) 7-12d: Plaqueausdehnung; 10X-VergroRerung; (D) 14-16 d: durchinfizierter
Zellmonolayer, 10X-VergroRerung; (E) Charakteristischer zytopathischer Effekt (CPE) in durchinfiziertem
Zellmonolayer, 20X-Vergroferung; (F) 20-23 d: Lysierte Zellen, kurz vor der Virusernte aus dem
Uberstand, 10X-VergréRerung // Quelle: Eigene Fotografie iiber Mikroskop Zeiss Axio Vert.A1 und ZEN-
Software
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3.2.2 Virusquantifizierung mittels durchflusszytometrischer Inmunotitration

Zellfreies Virus konnte mittels durchflusszytometrischer Immunotitration quantifiziert
werden (siehe Abb. 14A, 14B). Die Methode beruht auf der Berechnung des viralen Titers
uber die Anzahl IE-Protein-Antikdrper-markierter (infizierter) Zellen in einer
Gesamtzellpopulation nach Inokulation mit zellfreiem Virus (siehe Abschnitt 2.2.4). Die
relative Anzahl infizierter Zellen wurde 24h nach Infektion mittels Durchflusszytometrie
bestimmt, da zu diesem Zeitpunkt des Infektionszyklus genug IE-Proteine gebildet
werden, jedoch noch keine neuen Viruspartikel zur Reinfektion und damit Verfalschung
der Ergebnisse (Uberschatzung des viralen Titers) vorliegen. AnschlieRend wurde der
Titer in Abhangigkeit der analysierten Prozentzahl I|E-positiver (infizierter) Zellen
errechnet (siehe Abb. 14C). Fur alle rekonstituierten HCMV-Mutanten ergaben sich
ahnlich hohe Virustiter zwischen 8,4 x 108- 4,48 x 107 IU/ml.

800 = .
10" =T
600 = 103 =2
< <
! 1 LI) 2 -
2 400 - -
n o E
- 10! =2
200 = 3
10° =
0 3
—
0 200 400 600 800 1.0K 0 200 400 600 800 1.0K
C FSC-A FSC-A

Zellzahl/ml X (% infiz. Zellen — % Leerkontrolle) X Verdiinnungsfaktor
Virusvolumen (ml)

Virustiter in IlU/ml =

6500 x (11,6 — 0,28) x 100
- 0,5

=1,47x1071U/ml

Abb. 14: Beispiel einer durchflusszytometrischen Immunotitration (Wildtyp-infizierte Zellpopulation)
Quantifizierung |IE-positiver (infizierter) Zellen mittels Durchflusszytometrie und nachfolgender Virustiter-
Berechnung. (A) Detektierte HEL-Gesamtpopulation, FSC-SSC Gating, um Aggregate, Dubletten und
Debris auszuschlieBen. (B) Separation der ausgewahlten HEL-Population und Quantifizierung der
infizierten Zellen (IE+ in Prozent) mithilfe des FITC-Signals. (C) Virustiter-Berechnung in 1U/ml. SSC-A =
side-scattered light (Seitwartsstreulicht); FSC-A = forward-scattered light (Vorwartsstreulicht); FITC-A =
Fluoresceinisothiocyanat; HEL = Primare Humane Lungenfibroblasten (IE-negativ, nicht-infiziert); IE+ = IE-
positive HEL-Zellen (infiziert); IU/ml = Infektidse Einheiten pro Milliliter (engl. infectious units per ml)
Il Quelle: Zuschnitt aus Batch Analysis-Export (ber FlowJo-Software
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3.2.3 In vitro-Wachstumsanalyse der HCMV-Mutanten

Einige resistenzvermitteinde UL54-Mutationen schranken die Virusreplikation ihres
HCMV-Stammes durch Verminderung der UL54-Polymerase-Aktivitat ein (97, 124, 136,
139-141). Da Resistenz-Assays auf der Vermehrung des HCMV-Stammes in der
Zellkultur basieren, koénnen Einschrankungen der Virusreplikation folglich zu
Fehlinterpretationen der Virostatika-Suszeptibilitat fihren (125, 140). Des Weiteren wird
von zusatzlichen nicht-resistenzvermittelnden Mutationen innerhalb eines HCMV-
Stammes berichtet, welche eine verminderte Virusvermehrung kompensieren kdnnen.
Diese Mutationen sind bei der Analyse von genotypischen Resistenztestungen im
klinischen Kontext ebenso wichtig zu bertcksichtigen wie direkt resistenzvermittelnde
Mutationen, da sie die virale replikative Fitness und letztlich auch den klinischen Verlauf
einer HCMV-Infektion beeinflussen konnen (67, 125, 140).

Fir die Untersuchung der Replikationskinetik generierter HCMV-Mutanten wurden
konfluente HEL-Zellen (Fi301) mit einer hohen (2,5) und niedrigen (0,02) MOl infiziert und
virushaltiger Uberstand alle 2 (hohe MOI) bzw. 4 Tage (niedrige MOI) geerntet. Unter
Bedingungen einer niedrigen MOI kommt es statistisch gesehen seltener zu einer
Infektion einzelner Zellen mit mehreren infektiosen Partikeln. Demnach lasst sich die
Virusvermehrung durch mehrere Replikationszyklen und die Ausbreitungsfahigkeit
innerhalb des Zellverbands genauer darstellen.

Morphologische Zellveranderungen, die unter dem Mikroskop sichtbar waren, wurden
protokolliert und fotografiert. Zellen, die mit dem HCMV-Wildtyp infiziert worden waren,
zeigten als erstes zytopathische Veranderungen, sowohl unter hoher MOI (ab 2. dpi) als
auch unter niedriger MOI (ab 6. dpi), jedoch maximal 1-2 Tage vor den mit HCMV-
Mutanten infizierten Zellen. Insgesamt konnten visuell keine wesentlichen Unterschiede
zwischen den einzelnen HCMV-Mutanten und dem Wildtyp (Referenzstamm) bezlglich
Zellmorphologie und Ausbreitungsgeschwindigkeit beobachtet werden. Eine genauere

Analyse gelang mit dem Erstellen von Wachstumskurven.

3.2.3.1 Wachstumskurven der HCMV-Mutanten
Die Uber 10 Tage (high MOI) bzw. 20 Tage (low MOI) lang geernteten virushaltigen

Uberstande wurden fiir jeden Tag und jede HCMV-Mutante in biologischen Triplikaten
mittels durchflusszytometrischer Immunotitration (siehe 2.2.4) quantifiziert. Zur besseren
Vergleichbarkeit zwischen HCMV-Mutanten und HCMV-Wildtyp wurde die

Virusvermehrung durch Wachstumskurven visualisiert (siehe Abb. 15).
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Hohe MOI

Unter hoher MOI zeigt sich fur alle HCMV-Mutanten eine typisch sigmoidale
Wachstumskurvenform, welche dem HCMV-Wildtyp (Referenzstamm) sehr ahnlich ist
(siehe Abb.15A). Die Virustiter beginnen ab dem 2. dpi steil anzusteigen bis die Zunahme
um den 6. dpi abflacht. Die Kurve des Wildtyps zeigt am 6. dpi bereits sein Maximum mit
anschliellend beginnender Regression, wahrend die HCMV-Mutanten ihren maximalen
Virustiter um den 8.-10. dpi erreichen.

Insgesamt lassen sich unter hoher MOI keine wesentlichen Unterschiede der
Replikationskinetik zwischen Wildtyp und den HCMV-Mutanten erkennen, die maximalen
Virustiter liegen zwischen ca. 5,7 x 10% (UL97-M460I) und 1,5 x 107 IU/ml (UL54-F861Y).

Niedrige MOI

Die Wachstumskurven der einzelnen HCMV-Mutanten zeigen unter niedriger MOI eine
leicht verzdgerte (ca.4 d) und Uber den Zeitraum von 20 Tagen eine insgesamt
verminderte Virusreplikation im Vergleich zum HCMV-Wildtyp (siehe Abb. 15B).

