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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Herpesviren

Die Bezeichnung Herpesviridae basiert auf dem typischen Aufbau der Virionen.
Das etwa 125 nm grof3e icosaedrische Kapsid beinhaltet ein 125 kBp (Varicella-
Zoster-Virus) bis 230 kBp (Cytomegalovirus) umfassendes doppelstrangiges,
lineares DNS-Genom. Das Lumen zwischen Kapsid und der bis zu 200 nm
gro3en Lipidhille wird von dem sogenannten Tegument ausgekleidet, welches
neben zahlreichen viralen Proteinen und RNSs auch zellulare Bestandteile enthélt.
Abbildung 1 zeigt den schematisch vereinfachten Aufbau eines Viruspartikels (A)

und eine elektronenmikroskopische Aufnahme des Herpes-Simplex-Virus 1 (B).

Glykoprotein-

komplexe

Abbildung 1: Aufbau eines Herpesvirions

Schematischer Aufbau eines Herpes-Virions (www.biografix.de) und elektronenmikroskopische Aufnahme des
Herpes-Simplex-Virus 1 (Stannard, Cape Town University).

Herpesviren gehdren mit einem evolutionaren Ursprung vor ca. 200 Millionen
Jahren (Davison, 2002) zu den &ltesten und am weitesten verbreiteten Viren, die
bei Saugern, anderen Wirbeltierklassen wie Vogeln, Fischen, Reptilien (McGeoch
et al., 2006) und Mollusken vorkommen. Auf Basis von Pathogenitat, Zelltropismus

und Replikationsverhalten wurden die Herpesviridae in die drei Unterfamilien o-, f-

und y~Herpesvirinae eingeteilt (siehe Tabelle 1).

Vertreter der a-Herpesvirinae (z. B. HSV-1) zeichnen sich durch ein breites
Zielzellspektrum und einen kurzen Replikationszyklus aus. Nach der
Primarinfektion persistieren diese Viren in den Ganglien peripherer Nerven.
Vertreter der B-Herpesvirinae wie das Cytomegalovirus (CMV) infizieren ein

eingeschranktes Spektrum und vermehren sich in vitro deutlich langsamer.
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Mitglieder der j-Herpesvirinae (z. B. EBV) besitzen ein sehr enges Wirtszell-

spektrum und haben den langsten Replikationszyklus der drei Unterfamilien.

Tabelle 1: Ubersicht humanpathogener Vertreter der Herpesviridae modifiziert nach Modrow et al.
(Modrow et al., 2010)

Unterfamilie Humanpathogenes Virus M@ogliche Erkrankung
a-Herpesvirinae Herpes-Simplex-Virus Herpes labialis
(HHV-1,HSV-1)
Herpes-Simplex-Virus Herpes genitalis
(HHV-2, HSV-2)
Varicella-Zoster-Virus Varizellen, Herpes zoster
(HHV-3,VZV)
B-Herpesvirinae Cytomegalovirus CMV-Mononucleose, bei
(HHV-5, HCMV) Immunsuppression gehauft auch
Hepatitis, Retinitis, Enzephalitis
HHV-6; HHV-7 Roseola infantum, ,Drei-Tage-Fieber*
y-Herpesvirinae Epstein-Barr-Virus EBV-Mononukleose,
(HHV-4, EBV) Nasopharynxkarzinom, Lymphome
Kaposi Sarkom-assoziiertes Kaposi Sarkom, Castleman disease
Herpesvirus
(HHV-8, KSHV)

Die in den letzten Jahren zunehmend durchgefiihrten Genomanalysen fiihrten zu
einer neuen Einteilung der Herpesviren. So wurden neben den Herpesviridae, die
nun nur noch die Viren der Sauger, Vogel und Reptilien beinhalten, die beiden
neuen Familien Alloherpesviridae und Malacoherpesviridae eingefihrt. Die
Alloherpesviridae vereinigen die Viren der Fische und Frdosche, wahrend die Viren
der Bivalvia den Malacoherpesviridae zugeteilt wurden. Gemeinsam bilden die

drei Familien die neue Ordnung Herpesvirales (Davison et al., 2009).