Der starkste Virustiteranstieg zeigt sich zwischen dem 8. bis 16. dpi. Wahrend die
Vermehrung des HCMV-Wildtyps und der HCMV-Mutante UL54-N855] ab dem 16. dpi
rickgangig ist, lasst sich bei den anderen HCMV-Mutanten noch ein leichter (UL97-
M460I1, UL54-A809V, UL54-N8551/F861Y) bis etwas starkerer Anstieg (A987G, F861Y)
verzeichnen. UL97-M4601 zeigt von allen HCMV-Mutanten die geringste
Wachstumskapazitat mit ca. 6,7 x 10* IU/ml (> 20-fach geringer als der Wildtyp).
UL54-A987G erreicht bis zum 20. dpi mit ca. 8,4 x 10° IlU/ml den hochsten Virustiter nach

dem HCMV-Wildtyp mit einem maximalem Virustiter von ca. 1,6 x 108 lU/ml.
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Abb. 15: Replikationskinetik der HCMV-Mutanten unter hoher und niedriger MOI

Primare humane embryonale Lungenfibroblasten (HEL; Fi301) wurden mit generierten HCMV-Mutanten
und dem HCMV-Wildtyp (WT) unter hoher MOI (2,5) und niedriger MOI (0,02) infiziert. Der virushaltige
Uberstand wurde zu den auf der X-Achse angegebenen Zeitpunkten nach Infektion (dpi) geerntet, die
Quantifizierung erfolgte per durchflusszytometrischer Immunotitration. Die Symbole der Wachstumskurven
reprasentieren den Mittelwert von biologischen Triplikaten, Fehlerbalken stellen die Standardabweichung

dar. MOI = Multiplizitat der Infektion (engl. multiplicity of infection). Anmerkung: Vereinzelte Replikate
ergaben Minuswerte, die nicht berticksichtigt wurden.
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3.2.4 Virostatika-Suszeptibilitdit der HCMV-Mutanten

Um die neuen unbeschriebenen Mutationen hinsichtlich der Virostatika-Suszeptibilitat
phanotypisch zu charakterisieren und damit auch die Frage beantworten zu kénnen, ob
diese fur die klinische Virostatika-Resistenz des Patienten verantwortlich gewesen sein
konnten, wurde fur die einzelnen generierten HCMV-Mutanten eine phanotypische
Resistenztestung basierend auf der Virostatika-abhangigen Titer-Reduktion (in der
englischsprachigen Fachliteratur bekannt als Yield Reduction) durchgefuhrt (siehe
Abschnitt 2.2.6). Virale Titer wurden dabei mittels durchflusszytometrischer
Immunotitration quantifiziert. Fur jede HCMV-Mutante konnten Dosis-Wirkungs-Kurven
aus den Werten biologischer Triplikate erstellt werden, die das Ansprechen der HCMV-
Mutanten auf die Virostatika GCV und FOS veranschaulichen (siehe Abb. 16, 17).
Zusatzlich konnten jeweils die halbmaximale effektive Konzentration (ECso) und das
Verhaltnis zum Virostatika-sensitiven HCMV-Wildtyp (ECso-Ratio = ECso Mutante -~ ECso
Wildtyp) als vergleichbares Mal fir die Suszeptibilitat einer HCMV-Mutante gegenuber
GCV und FOS bestimmt werden. Eine Virostatika-Resistenz wurde ab einer ECso-
Ratio =2 2 angenommen. Der TB40-BAC4-Wildtyp und bekannte resistenzvermittelnde
Mutationen (UL97-M4601, UL54-A987G, UL54-A809V; siehe Tab.19) wurden als

Referenz mitgefuhrt.

3.2.4.1 GCV-Suszeptibilitdét der HCMV-Mutanten
Fir den HCMV-Wildtyp als Virostatika-sensitiven Referenzstamm zeigt sich die Inhibition

der viralen Replikation in Abhangigkeit steigender GCV-Konzentration in einer typischen
sigmoidalen Dosis-Wirkungs-Kurve mit einer zunachst geringen Abnahme des
Virustiters, der ein steiler Abfall nach einem Wendepunkt folgt (siehe Abb. 16A). Die ECso
fur GCV konnte mit 0,70 uM berechnet werden.

Die Referenzmutante UL97-M460I, welche in der Literatur als GCV-resistent beschrieben
wird (68, 133, 135), zeigt eine deutlich verzdogerte Abnahme des Virustiters unter
steigender GCV-Konzentration (siehe Abb. 16B), was sich auch in einer hoheren ECsg
mit 3,73 uM ausdrickt. Die ECso ist in etwa finfmal so hoch wie die des Wildtyps (ECso-
Ratio 5,33), was auf eine hochgradige Resistenz (Grenzwert ECso-Ratio: = 2) hindeutet.
Fir die Referenzmutante UL54-A987G, welche als resistenzvermittelnd gegentuber GCV
beschrieben ist (68, 136), zeigt sich in der Dosis-Wirkungs-Kurve ein etwas weniger
steiler Abfall des Virustiters als beim Wildtyp (siehe Abb. 16C).
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Die ECso fur GCV betragt 0,96 uM und die ECso-Ratio 1,37, was fur eine verringerte GCV-
Suszeptibilitat spricht.

Die Dosis-Wirkungs-Kurve der Referenzmutation UL54-A809V als beschriebene
resistenzvermittelnde Mutation gegentber FOS zeigt einen ahnlichen Verlauf wie die des
HCMV-Wildtyps. Fur GCV konnte eine ECso von 0,68 uM ermittelt werden (siehe
Abb. 16D). Die ECso-Ratio liegt bei 0,97, was auf eine GCV-Sensitivitat hindeutet.

Die zu phanotypisierende HCMV-Doppelmutante UL54-N855I/F861Y zeigt in der Dosis-
Wirkungs-Kurve einen steilen Abfall des Virustiters unter steigender GCV-Konzentration,
was eine hohere Suszeptibilitat und damit geringere ECso fiir GCV vermuten |asst (siehe
Abb. 16E). Die Berechnung einer ECso von 0,36 uM und einer ECso-Ratio von 0,51
unterstiutzen diese Annahme und sprechen fur eine GCV-Sensitivitat.

Die einzelne zu phanotypisierende Mutation UL54-N855I1 vermittelt eine fast gleich hohe
ECso (0,35 uM) und ECso-Ratio (0,5) fur GCV und zeigt in der Dosis-Wirkungs-Kurve
ebenfalls einen steilen Abfall des Virustiters an (siehe Abb. 16F).

UL54-F861Y lasst mit 0,53 uM eine etwas hohere ECso flir GCV verzeichnen als UL54-
N855I, allerdings ist sie ebenfalls geringer als die des WT. Die berechnete ECso-Ratio
von 0,76 weist auf eine GCV-Sensitivitat hin (siehe Abb. 16G).
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Abb. 16: Dosis-Wirkungs-Kurven der HCMV-Mutanten mit ECso und ECso-Ratio fiir GCV

Die Dosis-Wirkungs-Kurven stellen die Inhibition der viralen Replikation in Abhangigkeit der GCV-
Konzentration (log [0/0,25/0,5/1/2 /4 /8 uM]) dar. Je steiler der Abfall der Kurven, desto geringer ist
die fir eine Reduktion des Virustiters bendtigte GCV-Konzentration. Der Assay und die Titerung wurden
jeweils in biologischen Triplikaten durchgefiihrt, die Symbole der Kurven entsprechen den Mittelwerten. Die
Fehlerbalken stellen die Standardabweichung (SD) dar. Die Berechnung der ECso (Mittelwert der Triplikate)
erfolgte mittels nicht-linearer Regressionsanalyse in GraphPadPrism (Analysetool ,/nhibitor vs.
Response - Variable Slope 4 parameters “). ECso = halbmaximale effektive Konzentration; R? =
Determinationskoeffizient; 95% Cl = 95% Konfidenzintervall. * Einzelne Replikate ergaben Minuswerte, die
nicht berticksichtigt wurden. ° einzelnes Replikat mit ungliltiger Messung, Mittelwert aus biologischen
Duplikaten.

3.2.4.2 FOS-Suszeptibilitdt der HCMV-Mutanten
Die Dosis-Wirkungs-Kurve des Wildtyps zeigt eine sigmoidale Form mit steilem Abfall des

viralen Titers unter steigender FOS-Konzentration (siehe Abb. 17A). Die ECso betragt
38,01 uM.

Fir die UL54-Referenzmutante A809V, welche als resistenzvermittelnd gegentiber FOS
beschrieben ist (68, 136), zeigt sich eine verminderte FOS-Suszeptibilitdt durch eine
abgeflachte und unvollstandige Abnahme des Virustiters bei steigender FOS-
Konzentration (siehe Abb. 17B). Es kann keine verlassliche ECso berechnet werden, da

die maximale getestete FOS-Konzentration (60 uM) nicht ausreicht, um den Virustiter der
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HCMV-Mutante UL54-A809V halbmaximal (50%) zu inhibieren. Am Verlauf der Dosis-
Wirkungs-Kurve lasst sich jedoch eine hochgradige Resistenzvermittiung mit einer
ECs0> 60 uM vermuten.

Fir die zu phanotypisierende UL54-Doppelmutante N855I/F861Y ist ebenfalls keine
zuverlassige Berechnung einer ECso mdglich, da der Virustiter mit der niedrigsten
verwendeten FOS-Konzentration (20 uM) bereits um mehr als 50% inhibiert wird. Es kann
daher eine ECso < 20 uM geschéatzt werden. Der sehr steile Abfall der Dosis-Wirkungs-
Kurve unterstutzt diese Annahme zusatzlich und weist auf eine hohe FOS-Suszeptibilitat
hin (siehe Abb. 17C).

Die Einzelmutation UL54-N855| deutet mit einer steilen Regression der sigmoidalen
Kurve und einer ECso von 30,33 uM und ECsp-Ratio von 0,80 auf eine FOS-Sensitivitat
hin (siehe Abb. 17D).

Die Kurve der HCMV-Mutante UL54-F861Y zeigt ebenfalls eine sigmoidale Form, die

ECso von 23,91 yM und ECso-Ratio von 0,63 sprechen fur eine FOS-Sensitivitat (siehe
Abb. 17E).
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Abb. 17: Dosis-Wirkungs-Kurven der HCMV-Mutanten mit ECso fiir FOS

Die Dosis-Wirkungs-Kurven stellen die Inhibition der viralen Replikation in Abhangigkeit der FOS-
Konzentration (log [0 /20/30/40/50 /60 uM]) dar. Je steiler der Abfall der Kurven, desto geringer ist die
fur eine Reduktion des Virustiters benétigte FOS-Konzentration. Der Assay und die Titerung wurden jeweils
in biologischen Triplikaten durchgefiihrt, die Symbole der Kurven entsprechen den Mittelwerten. Die
Fehlerbalken stellen die SD dar. ECso = halbmaximale effektive Konzentration; R? =
Determinationskoeffizient; 95% Cl = 95% Konfidenzintervall. * geschétzter Wert, da keine genaue ECso-
Berechnung méglich (siehe dazu auch 4.2.2)

3.2.4.3 Gegenuberstellung der Ergebnisse des Titer-Reduktions-Assays und des
Plaque-Reduktions-Assays

Um die Ergebnisse des erstmalig etablierten Titer-Reduktions-Assays per

durchflusszytometrischer Immunotitration (TRA) mit denen eines Plaque-Reduktions-
Assays (PRA) als Goldstandard der phanotypischen Resistenztestung abzugleichen,
wurden die generierten HCMV-Mutanten in das Konsiliarlabor nach Tubingen geschickt
und dort mittels modifiziertem PRA (130) in biologischen Triplikaten auf GCV- und FOS-
Suszeptibilitat untersucht. Da sich die beiden Assays in ihrem Prinzip und der
Durchfuhrung (z.B. Verwendung unterschiedlicher Virostatika-Konzentrationsbereiche)
unterscheiden, wurde die ECso-Ratio fur eine bessere Vergleichbarkeit herangezogen.
Aus Abbildung 18 sowie Tabelle 20 und 21 lasst sich entnehmen, dass die mittels TRA
und PRA ermittelten ECso-Ratios fur die jeweiligen HCMV-Mutanten voneinander
abweichen. Bezlglich der GCV-Suszeptibilitat Iasst sich im TRA und PRA jedoch eine
konsistente Rangfolge der HCMV-Mutanten untereinander erkennen. Demnach ist die
Referenzmutante UL97-M4601 als am schwachsten GCV-suszeptibel einzuordnen,
gefolgt von UL54-A987G, UL54-F861Y, UL54-N8551/F861Y und UL54-N855I (siehe Abb.
18 und Tab. 20). Fur FOS hingegen kann fur beide Assays keine eindeutige

ubereinstimmende Rangfolge der Suszeptibilitat beschrieben werden (siehe Tab. 21).
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Insgesamt sind die ECso-Ratios des TRA fur GCV und FOS durchgehend niedriger (ca.
2-4-fach) als die des PRA, was zu unterschiedlichen Einstufungen der Virostatika-
Suszeptibilitat fuhrt (siehe Tab. 20, Tab. 21).

GCV-Suszeptibilitat

Anhand des TRA ist nach dem Resistenzgrenzwert (ECso-Ratio =2) nur die
Referenzmutante UL97-M4601 als GCV-resistent einzustufen. Die Referenzmutante
UL54-A987G weist zwar eine ECso-Ratio >1 auf, nach dem Resistenzgrenzwert ist sie
aber, wie auch die zu phanotypisierenden HCMV-Mutanten, als GCV-sensitiv
einzuordnen.

Anhand des PRA sind die Referenzmutanten UL97-M460I und UL54-A987G sowie die
zu phanotypisierende Einzelmutante UL54-F861Y als GCV-resistent einzustufen,
wahrend die zu phanotypisierende Doppelmutante UL54-N855I/F861Y und

Einzelmutante UL54-N8551 als GCV-sensitiv zu beschreiben sind.

FOS-Suszeptibilitat

Nach dem TRA kann eine hochgradige Resistenz flr die Referenzmutante UL54-A809V
angenommen werden, die zu phanotypisierenden HCMV-Mutanten sind als FOS-sensitiv
einzuordnen.

Anhand der mit dem PRA ermittelten ECso-Ratio lasst sich die Referenzmutante
UL54-A809V als hochgradig FOS-resistent einstufen. Die zu phanotypisierenden HCMV-
Mutanten UL54-N8551/F861Y und UL54-F861Y sind mit ECso-Ratios knapp oberhalb der
Resistenzschwelle ebenfalls als FOS-resistent einzuordnen. Die Einzelmutante UL54-
N855I zeigt sich im PRA als FOS-sensitiv.

Insgesamt weichen die Ergebnisse des PRA fur die GCV-und FOS-Suszeptibilitat
untereinander teilweise stark voneinander ab (Abb. 18), was sich in einem breiten 95%-

Konfidenzintervall widerspiegelt (siehe Tab. 20 und Tab. 21)
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Abb. 18: Vergleich der anhand des TRA und PRA ermittelten ECso-Ratios
Fir die Gegenlberstellung der Ergebnisse des TRA und PRA sind die in biologischen Triplikaten
ermittelten ECso Ratios (ECso Mutante + ECso Wildtyp) fur die jeweiligen HCMV-Mutanten als Symbole und
deren Standardabweichung (SD) als Fehlerbalken dargestellt. (A) ECso-Ratios GCV; (B) ECso-Ratios FOS;
* geschétzter Wert, da keine genaue ECso-Berechnung méglich.

Tab. 20: Ubersicht der anhand des TRA und PRA ermittelten ECso-Werte und ECso-Ratios fiir GCV

Mutation GCV ECso [UM]? 95%Cl [uM] ECso-Ratio®
TRA | PRA TRA | PRA TRA | PRA
UL967-M460I 3,73 24,69 0,70-20,05 12,84-36,53 533° 12,79°
UL54-A987G 0,96 12,24 0,68-1,36  -2,37-26,85 1,37 6,34°
UL54-A809V 0,68 - 0,46-1,01 - 0,97 -
UL54-N8551/F861Y 0,36 3,78 0,33-0,39  1,98-5,57 051 1,96
UL54-N855I 0,35 3,29 0,30-042  0,15-6,43 0,50 1,70
UL54-F861Y 053 6,26 0,43-067  1,0-11,51 0,76  3,24°
TB40-BAC4 Wildtyp 0,70 1,93 0,59-0,82  -0,22-4,09 (1) (1)

Anmerkung: Alle Werte sind auf 2 Dezimalstellen hinter dem Komma gerundet

- nicht getestet; @ Mittelwert aus biologischen Triplikaten;® ECso Mutante + ECso Wildtyp; ¢ GCV-Resistenz (Grenzwert:

ECso-Ratio = 2)
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Tab. 21: Ubersicht der anhand des TRA und PRA ermittelten ECso-Werte und ECso-Ratios fiir FOS

Mutation FOS ECso [UM]? 95%CI [uM] ECso-Ratio®
TRA | PRA TRA | PRA TRA | PRA
UL54-A809V > 60,000 3132 n.a. 154,00-439,30 >2~  7,90°
UL54-N8551/F861Y <20,00* 98,85 n.a. 40,55-157,10 <1* 2,63
UL54-N855! 30,33 61,34 21,48-42,82  56,90-65,77 0,80 1,63
UL54-F861Y 23,91 77,58 16,14-3532  56,63-98,58 0,63  2,07°
TB40-BAC4 Wildtyp 3801 37,54 28,03-51,53  3,81-71,28 1) )

Anmerkung: Alle Werte sind auf 2 Dezimalstellen hinter dem Komma gerundet

* geschétzter Wert, da keine genaue ECso-Berechnung méglich (siehe 4.2.2.); n.a. nicht auswertbar; @ Mittelwert aus
biologischen Triplikaten; ® ECso Mutante +~ ECso Wildtyp; ¢ FOS-Resistenz (Grenzwert: ECso- Ratio = 2)
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4 Diskussion

Unbeschriebene Mutationen, die in der genotypischen Resistenztestung durch
Sequenzierung detektiert und hinsichtlich ihres Resistenzphanotyps nicht eingeordnet
werden konnen, sind mit dem Risiko verbunden, die medikamentose Therapie
madglicherweise zu voreilig oder zu spat umzustellen und letztlich einen schweren Verlauf
einer HCMV-Erkrankung durch toxische Nebenwirkungen der Virostatika oder
unzureichende Reduktion der Viruslast herbeizufuhren (77). Jede phanotypische
Charakterisierung unbeschriebener Mutationen tragt daher zu einem besseren
Verstandnis HCMV-spezifischer Virostatika-Resistenzen bei und ist flr eine zuverlassige
Einordnung detektierter Mutationen hilfreich, welche wiederum mit einer Verbesserung
des Therapiemanagements verbunden sein kann (68, 69, 100).