1.1.1 Cytomegaloviren

Die Cytomegaloviren verfligen Uber einen sehr langsamen Replikationszyklus, der
sich in seiner Dauer von Wirtsspezies zu Wirtsspezies unterscheidet. Der
strukturelle Aufbau des CMV-Genoms unterscheidet sich nicht von dem anderer
Herpesviren. Mit bis zu 235 kBp verfugen sie Uber die grofdte Kodierungskapazitat
aller Herpesviren. Selbst konservative Analyseverfahren sagen mehr als 200

offene Leserahmen voraus (Pellett & Roizman, 2006).

Cytomegaloviren zeichnen sich durch eine ausgepragte Speziesspezifitat aus.
Wenngleich einige Viren in vitro noch in der Lage sind, Zellen einer fremden
Spezies zu infizieren, ist eine Infektion Uber Speziesgrenzen hinweg nicht moglich.

Eine wesentliche Rolle spielen dabei die immunevasiven Gene der Viren. Diese
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sind speziell auf die eigene Spezies angepasst und kénnen im Fehlwirt ihre

Funktion nicht entfalten, sodass das Virus effizient eliminiert wird.

Pathogenese des humanen Cytomeqalovirus (HCMV)

Das humane Cytomegalovirus ist ein weltweit vorkommender Erreger mit einer
Durchseuchungsrate von ca. 50 - 60 % in Industrienationen und tber 95 % in
Afrika (Soderberg-Nauclér, 2006). In immunkompetenten Wirten verlauft die
Primarinfektion meist klinisch unauffallig oder mit unspezifischen Symptomen.
Nach etwa zwei Wochen geht die Infektion in das Stadium der Persistenz Uber.
Diese ist sowohl durch eine stark reduzierte Virusproduktion in der Speicheldrise
und den Nieren als auch durch die Expression der viralen Latenz-Gene
gekennzeichnet (Britt, 2008).

Bei immunsupprimierten Patienten kommt es gehauft zu schwerwiegenden
Krankheitsverlaufen (Landolfo et al., 2003). Die drei Hauptrisikogruppen bilden
Kinder in utero, AIDS-Patienten und Transplantatempfanger. Daten aus den USA
und Entwicklungsléandern zeigen, dass in den Industrienationen 0,1 - 1,0 % bzw.
0,5 bis 2 % aller Neugeborenen intrauterin mit HCMV infiziert werden. Durch den
Befall des zentralen Nervensystems sind die am haufigsten auftretenden
Spatfolgen Stérungen der audiovisuellen Wahrnehmung und geistige Retardierung
(W. Britt, 2008). In etwa 10% der Falle verlauft die symptomatische
Primarinfektion der Neugeborenen tddlich (Gandhi & Khanna, 2004; Landolfo et
al., 2003).

Da Empfanger von Organtransplantationen zur Vermeidung einer
AbstoRungsreaktion immunsuppressiv behandelt werden muissen, kann es zu
einer HCMV-Reaktivierung kommen. Etwa drei Viertel aller Transplantierten leiden
in der frihen oder spaten Phase an den Folgen HCMV-bedingter Komplikationen
(Fisher, 2009). Neue Behandlungsmethoden, basierend auf einem besseren
Verstandnis der HCMV-Immunsystem-Interaktion koénnen dazu beitragen, die

Prognose der Patienten zu verbessern.

Replikation

Die Replikation der Cytomegaloviren ist kaskadenartig aufgebaut. Transkription
und Translation folgen einem streng vorgegebenen Muster. Entsprechend ihrer
Expressionskinetik lassen sich die viralen Gene in die drei Gruppen immediate

early (IE), early oder delayed early (E) und late (L) einteilen (Fortunato & Spector,
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1999; Pellett & Roizman, 2006). Die IE-Genprodukte sind fur die Expression der

E-Gene ndtig, die wiederum die Expression der L-Gene initiieren.