In der vorliegenden Arbeit wurden rekombinante BAC-Mutanten mit zwei
unbeschriebenen UL54-Mutationen (N855I, F861Y) eines multiresistenten klinischen
HCMV-Isolats eines padiatrischen Patienten nach SZT (siehe 1.5) generiert, in Zellkultur
als infektidses Virus rekonstituiert und phanotypisch hinsichtlich Wachstumsverhalten
und Resistenzvermittlung gegenitber gangigen und im klinischen Fall verabreichten
Virostatika (GCV, FOS) untersucht.

4.2 Wachstumsverhalten der HCMV-Mutanten

Vor der Durchfihrung der phanotypischen Resistenztestung wurde die Kinetik der
Virusvermehrung flr alle rekombinanten HCMV-Mutanten analysiert, um
Fehlinterpretationen von Ergebnissen der Resistenztestung zu vermeiden und
Auswirkungen der Mutationen auf die replikative Fitness zu untersuchen (siehe Abschnitt
3.2.3).

Die rekombinanten HCMV-Mutanten zeigten unter hoher MOI (2,5) eine dem HCMV-
Wildtyp ahnliche Kinetik mit einem maximalen Virustiter um den 6. - 8. dpi und
anschliellender Plateauentwicklung, was mit den Ergebnissen flur verschiedene HCMV-
Mutanten aus anderen In vitro-Wachstumsanalysen mit hoher MOI einhergeht (130). Da
die phanotypische Resistenztestung mittels Titer-Reduktions-Assay unter Bedingungen
einer hohen MOI durchgefuhrt wurde, kann davon ausgegangen werden, dass die
Ergebnisse nicht durch Einschrankungen der Virusreplikation einzelner HCMV-Mutanten

beeintrachtigt wurden.
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Unter niedriger MOI (0,02) liel sich fur alle HCMV-Mutanten eine leichte Einschrankung
sowie Verzogerung der Virusreplikation erkennen. So erreichte die Virusvermehrung des
HCMV-Wildtyps unter Bedingungen einer niedrigen MOl um den 16. dpi den Hohepunkt,
wahrend die Virustiter der HCMV-Mutanten langsamer zunahmen und ab dem 16. dpi
zwar abflachten, eine leichte Zunahme aber noch bis zum 20. dpi zu erkennen war.
Insgesamt erreichte nach 20 dpi keine HCMV-Mutante den maximalen Virustiter des
Wildtyps.

Die starkste Einschrankung der Virusvermehrung zeigte sich bei der UL97-
Referenzmutation M460I. Hier war die maximale Wachstumskapazitat nach 20 dpi um
1.5 log1o-Einheiten niedriger als die des HCMV-Wildtyps. Da der UL97-Kinase eine
wichtige Funktion fur die virale Replikation zugeschrieben wird, liegt es nahe, dass
Mutationen in der Kinase-Domane von pUL97 die Wachstumskapazitat des Virus
vermindern kénnen, womit das beobachtete Ergebnis unterstitzt werden kann (68, 83,
88, 142). Marschall et al. konnten hingegen, trotz leichter Einschrankung der Protein-
Phosphorylierungsaktivitat, keinen Hinweis auf eine damit verbundene verminderte
Wachstumskapazitat finden (143).

Nach der HCMV-Mutante UL97-M460I zeigte die Referenzmutante UL54-A809V den
zweitgeringsten maximal erreichbaren Virustiter, der ca. 1 log1o-Einheit niedriger als der
des HCMV-Wildtyps war. Dieses Ergebnis geht mit Beobachtungen vorheriger Studien
einher, welche die Vermittlung eines leichten bis moderaten Defizits der Virusreplikation
durch die in der funktionellen Domane Il der UL54-Polymerase liegende Mutation UL54-
A809V beschreiben (124, 134, 144).

Die Replikationskinetik der Referenzmutation UL54-A987G, welche in der Region V der
UL54-Polymerase lokalisiert ist, unterschied sich am geringsten vom HCMV-Wildtyp, was
ebenfalls mit vorherigen Beschreibungen in der Literatur vereinbar ist (141).

Die neu detektierten, zu untersuchenden UL54-Mutationen N855I und F861Y vermittelten
einzeln und in Kombination eine leicht verminderte virale Wachstumskapazitat, die sich
um < 1 log1o-Einheit vom Wildtyp unterschied. Die einzelnen Mutationen UL54-N855| und
UL54-F861Y sowie die Doppelmutation UL54-N8551/F861Y lassen sich somit hinsichtlich
der viralen Wachstumskapazitat ungefahr zwischen den beiden UL54-Referenzmutanten
einordnen. Wie bereits fur andere UL54-Mutationen auch auflerhalb funktioneller
Domanen beschrieben, koénnte die eingeschrankte Virusvermehrung auf eine
verminderte Polymeraseaktivitat durch die Mutationen zurlckzufuhren sein (97, 134,
140).
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Bis heute existiert keine standardisierte Methode flr die phanotypische Charakterisierung
der Virusreplikation von HCMV-Mutanten, weshalb ein zuverlassiger Vergleich mit einer
definitiven quantitativen Einordnung der Ergebnisse nicht mdglich ist. Daflr bedarf es
zukinftig neben der phanotypischen Resistenztestung auch der weiteren und haufigeren

phanotypischen Charakterisierung der Replikationskinetik von HCMV-Mutanten (145).

4.2 Virostatika-Suszeptibilitat der HCMV-Mutanten

Mittels phanotypischer Resistenztestung der in einem resistenten klinischen HCMV-Isolat
detektierten UL54-Mutationen wurde untersucht, ob und in welchem Mal} die Mutationen
zum Kklinischen Bild einer therapierefraktaren HCMV-Infektion (siehe Abschnitt 1.5)
beigetragen haben koénnten. Obwohl der PRA weiterhin als Goldstandard flr
phanotypische Resistenztestungen gqilt, wurde die Virostatika-Suszeptibilitat der
einzelnen HCMV-Mutanten in dieser Arbeit mit einem zum ersten Mal etablierten Titer-
Reduktions-Assay (Yield Reduction Assay) per durchflusszytometrischer Immunotitration
(TRA) (siehe Abschnitt 2.2.6) untersucht. Die Wahl dieser Methode wurde aufgrund der
mit dem PRA verbundenen Nachteile, wie der Arbeitsintensitdt und vor allem der
Untersucher-abhangigen Plaqueauszahlung (Subijektivitat), getroffen. Beim PRA kommt
es nicht selten zu stark voneinander abweichenden Ergebnissen, welche eine
Standardisierung der Methode und damit zusammenhangend zuverlassige
Charakterisierung von neuen Mutationen deutlich erschweren (68, 69, 89, 105, 108).

In einer Vielzahl publizierter Methoden wurde bereits versucht, den Problemen des PRA
zu begegnen. So existieren einige modifizierte PRA-Protokolle (108, 130), Fluoreszenz-
und Reporter-basierte Methoden (91, 109, 132) und real-time PCR-Assays (146), welche
vielversprechende Alternativen zum PRA darstellen. Dennoch setzen vor allem die haufig
verwendeten und etablierten Methoden die Verfugbarkeit spezieller Gerate, wie z.B.
eines Chemolumineszenz-Analyse-Gerats fur den SEAP-Reporter-basierten Assay (91),
voraus. Ein Durchflusszytometer flr Immunotitrationen ist hingegen in den meisten
klinischen Laboratorien verfigbar. Ferner wurden Titer-Reduktions-Assays bereits fur die
phanotypische Resistenztestung von HCMV-Isolaten verwendet (147-149). Die
Durchflusszytometrie-basierte Quantifizierung viraler Titer ist bereits fur andere Viren
(z.B. Influenza- und Adenoviren) erprobt (119-121) und findet auch im Rahmen der
HCMV-Grundlagenforschung Anwendung. Der in dieser Arbeit etablierte Titer-

Reduktions-Assay per durchflusszytometrischer Immunotitration (TRA) stellte daher eine
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naheliegende alternative Methode dar, um die bekannten Probleme des PRA zu
umgehen. Die ermittelten Ergebnisse wurden anschlieBend mit denen eines im

Konsiliarlabor Tubingen durchgefuhrten PRA (130) verglichen.

4.2.1 Einordnung der GCV-Suszeptibilitat anhand des Titer-Reduktions-Assays

Eine Virostatika-Resistenzvermittiung wird in vielen Studien ab einer ECso-Ratio = 2
angenommen (68, 77, 80, 90). Auch in dieser Arbeit wurde dieser Grenzwert fur die
phanotypische Einordnung der HCMV-Mutanten hinsichtlich der Virostatika-
Suszeptibilitat verwendet. Demzufolge sind die im HCMV-Isolat neu detektierten
Mutationen UL54-N8551 (ECso-Ratio: 0,5) und UL54-F861Y (ECso-Ratio 0,76) einzeln und
in Kombination (ECso-Ratio: 0,51) als GCV-sensitiv einzustufen (siehe Tab. 20, Tab. 21).
Aufgrund der getesteten hochgradigen GCV-Resistenz des HCMV-Isolats entsprachen
diese Ergebnisse nicht den Erwartungen, weshalb sie zunachst im Kontext der
Referenzmutanten betrachtet werden mussen.

Die Referenzmutante UL97-M460I ist mit einer ECso-Ratio von 5,3 im durchgefihrten
TRA als GCV-resistent zu charakterisieren, was mit mehrfach veroffentlichten
Ergebnissen Ubereinstimmt (68, 133, 135), (siehe Tab. 22).

Fir UL54-A987G lasst sich mit einer ECso-Ratio von 1,37 eine erniedrigte GCV-
Suszeptibilitdt knapp unterhalb der Resistenzschwelle (ECso = 2) feststellen, die in der
Literatur beschriebene GCV-Resistenz mit einer ECso-Ratio von 5,3 (68, 136) Iasst sich
mit dem verwendeten TRA allerdings nicht rekonstruieren (siehe Tab. 22).

Die Mutante UL54-A809V diente primar als Referenz fir eine FOS-Resistenz, in der
Literatur wird jedoch auch fur GCV eine ECso-Ratio von 2,3 knapp oberhalb der
Resistenzschwelle beschrieben (68, 136). Diese konnte in dieser Arbeit anhand des TRA
nicht nachgewiesen werden (siehe Tab. 22).

Fir beide UL54-Referenzmutanten kann mittels TRA also eine ca. 2-4- fach niedrigere
ECso-Ratio als in der Literatur beschrieben werden. Die Einstufung der Virostatika-
Suszeptibilitat fur die neu detektierten HCMV-Mutanten anhand des in anderen
Publikationen angewendeten Resistenzgrenzwertes (ECso-Ratio = 2) ist daher kritisch zu
betrachten. Es stellt sich die Frage, weshalb aus dem in dieser Arbeit durchgefuhrten
TRA reproduzierbar niedrigere ECso-Werte und ECse-Ratios resultieren. Da die
Referenzwerte der Literatur auf Ergebnissen durchgeflhrter PRA beruhen (68), wird im
Abschnitt 4.2.4 auf denkbare Unterschiede der Methoden eingegangen, die zu differenten

Ergebnissen gefuhrt haben kénnten.
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4.2.2 Einordnung der FOS-Suszeptibilitit anhand des Titer-Reduktions-Assays

Fur die Referenzmutante UL54-A809V und die Doppelmutante UL54-N8551/F861Y
konnte mit dem durchgefihrten TRA keine ECso fur FOS ermittelt werden, da der
festgelegte Konzentrationsbereich flr eine ECso-Bestimmung nicht ausreichte. Die
hdchste gewahlte FOS-Konzentration von 60 uM konnte keine halbmaximale Inhibition
des Virustiters von UL54-A809V hervorbringen (siehe Abb. 17B). Invers verhielt es sich
bei der zu phanotypisierenden Doppelmutante. Hier konnte keine ECso festgelegt werden,
da bereits die niedrigste FOS-Konzentration von 20 yM einen um mehr als 50%
reduzierten Virustiter bedingte (siehe Abb. 17C). Fir die zuverlassige Ermittlung der ECso
wird ein Konzentrationsbereich des Virostatikums bendtigt, der mindestens zwei
Konzentrationen beinhaltet, welche Virustiter erzeugen, die vor und hinter dem
Wendepunkt zwischen oberem und unterem geschatzten Plateau auf der sigmoidalen
Kurve liegen (150, 151). Es ware daher nodtig gewesen, einen breiteren
Konzentrationsbereich mit noch héheren und niedrigeren FOS-Konzentrationen im TRA
anzuwenden, um eine genaue ECso zu definieren. Dennoch geben die Dosis-Wirkungs-
Kurven anhand ihres Verlaufs Aufschluss uber die FOS-Suszeptibilitat der genannten
Mutanten und lassen eine ungefahre phanotypische Einordnung zu. Die
Referenzmutante UL54-A809V ist demnach als FOS-resistent zu charakterisieren, was
mit publizierten Beschreibungen einhergeht (68, 136), und die zu phanotypisierende
Doppelmutante UL54-N8551/F861Y ist als FOS-sensitiv einzustufen.

Fiar die einzelnen neu detektierten HCMV-Mutationen UL54-N8551 und UL54-F861Y
wurden ECse-Ratios von 0,80 und 0,63 ermittelt, weshalb beide Mutationen nach dem
TRA als FOS-sensitiv einzuordnen sind. Wie bereits flir die GCV-Suszeptibilitat
beschrieben, ist jedoch auch hier die Anwendung des konventionellen
Resistenzgrenzwertes fur die Einordnung der FOS-Suszeptibilitat in Frage zu stellen und
wird im Abschnitt 4.2.4 bei der Gegenuberstellung der Ergebnisse von TRA und PRA

aufgegriffen.
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Tab. 22: ECso-Ratios von TRA und PRA im Vergleich mit Angaben der Literatur

Mutation ECso-Ratio” TRA ECso-Ratio” PRA ECso-Ratio
Gov FOS Gov FOS Literatur®
GCV FOS
UL97-M460lI 5,33¢ - 12,79¢ - 57 -
UL54-A987G 1,37 - 6,34¢ - 5,39 1,2
UL54-A809V 0,97 > 2%d - 7,90¢ 2,69 6,3
UL54-N8551/F861Y 0,51 <1* 1,96 2,63¢ - -
UL54-N855I 0,5 0,8 1,70 1,63 - -
UL54-F861Y 0,76 0,63 3,244 2,07¢ - -

Anmerkung: Alle Werte sind auf 2 Dezimalstellen hinter dem Komma gerundet

* geschatzter Wert, da keine genaue ECso-Berechnung méglich; - nicht getestet; ® ECsy Mutante +~ ECso Wildtyp (da
sich die ECsp-Ratios aus den ECso-Mittelwerten errechnen, sind sie vor dem Hintergrund des z.T. sehr groRen 95% CI
zu betrachten (siehe Tab. 20 und 21)); ° Referenzliteratur: (68, 133, 135, 136); ¢ GCV-/FOS-Resistenz (Grenzwert: ECso
Ratio = 2)

4.2.3 Einordnung der Virostatika-Suszeptibilitit anhand des Plaque-Reduktions-

Assays

Fir eine bessere Einschatzung der Ergebnisse des TRA wurden diese mit einem extern
durchgefuihrten PRA in Tubingen verglichen (siehe Abschnitt 3.2.4.3).

Nach dem PRA und dem verwendeten Resistenzgrenzwert (ECso-Ratio = 2) zu urteilen,
sind die Referenzmutanten UL97-M4601 und UL54-A987G als GCV-resistent
einzustufen, was mit den Angaben der Literatur Gbereinstimmt. Die ECso-Ratio von UL97-
M460I ist mit 12,79 allerdings mehr als doppelt so hoch wie in vorherigen Publikationen
beschrieben (68), (siehe Tab. 22). Grékere Abweichungen werden flir den PRA haufig
beobachtet und sind mehrfach in Publikationen beschrieben worden (67-69, 90, 105).
Das bekannte Problem der eingeschrankten Reproduzierbarkeit kann mit diesen
Ergebnissen daher nochmals verdeutlicht werden.

Auch die FOS-Resistenz der Referenzmutante UL54-A809V konnte mit dem PRA
bestatigt werden, wobei hier ebenfalls eine leicht hdhere ECso-Ratio als in der Literatur
beschrieben ermittelt wurde (68, 136), (siehe Tab. 22).