Die in die Virushulle eingelagerten Glykoproteine gB, gH und gL sind fir die
Bindung an Heparansulfat-Proteoglykan an der Zelloberflache verantwortlich und
vermitteln die Aufnahme des Viruskapsids in die Zelle (Compton, 2004;
Ryckman et al., 2006). Die freien Kapside werden zum Nukleus transportiert und
die lineare, virale DNS durch die Kernporen in den Kern geschleust, in welchem
nach Zirkularisierung des Virusgenoms die Transkription stattfindet (Pellett &
Roizman, 2006). Diese unmittelbare Nahe zum Wirtsgenom ermdglicht es den
Viren, zellulare DNS in ihr eigenes Genom zu integrieren und die darauf kodierten
Proteine fiur die eigene Vermehrung zu nutzen. Die zu Beginn der Infektion
exprimierten IE-Gene beinhalten verschiedene Transaktivatoren fur zellulare und
virale Gene und fuhren zu einem Zellzyklusarrest in der G1-Phase (Bresnahan
et al., 2000; Modrow et al., 2010). DarUber hinaus finden sich unter den IE-Gen-
produkten immunevasive Proteine, die Apoptose, Antigenprasentation oder die
Interferon-mediierte Immunantwort stéren. Im Verlauf der E-Phase werden die flr
die virale DNS-Synthese bendtigten Gene exprimiert. Neben weiteren immun-
modulatorischen Genprodukten werden auch die Proteine der Kapsidreifung
produziert. Die L-Phase ist durch die im Zellkern nach dem rolling circle-Prinzip
stattfindenden DNS-Replikation (Anders et al., 1992) gekennzeichnet. Zeitgleich

werden die fur die Reifung der Viruspartikel bendétigten L-Gene translatiert.

Noch im Kern wird das ds-DNS-Genom in das Kapsid verpackt und anschlie3end
ausgeschleust. Auf dem durch Mikrotubuli vermittelten Transport zur Plasma-
membran aggregieren die meisten Tegumentproteine mit dem Kapsid (Sanchez
et al., 2000). Die endgultige Membran erhalten die Viren bei der Ausschleusung

der Viren aus der Zellmembran, dem sogenannten budding.

Tiermodelle mit Cytomegaloviren

Um nach der Primarinfektion erfolgreich im Wirt zu persistieren, exprimieren die
Viren viele Gene die dessen Immunsystem regulieren und inhibieren. Dieses
Eingreifen in die komplexen Vorgange der Immunabwehr bedarf einer
spezifischen Anpassung an den Wirt und fihrte zu einer Koevolution von Virus
und Wirt (siehe auch 1.2.1), worin auch die strikte Speziesspezifitat der Viren

begrundet ist. Obgleich einige Viren in vitro noch in der Lage sind, Zellen fremder
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Spezies zu infizieren, ist die Untersuchung des vollstandigen Infektionszyklus auf
den speziellen Wirt des jeweiligen Virus beschrankt. Da keine Mdglichkeit existiert,
Versuchstiere mit HCMV zu infizieren, wurden im Laufe der Jahre verschiedene
Modellsysteme  zur  Erforschung der HCMV-Infektion etabliert. Die
gebrauchlichsten sind das murine Cytomegalovirus (MCMV) zur Erforschung von
Latenz und Reaktivierung (Reddehase et al., 2002, 2006), das Maastricht-Isolat
des Ratten-Cytomegalovirus (RCMV-M) zur Untersuchung vaskularer
Erkrankungen und CMV-bedingter Komplikationen bei Organtransplantationen
(Streblow et al., 2007, 2008), sowie das CMV des Meerschweinchens (GPCMV)
als Modellvirus fir die kongenitale CMV-Infektion (Lacayo & Schleiss, 2006).
Aufgrund seiner nahen Verwandtschaft zu HCMV wird auch das Virus der Rhesus-
makaken (RhCMV) zur Untersuchung herangezogen. In allen erwdhnten Modellen

werden virale Strategien zur Immunevasion untersucht.