Von den neu detektierten UL54-Mutanten =zeigte sich die Doppelmutante
UL54-N855I/F861Y im PRA als GCV-sensitiv und FOS-resistent. Die Einzelmutante
UL54-F861Y ist anhand des PRA als GCV- und FOS-resistent einzuordnen, wahrend
UL54-N855I als GCV- und FOS-sensitiv einzustufen ist.
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Nach den Ergebnissen des PRA kdnnte man schlussfolgern, dass die Einzelmutation
UL54-F861Y den im klinischen lIsolat getesteten Resistenzphanotypen bedingt haben
konnte. Dagegen spricht allerdings, dass die ECso-Ratio nur knapp Uber dem
Resistenzgrenzwert (ECso-Ratio = 2) liegt und die ECso-Ratio der Referenzmutationen
deutlich darlUber (siehe Tab. 22). Ferner weichen die mittels PRA in Triplikaten ermittelten
ECso-Werte fur die jeweiligen HCMV-Stamme teilweise bedeutend voneinander ab (siehe
Abb. 18, Tab. 20 und Tab. 21). Wirde man beispielsweise flr den Wildtyp die ECso der
oberen 95% CI-Begrenzung flur die Bestimmung der ECso-Ratios heranziehen, so waren
die neu detektierten UL54-Mutationen einzeln und in Kombination als GCV- und FOS-
sensitiv einzustufen und entsprachen damit den Ergebnissen des TRA. Die errechnete
ECso als Mittelwert der drei Versuche im PRA ist demnach hinsichtlich ihrer Aussagekraft
kritisch zu hinterfragen und damit auch die ECso-Ratio, welche die Mutation letztlich als
sensitiv oder resistent charakterisiert. Eine hohere Anzahl an Testungen kdnnte hier die

Zuverlassigkeit erhéhen und eine sichere Einordnung der Ergebnisse ermoglichen.

4.2.4 Mogliche Einflussfaktoren der unterschiedlichen Methoden auf die

Ergebnisse der Resistenztestung

Die Ergebnisse des PRA stitzen die Beobachtung aus der Gegenulberstellung von
Ergebnissen des TRA mit der Referenzliteratur, dass mittels neu etablietem TRA
insgesamt niedrigere ECso-Werte und ECso-Ratios ermittelt werden.

FiUr diese Beobachtung sind mehrere Ursachen vorstellbar, wie z.B. unterschiedliche
Zelltypen, Zellzyklusphasen, MOI-Bedingungen oder Unterschiede hinsichtlich der
Virostatika-Applikation (siehe Abb. 19). Zunachst erscheint es sinnvoll, die
unterschiedlichen Zellkulturbedingungen als Einflussfaktor auf die phanotypische
Resistenztestung anzufiuihren. Die Verwendung verschiedener Zelllinien kann allein
unterschiedliche Ergebnisse zweier Versuche mit ansonsten identisch durchgeflhrter
Methode bedingen. So haben Chou et. al héhere ECso-Werte fur Maribavir in Assays mit
Vorhautfibroblasten (HFF) als mit Lungenfibroblasten (HEL) ermitteln kénnen (152).
Diese Beobachtung kénnte auch fur die durchweg geringeren ECso-Werte fir GCV und
FOS im verwendeten TRA mit HEL-Zellen im Vergleich zu héheren ECso-Werten im PRA
aus Tubingen mit HFF-und ARPE-Zellen Ubertragbar sein. Eine madgliche Erklarung
hierfur ware, dass metabolische Prozesse in unterschiedlichen Zellkulturen variieren, wie
z.B. die Phosphorylierungsaktivitat von zelluldaren Kinasen oder die intrazellulare

Konzentration von konkurrierenden dNTP, und so wiederum die Wirkung von GCV
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beeinflussen (153). Hier ist zusatzlich zu den unterschiedlich verwendeten Zelllinien auch
die Teilungsfahigkeit der Zellen in beiden Assays zu beleuchten, welche die
Konzentration von intrazellularen dNTP beeinflusst. In sich nicht-teilenden Zellen ist die
dNTP-Hydrolaseaktivitat des zellularen Enzyms SAMHD1 erhoht (154-156). So liegen
intrazellular weniger dNTP-Molekulle vor, welche mit GCV-TP um den Einbau in den
wachsenden viralen DNA-Strang konkurrieren und damit die Wirksamkeit von GCV
herabsetzen konnen. Daraus kdnnte man schliefen, dass GCV im TRA mit konfluent
gewachsenen Zellen, die in der GO-Phase des Zellzyklus ruhen, eine grolere
Wirksamkeit hatte als im PRA, welcher mit noch proliferierenden Zellen durchgefihrt
wurde (siehe Abb. 19). Die Beschreibung von Ordonez et al., dass Nukleosid-Analoga,
wie GCV und ACV, in differenzierten Zellen mit aktivem SAMHD1 und daraus
resultierenden geringeren dNTP-Konzentrationen eine starkere antivirale Aktivitat (anti-
HIV) aufweisen, unterstltzt die angebrachte These (157). Der naheliegende Verdacht,
dass SAMHD1 auch GCV als Nukleosid-Analogon spalten und damit GCV in ruhenden
Zellen letztlich wieder weniger wirksam sein konnte, wird durch Beobachtungen von
Ordonez et al. (157), Coggins et al. (154) und Huber et. al. (158) entkraftet. Sie stellen
fest, dass GCV durch SAMHD1 signifikant weniger hydrolysiert wird als zellulare dNTP.
Ein weiterer Erklarungsansatz fur den insgesamt geringeren notwendigen Virostatika-
Konzentrationsbereich im TRA und dementsprechend niedrigere ECso-Werte, ist in der
Handhabung des Mediumwechsels inklusive der Virostatika-Applikation zu finden. Nach
Infektion der Zellen und initialer Hinzugabe der jeweiligen Virostatika in verschiedenen
Konzentrationen, wurde im TRA alle zwei Tage die Halfte des Mediums durch frisches
Medium inklusive Virostatikum ersetzt. Im PRA hingegen wurden die Virostatika nur
einmalig zum Zeitpunkt der Infektion hinzugegeben (siehe Abb. 19). Bezieht man nun die
in der Literatur beschriebene Halbwertszeit fur GCV von 12-48h in einer HCMV-infizierten
Fibroblastenzellkultur mit ein (159, 160), so kbnnte man daraus schlieen, dass im PRA
die initiale Hinzugabe einer héheren GCV-Konzentration (und aquivalent auch fir FOS)
notwendig ist, um eine ausreichende Konzentration Uber den Zeitraum von insgesamt 7d
aufrechtzuerhalten.

Des Weiteren haben Gentry et al. (160, 161) beobachtet, dass die Anzahl von infizierten
Zellen (bedingt durch die MOI) einen Einfluss auf die intrazellulare Konzentration von
aktivem GCV-Triphosphat (GCV-TP) hat und erklaren dies mit der Fahigkeit
ausschlieBlich infizierter Zellen, GCV im ersten Schritt durch die viruseigene UL97-

Kinase zu phosphorylieren, wahrend nicht-infizierte Zellen GCV lediglich
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dephosphorylieren. Diese Erklarung wird durch ihre zusatzliche Beobachtung einer
2- fach geringeren HWZ in Zellkulturen mit 50% infizierten Zellen im Vergleich zu einer
Zellkultur mit 100% infizierten Zellen unterstutzt. Vor diesem Hintergrund erscheint es
plausibel, dass die intrazellulare Konzentration von aktivem GCV-TP im TRA mit hoher
MOI héher war als die des PRA mit geringer MOI und somit fir den TRA eine geringere
Hinzugabe von GCV zur Abdeckung des ECseo-Bereichs notwendig gewesen ist.
Dementsprechend waren niedrigere anhand des TRA ermittelte ECso-Werte als Ergebnis
nachvollziehbar.

Ein weiterer Unterschied in der Durchfiuhrung der Methoden, der fur die
Ergebnisdifferenzen ursachlich sein koénnte, ist die zellfreie Infektion im TRA und
zellbasierte Infektion im PRA (siehe Abb. 19). Bei der Infektion Uber zellassoziiertes Virus
konnen Zusammenschlisse infizierter Zellen falschlich als neu entstandene Plaques
durch neu infizierte Zellen identifiziert werden, was zu einer verzerrten, Uberschatzten

Virustiterbestimmung fuhren kann (108).