1.1.2 Das Ratten-Cytomegalovirus (RCMV)

Das bisher am besten charakterisierte RCMV ist das 1982 in Maastricht aus
Rattus norvegicus isolierte RCMV-M (Meijer et al., 1984, 1986; Vink et al., 2000).
Sequenzvergleiche von RCMV-M mit MCMV und HCMV zeigten erhebliche
Sequenzidentitaten, sowohl auf Nukleotid- als auch auf Proteinebene (Beisser
etal.,, 1998). Das in dieser Arbeit verwendete Virus wurde 1982 ebenfalls aus
Rattus norvegicus isoliert, initial charakterisiert und als England-lsolat (RCMV-E)
bezeichnet (Burns et al., 1988; Priscott & Tyrrell, 1982). Im Vergleich zu RCMV-M
fielen dabei die geringere Genomgrof3e von 203 kBp und das deutlich ver&nderte
Restriktionsmuster auf (Burns et al., 1988). Letzteres deutete bereits darauf hin,
dass das England-Isolat nicht durch Deletion einzelner Genomabschnitte aus
RCMV-M hervorgegangen ist. Zum damaligen Zeitpunkt waren die verfuigbaren
Sequenzinformationen des RCMV-E noch auf den major immediate early (MIE)-
Lokus beschrankt (Sandford & Burns, 1996; Sandford et al., 1993), sodass fur
einen Vergleich der beiden RCMV untereinander nur ein vergleichsweise kleiner
Teil des Genoms herangezogen werden konnte. Bereits in diesen Bereichen
zeigten sich nur geringe Ubereinstimmungen von 23 % bis 32 %, was Beisser
etal. dazu veranlasste, die beiden RCMV-Isolate als zwei unterschiedliche
B-Herpesvirusspezies zu betrachten (Beisser et al., 1998). In den darauffolgenden
Jahren wurden in RCMV-E verschiedene Gene identifiziert, welche in dieser Art

fur Cytomegaloviren noch nicht bekannt waren, wodurch die These, es handele
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sich bei den beiden RCMV um zwei distinkte Viren, untermauert wurde. Bei diesen
Genen handelt es sich um ein CD200-Homolog (e127) (Voigt et al., 2005), ein
C-Typ-Lektin-ahnliches Gen (rctl) (Voigt et al., 2001, 2007) ein virales C-Chemokin
(ORF8) und ein zweites C-Typ-Lektin-ahnliches Gen (rctl2) (Voigt, nicht publiziert).

1.2 Immunantwort gegen CMV

Bei der Kontrolle der CMV-Priméarinfektion spielen sowohl die Interferon-Antwort
als auch die NK-Zell-Aktivitat, die beide der angeborenen Immunantwort
zuzurechnen sind, eine entscheidende Rolle (Noda et al., 2006). Die angeborene
Immunantwort ist erregerunspezifisch, und die daran beteiligten Zellen unterlaufen
im Gegensatz zu den T- und B-Zellen keine somatische Rekombination.
Pathogene werden Uber sogenannte pathogen associated molecular patterns
(PAMP) erkannt. PAMP sind unter Pathogenen konservierte Strukturen, wie
dsRNS oder das bakterielle Lipopolysaccharid (LPS), welche im Wirtsorganismus
nicht vorkommen. Toll-like Rezeptoren (TLR) der Wirtszelle spielen hierbei eine
besondere Rolle, da sie an diese PAMP binden konnen und dadurch Uber
Signalkaskaden Immunreaktionen in Gang gesetzt werden (Akira & Takeda, 2004,
Akira, et al., 2006; Lotze et al., 2007). Durch die Bindung an die TLRs kommt es
zur Expression der Interferon-stimulierten Gene (ISG) (Compton & Boehme,
2006). Infolgedessen werden Zellen in einen antiviralen Status versetzt, der die
Virusreplikation entscheidend stort (Stark etal., 1998). Verschiedene Arbeiten
zeigten, dass mindestens die TLR2, 3 und 9 durch CMV aktiviert werden
(Compton et al., 2003; Tabeta et al., 2004). TLR3 bindet virale ds-RNS, die durch
die bidirektionale Transkription der viralen Gene entsteht. TLR9 hingegen erkennt
CpG-reiche Domanen des viralen Genoms (lversen et al., 2009; Tabeta et al.,
2004). Uber verschiedene Signalkaskaden kommt es zur Aktivierung der interferon
regulatory factors. Diese fuhren zur Sekretion weiterer proinflammatorischer
Cytokine, die wiederum Makrophagen, dendritische Zellen und Natirliche

Killerzellen (NK-Zellen) an den Ort der Infektion rekrutieren.