Titer-Reduktions-Assay (TRA) Plague-Reduktions-Assay (PRA)
./ 1h infizierte HEL (MOI 2,5) E"’: — :‘:] 2-3d infizierte HFF (90%)

e N Hinzugabe Virostatikum in I +

A\ JRN verschiedenen Konzentrationen nicht-infizierte ARPE-19

%o ‘ (GCV: 0,25-8uM | FOS: 20-60 uM)

6d X AII? 48h: .
Wechsel der Halfte des Mediums
Y inkl. Virostatikum 2x105/ml ARPE-19 zu
r 1] T ﬂ - infizierten HFF in verschiedenen
J | ‘ U Ernte zellfreies Virus aus Uberstand %0 Verdiinnungen

Ausplattierung Zellgemisch +
Hinzugabe Virostatikum in

verschiedenen Konzentrationen
(GCV: 0,5-50 uM | FOS: 50-500 uM)

Infektion HEL-Zellen

24hgl 7dy{ l /

Trypsinierung (Zellernte), Fixierung — '\‘}/"‘ Fixierung
inieru , FIXieru —— = ‘7‘;7/1
e PPES-AK Farbung
IE-AK Férbung 96-Wells

®
Durchflusszytometrie IE-positiver
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S \ Visuelle Plaquezéhlung
e \ )

] f — 2 (|nf|2|erter) Zellen \\\" so‘" ECso-Ermittlung
S ECso-Ermittlung ' -~

Abb. 19: Schematischer Methoden-Vergleich von TRA und PRA

Rechts: TRA: ausflihrliche Beschreibung siehe Abschnitt 2.2.6; Links: PRA nach (130); Humane
Vorhautfibroblasten (HFF) werden mit zellfreiem Virus infiziert und bis zu einer 90%-igen Infektion des
Zellmonolayers inkubiert (ca. 2-3 d). Infizierte HFF werden anschlieRend in verschiedenen Verdiinnungen
mit retinalen Pigmentepithelzellen (ARPE-19) zusammengefihrt und auf 96-Well-Platten ausplattiert.
Gleichzeitig werden Virostatika in 2-facher Verdiinnungsserie hinzugegeben (0,5-50 uM GCV, 50-500 uM
FOS). Nach 7 d folgt die Fixierung und Farbung mit einem Phosphoprotein 65-Antikdrper (pp65-AK).
Plaques (= 5 infiz. Zellen/Fokus) werden visuell ausgezahlt. // Quelle: Eigene Darstellung
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Alle bisher angefuhrten Aspekte kdnnten ursachlich fur geringere ECso-Werte des
verwendeten TRA sein, jedoch erklaren sie nicht die abweichenden ECso-Ratios. Daher
muss weitergehend das Prinzip der beiden Methoden genauer betrachtet werden. Mittels
PRA wird infektidses Virus Uber infizierte Zellen, die ihre Form verandern und sich dann
als sichtbare Plaques zusammenschlielRen, quantifiziert (106). Die Plaques werden
visuell anhand bestimmter Grenzwerte (=5 direkt benachbarte infizierte Zellen =
1 Plaque) ausgezahlt, wobei die Grolde der Plaques respektive die Anzahl der infizierten
Zellen pro Fokus nicht miteinbezogen wird. Mit dem verwendeten TRA werden indessen
virale Titer Uber IE-Antigene auf infizierten Zellen per durchflusszytometrischer
Immunotitration automatisiert bestimmt. Es kann daher davon ausgegangen werden,
dass sich mit der durchflusszytometrischen Immunotitration bereits eine geringe
Replikationsinhibition in einer Abnahme des Virustiters darstellt, wohingegen sich bei der
manuellen Auszahlung von Plaques eine geringe Replikationsinhibition mutmalilich nicht
oder nur in einer Verkleinerung von Plaques (Anzahl von infizierten Zellen pro Fokus)
oder einem verzdgerten Auftreten, nicht aber in der Anzahl von Plaques und damit in der
Hohe des Virustiters ausdrickt (68). Die durchflusszytometrische Immunotitration kdnnte
demzufolge sensitiver hinsichtlich geringerer Einschrankungen der viralen Replikation
durch Virostatika sein. Diese Vermutung wurde bereits in anderen fluoreszenzbasierten
und real-time-PCR-basierten Assays geauliert, wo sich ebenso niedrigere ECso-Werte
als im PRA zeigten (132, 146). Fir héhere ECso-Ratios im PRA spricht in diesem Kontext
die Beobachtung, dass virale Titer von resistenten HCMV-Stammen, insbesondere bei
niedrigen Virostatika-Konzentrationen, im PRA Uberschatzt werden (105). Infolgedessen
konnten im Verhaltnis zum Wiltdyp hohere virale Titer und ECso-Werte flr resistente

HCMV-Stamme ermittelt werden, die letztlich eine hdhere ECsp-Ratio im PRA bedingen.

4.2.5 Korrelation der Ergebnisse mit dem klinischen Resistenzphanotyp

Insgesamt lasst sich das klinische Bild einer hochgradig therapierefraktaren HCMV-
Infektion, welches durch eine persistierend hohe und immer wieder ansteigende HCMV-
Last unter virostatischer Therapie gekennzeichnet war, weder mit den Ergebnissen des
TRA, noch mit Ergebnissen des PRA ausreichend erklaren. Es wurde bereits in
vorherigen Untersuchungen beobachtet, dass sich im Rahmen einer Kklinischen
Therapierefraktaritat neu detektierte Mutationen in der nachfolgenden phanotypischen
Resistenztestung haufig als Polymorphismen ohne die erwartete erhéhte ECso und ECso-

Ratio zeigten (67, 97). Eine Erklarung hierflr konnte sein, dass das Therapieversagen
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nicht durch Virostatika-resistente HCMV-Populationen verursacht wird, sondern in der
stark eingeschrankten Immunfunktion betroffener Patient*innen begriindet liegt, welche
sogar die Kontrolle von Virostatika-sensitiven HCMV-Populationen mit einfachen
Polymorphismen unmdglich macht (67, 97, 100). Ein weiterer Aspekt, der die mogliche
Diskonkordanz eines therapierefraktaren Verlaufs und Virostatika-sensitiven Phanotyps
detektierter HCMV-Mutanten unterstreicht, ist die ungleichmafige Verteilung von HCMV-
Subpopulationen mit  unterschiedlichen Resistenzmustern in  verschiedenen
Kompartimenten des Korpers (z.B. Urin, Blut, Liquor) (67, 69, 162). Ferner kdnnen allein
durch die Isolation verschiedene HCMV-Stamme selektiert werden, wodurch das
HCMV-Isolat in vitro nicht mehr die gesamte Zusammensetzung von allen
HCMV-Subpopulationen in vivo widerspiegelt (128, 163).

Gegen die genannten Erklarungsansatze spricht allerdings, dass das klinische HCMV-
Isolat, in welchem die UL54-Mutationen detektiert wurden, mittels zellassoziiertem PRA
als hochgradig GCV- und mafig FOS-resistent getestet wurde (siehe Abschnitt 3). Das
bedeutet, dass die therapierefraktare HCMV-Infektion mit dem Phanotyp des HCMV-
Isolats vereinbar ist, die Ergebnisse des TRA und des PRA damit jedoch nicht
einhergehen.

Im Kontext einer Fehlersuche und unter der Annahme, dass die damalige Sanger-
Sequenzierung der ULS54-und UL97-Gene des HCMV-Isolats gegebenenfalls
resistenzvermittelnde Mutationen als Subpopulation nicht detektieren konnte, wurde
retrospektiv eine erneute Sequenzierung von UL97 und UL54 aus Plasmaproben des
Patienten sowie einzelner Passagen des klinischen HCMV-Isolats veranlasst. Dabei
wurden in UL97 zwei bekannte Mutationen, A594T und A591V, entdeckt. In der Literatur
wird UL97-A594T als haufig in klinischen Isolaten vorkommend und mit einer ECso-Ratio
von 2,7 als geringgradig resistenzvermittelnd gegentber GCV charakterisiert (68, 164,
165). UL97-A591V wurde lange als GCV-sensitiver Polymorphismus eingestuft, wobei
zusatzlich beschrieben wurde, dass UL97-A591V mit anderen sensitiven Mutationen in
Kombination zu einer GCV-Resistenz fihren kann oder auch geringgradige Resistenzen
durch UL97-A591V zu einer hohergradigen Resistenz verstarkt werden kénnen (131,
166). Chou et. al konnten mittlerweile feststellen, dass auch UL97-A591V als
Einzelmutation mit einer ECso-Ratio von ca. 3,7 als geringgradig resistenzvermittelnd
gegenuber GCV charakterisiert werden kann (153). Es ist bekannt, dass sich UL54-
Mutationen haufig zusatzlich zu bereits vorhandenen UL97-Mutationen entwickeln (80,

87, 91, 92). Zudem wird vermutet, dass geringgradig resistenzvermitteInde Mutationen,
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wie UL97-A594T und UL97-A591V, unter oraler GCV-Therapie entstehen und flr neue
hochgradig resistenzvermitteinde Mutationen pradisponieren (92, 166). Aullerdem
konnte im klinischen Kontext sowie in vitro beobachtet werden, dass die Verabreichung
von ACV eine GCV-Resistenz bedingen kann (167, 168). Flr den vorliegenden klinischen
Fall (siehe Abschnitt 1.5) ist daher in Betracht zu ziehen, dass sich unter der VACV-
Prophylaxe oder der VGCV-Therapie die UL97-Mutationen A594T und A591V als primare
resistenzvermittelnde Mutationen gegenuber GCV und sekundar die UL54-Mutationen
N8551 und F861Y entwickelt haben konnten. Diese Vermutung kann durch die
retrospektive Betrachtung der Sequenzierungsergebnisse zu unterschiedlichen
Zeitpunkten bekraftigt werden (siehe Abb. 20). Die UL97-Mutation A591V konnte in der
ersten Plasmaprobe des Patienten detektiert werden, UL97-A594T und die UL54-
Mutationen traten erst in der darauffolgenden Testung auf. Da die UL54-Mutationen
isoliert betrachtet nicht als hochgradig resistenzvermittelnd eingestuft werden kdnnen, ist
es vorstellbar, dass vor allem die Kombination aus UL97-A594T und UL97-A591V eine
GCV-Resistenzvermittlung im Patienten bestimmt hat. Die hochgradige phanotypische
GCV-Resistenz im HCMV-Isolat wurde hingegen zu einem Zeitpunkt getestet, an dem
die Mutation UL97-A594T nicht mehr nachweisbar war (siehe Abb. 20). Es ist daher auch
denkbar, dass die neuen UL54-Mutationen in Kombination mit der UL97-Mutation AS91V
den Grad der Resistenzvermittlung verstarkt haben, so wie es bereits flir andere
Mutationen beschrieben werden konnte (62, 94, 97, 169).

Die im HCMV-Isolat getestete FOS-Resistenz kann durch die zusatzlich detektierten
UL97-Mutationen jedoch nicht erklart werden. Daher sollten die Ergebnisse des PRA,
welche eine FOS-Resistenzvermittiung knapp oberhalb des Resistenzgrenzwertes fir die
Mutation UL54-F861Y zeigten (siehe Tab. 22), durch wiederholte Testungen Uberpruft

werden.
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134 d post-SZT 149 d post-SZT 154 d post-SZT

O

Phdnotypische Resistenztestung des Isolats

HCMV-Isolat (Passage 2) HCMV-Isolat (Passage 6)
+ HCMV-Isolation

S — R e —
—
L 4

A591V A591V A591V A591V A591V
AS594T AS594T @ UL97-Mutationen
UL54-Mutationen

Abb. 20: Zeitlicher Verlauf der Detektion von HCMV-Mutationen in vivo und in vitro nach SZT
Detektion von Mutationen mittels Sanger-Sequenzierung von HCMV-UL97 und HCMV-UL54 im
Patientenplasma (in vivo) und im HCMV-Isolat (in vitro). post-SZT = nach allogener
Stammzelltransplantation // Quelle: Eigene Darstellung

4.3 Limitationen und Kritik

Die Phanotypisierung unbeschriebener UL54-Mutationen eines resistenten klinischen
HCMV-Isolats wurde mit einem Titer-Reduktions-Assay per durchflusszytometrischer
Immunotitration durchgefthrt. Wie flr alle phanotypischen Resistenztestungen, gilt auch
fur die verwendete Methode, dass eine vollstandige Rekonstruktion der HCMV-Infektion
in vivo nicht méglich ist. Durch die Auswahl eines geeigneten BAC (TB40-BAC4), welches
alle UL54-Sequenzpolymorphismen des klinischen HCMV-Isolats beherbergt, konnte der
genetische Background jedoch so realitatsnah wie moglich abgebildet werden. Es ist
dennoch anzunehmen, dass eine Vielzahl anderer Polymorphismen und Mutationen
weiterer Gene mitunter eine bedeutende Rolle bei der Entstehung von Virostatika-
Resistenzen spielen kdnnen, indem sie z.B. zellulare Stoffwechselprozesse verandern,
welche wiederum die virale Replikation beeinflussen (68).

Unabhangig von der verwendeten Methode koénnen festgelegte Schwellenwerte flr
phanotypische Resistenztestungen in vitro das klinische Ansprechen auf bestimmte
Virostatika in vivo und den damit zusammenhangenden klinischen Verlauf nur
eingeschrankt vorhersagen oder widerspiegeln. Klinische Entscheidungen, z.B.
bezlglich einer Umstellung der medikamentésen Therapie, sollten daher nicht
ausschlieBlich auf der Basis von Ergebnissen aus phanotypischen Resistenztestungen
getroffen werden. Dennoch stellt die mogliche Identifikation von phanotypisch

untersuchten und hinsichtlich Virostatika-Suszeptibilitat eingestuften Mutationen im

71



Diskussion

Rahmen genotypischer Resistenztestungen ein bedeutsames Instrument des klinischen
Therapiemonitorings refraktarer HCMV-Infektionen dar (68, 94).

FUr durchflusszytometrische Analysen wird allgemein der Nachteil von stérenden
Hintergrundsignalen durch nicht-infizierte Zellen beschrieben (68). Die in dieser Arbeit
gleichzeitig durchgeflihrte Analyse nicht-infizierter Zellen und Beachtung der durch diese
Zellen gemessenen Signale bei der Berechnung viraler Titer konnte diesen Stérfaktor
jedoch minimieren.

Wie bereits im Abschnitt 4.2.2 erlautert, reichte der gewahlte FOS-Konzentrationsbereich
fur die ECso-Ermittlung fur zwei HCMV-Mutanten (UL54-A809V, UL54-N8551/F861Y)
nicht aus. Ein breiterer Konzentrationsbereich sollte fir den TRA wiederholt getestet und
etabliert werden.

Auch wenn die Ergebnisse aus biologischen Triplikaten mittels TRA reproduzierbar
waren, erscheint eine Steigerung der Zuverlassigkeit der Testungen durch =3
unabhangige Versuche sinnvoll (90, 153, 170).

Fir eine Einschatzung der Ergebnisse des neu etablierten TRA wurde der PRA in
biologischen Triplikaten extern angefertigt. Eine abschlielliende Einordnung und
Bewertung der Ergebnisse des TRA ist jedoch aufgrund der grof3en Variabilitat in den
einzelnen PRA-Versuchen nicht moglich. Weitere Testungen und eine Verbesserung der
Vergleichbarkeit der Assays, z.B. durch die Verwendung der gleichen Zelllinie, dem
Mediumwechsel inklusive der Virostatika-Applikation zu gleichen Zeitpunkten, sind

erstrebenswert.

4.4. Schlussfolgerungen und wissenschaftliche Perspektiven

Mittels In vitro-Wachstumsanalyse konnte gezeigt werden, dass die UL54-Mutationen
N8551 und F861Y einzeln und in Kombination unter Bedingungen einer niedrigen MOI die
Virusreplikation geringgradig einschranken und verzogern.

Trotz abweichender Ergebnisse von TRA und PRA kann mithilfe der Betrachtung der
mitgeflhrten Referenzmutationen angenommen werden, dass die neu detektierten UL54-
Mutationen (einzeln und in Kombination) keine hochgradige GCV- oder FOS-Resistenz
vermitteln. Eine abschlieRende, eindeutige phanotypische Charakterisierung der neu
detektierten UL54-Mutationen hinsichtlich der Virostatika-Suszeptibilitat ist mit den

Ergebnissen dieser Arbeit jedoch nicht mdglich.
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Die erst retrospektiv detektierten UL97-Mutationen und ihr Einfluss auf den sich in der
Klinik gezeigten und im HCMV-Isolat getesteten Resistenzphanotypen, konnten in dieser
Arbeit nicht evaluiert werden und sollten einzeln und in Kombination mit den untersuchten
UL54-Mutationen Gegenstand zukulnftiger phanotypischer Resistenztestungen sein.
Letztlich kann die immer haufiger beschriebene Bedeutung von Mutationskombinationen
fur die Entwicklung eines bestimmten Resistenzphanotypen durch diese Arbeit
hervorgehoben werden (94, 131, 167). Zudem wird verdeutlicht, dass die Sanger-
Sequenzierung in der Detektion von Polymorphismen und Mutationen limitiert ist und die
genotypische Resistenztestung auf grindlichen Sequenzierungen aus mehreren
Plasmaproben unterschiedlicher Zeitpunkte basieren sollte. Nur so kdnnen die
Entwicklung resistenzvermittelnder Mutationen frihzeitig bemerkt und gegebenenfalls
erforderliche Anpassungen der virostatischen Therapie vorgenommen werden.

Um die Frage abschlieBend beantworten zu konnen, welche Mutation oder
Mutationskombination im hier beschriebenen Fall zu einem Therapieversagen unter
virostatischer Therapie geflihrt hat und welche Rolle dabei die neu detektierten UL54-
Mutationen eingenommen haben, mussen weitere HCMV-Mutanten mit verschiedenen
Mutationskombinationen der genannten UL97- und UL54-Mutationen bzw.
Polymorphismen generiert und phanotypisch in mehrfach unabhangigen Versuchen
untersucht werden.

Es konnte gezeigt werden, dass der in dieser Arbeit neu etablierte Titer-Reduktions-
Assay per durchflusszytometrischer Immuntitration (TRA) durchgehend niedrigere ECso-
Werte, jedoch objektivierbare und reproduzierbare Ergebnisse erzielt, was einen grof3en
Vorteil gegenuber dem PRA darstellt. Demzufolge sollte weiterhin eruiert werden, ob der
TRA weiterentwickelt und perspektivisch als zuverlassige, nicht untersucherabhangige
und in vielen Laboratorien verfugbare Methode flr phanotypische Resistenztestungen

genutzt werden kann.
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