Makrophagen und dendritische Zellen verfligen beide tber PAMP-Rezeptoren und
sind in der Lage, Pathogene zu phagozytieren und die verdauten Proteine tber die
sogenannten Major Histocompatibility Complexes (MHC) den T-Zellen zu
prasentieren. Es werden zwei Klassen von MHCs unterschieden. MHC-Klasse |

wird ubiquitar auf allen Zellen exprimiert und im endoplasmatischen Retikulum mit
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neu synthetisierten Peptiden beladen. MHC-Klasse II-Molekulle befinden sich
primar auf Makrophagen und dendritischen Zellen. Die Uber MHC-Klasse I
prasentierten Antigene stammen aus phagozytierten und in Phagosomen
abgebauten viralen Proteinen (Vyas et al. 2008). Eine effiziente
Antigenprasentation durch MHC ist die Voraussetzung fur den Aufbau einer
raschen und spezifischen Immunantwort, weshalb es nicht verwunderlich ist, dass
Viren speziesubergreifend zahlreiche Mechanismen entwickelt haben, diesen

Schritt zu manipulieren (siehe 1.2.2).

Durch die Antigenprasentation und die Ausschuttung weiterer Cytokine wird die
Reifung einer spezifischen T-Zell-Antwort induziert. Bis auf wenige Ausnahmen ist
der Langzeitschutz nicht Antikérper-, sondern T-Zell-vermittelt (Pellett & Roizman,
2006).

1.2.1 Naturliche Killerzellen (NK-Zellen)

NK-Zellen erkennen Uber verschiedene Rezeptoren korpereigene Zellen, die sich
aufgrund tumorbedingter Entartung oder einer Infektion veré&ndert haben, als
geschadigt (L. L. Lanier, 2005). Sie werden entweder durch Typ-I-Interferone oder
auch durch direkten Zell-Zell-Kontakt aktiviert. Die Regulation erfolgt tUber ein
breites Spektrum zeitgleich exprimierter inhibitorischer und stimulierender NK-Zell-
Rezeptoren (NKR) (Brown & Scalzo, 2008). Eine vitale, gesunde Zelle tragt auf
ihrer Oberflache sowohl stimulatorische als auch inhibitorische Liganden fir NK-
Rezeptoren (Abbildung 2 A). Solange beide Ligandentypen auf der Zelle
prasentiert werden, ist die Inhibition dominant und die NK-Zelle wird nicht aktiviert.
Man spricht in diesem Fall von einer Selbst- bzw. self-Identifikation (Karre, et al.,
1986). Im Rahmen einer Infektion reagieren Zellen mit einer deutlich verringerten
Expression inhibitorischer Liganden und verlieren somit ihre self-ldentifikation
(Abbildung 2 B). Eine solche missing self-Zelle wird von den NK-Zellen erkannt
und vernichtet, was zu einer Hemmung der Virusproliferation fihrt (Reddehase,
2002).
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Abbildung 2: Missing-self Aktivierung von NK-Zellen

A Eine gesunde Zelle exprimiert auf ihrer Oberflache sowohl aktivierende als auch inhibitorische Liganden
und ist somit vor der NK-Zell mediierten Lyse geschitzt. B Durch onkogene Entartung oder Infektion verliert
die Zelle ihre inhibitorischen Liganden und kann durch die NK-Zellen zerstort werden.

Eine  besondere Rolle spielen in diesem Zusammenhang die
MHC-Klasse I-Molekiile, welche ebenfalls als inhibitorische Liganden fungieren
(Anfossi et al., 2006). Zellen mit reduziertem MHC-I-Gehalt an der Oberflache
werden durch NK-Zellen erkannt und vernichtet. Die Hauptaufgabe der MHC-I
Molekule liegt in der Préasentation von Antigenen und folglich der Stimulation der
T-Zell-Antwort. Eine Hemmung der Beladung oder Reduktion dieser Molekile auf
der Oberflache begunstigt in diesem Falle eine Infektion. Andererseits fuhrt dies
zur Eliminierung der infizierten Zelle durch die NK-Zellen. Die Hemmung nur eines
dieser Wege durch das Virus wirde somit unweigerlich zur Aktivierung des
anderen fuhren und zeigt somit die Komplexitat der Anforderung an die virale

Immunevasion.

Die drei bekanntesten MHC-I-erkennenden NKR-Familien sind NKR-P1, Ly49 und
CD94-NKG2 (Yokoyama & Plougastel, 2003). Fur den NK-Rezeptor NKR-P1 sind
mit Clr-b und Clr-g zwei Liganden beschrieben, welche keinerlei Ahnlichkeit zu
MHC-1 aufweisen (Carlyle et al., 2004; lizuka et al., 2003). Clr-b, der natirliche
Ligand des inhibitorischen Rezeptors NKR-P1B, verfugt Uber ein ubiquitares
Expressionsmuster, wie der MHC-I-Ligand des Ly49-Rezeptors. Murine
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Tumorzellen mit deutlich reduzierter Clr-b Expression werden von NK-Zellen

erkannt und eliminiert (Mesci et al., 2006).

1.2.2 Modulation der Immunantwort

Wie unter 1.1.1 bereits erwahnt, kodiert das CMV-Genom zahlreiche Proteine, um
die Immunantwort zu seinen Gunsten zu modulieren. Viele dieser Manipulatoren
greifen sehr spezifisch Mechanismen der Immunreaktion des Wirtes an. Durch
heterologe Expression dieser Proteine oder Infektionsversuche mit Deletions-
mutanten der entsprechenden Viren lassen sich detaillierte Erkenntnisse tber die

Funktionsweise und Regulation der Immunevasion gewinnen.

Aus diesem Grund ist die CMV-Infektion eines der bedeutendsten Modelle der
Immunevasionsforschung (Reddehase, 2002). Die wichtigsten Bereiche sind hier:
1. Die Inhibition intrinsischer Reaktionen wie Apoptose und der Interferon-
vermittelten Abwehr, 2. die Hemmung der angeborenen NK-Zell- und Chemokin-
mediierten Immunantwort, sowie 3. die Storung der erworbenen T- und B-Zell-
Antwort (Pellett & Roizman, 2006). Ein Grof3teil der immunmodulatorischen Gene
hemmen die T- oder NK-Zell-vermittelte Antwort durch negative Regulation ihrer
Aktivatoren. Wie im vorangegangenen Abschnitt beschrieben, spielen hier MHC-
Klasse I-Molekile eine bedeutende Rolle. Die verschiedenen CMVs verfiigen Uber
Proteine um die Antigenpasentation tber MHC-Klasse I-Moleklle zu verhindern.
MCMV (z. B. m06, m152, m138, m145 und m155) und HCMV (z. B. US2, US3,
US6, US11, UL16 und UL142) kodieren fir eine Vielzahl von Genen zur
Manipulation zellularer Gene (Lenac et al., 2006; Lodoen & Lanier, 2006; Wills et
al., 2005). DarUber hinaus wurden sowohl in MCMV als auch HCMV virale
Proteine gefunden, die die Funktion zellularer Liganden Ubernehmen koénnen
(Lodoen & Lanier, 2006; Vidal & Lanier, 2006). Besonders hervorzuheben ist hier
m157, welches durch direkte Bindung an den inhibitorischen MHC-Klasse I-
Rezeptor Ly49I die infizierte Zelle vor der NK-Zell-vermittelten Zerstérung schiitzt.
Das in RCMV-E kodierte RCMV C-Typ-Lektin-ahnliche Protein (RCTL) ist das
erste bislang beschriebene virale Protein, welches nicht zur Klasse der MHC-
Klasse I-Proteine zu zahlen ist und in die missing self-Aktivierung der NK-Zellen
eingreift (Voigt et al., 2007).
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1.2.3 RCTL als méglicher NK-Zellinhibitor

Die Expression und Struktur des RCTL wurden erstmalig 2001 beschrieben (Voigt
et al., 2001). Virale Homologe zu C-Typ-Lektin-ahnlichen Proteinen waren zuvor
schon bei Myxomaviren (Cameron et al., 1999) und den Poxviridae (Goebel et al.,
1990) bekannt, bei Herpesviren jedoch zuvor nicht beschrieben worden. Der
Leserahmen des RCTL umfasst insgesamt 2,4 kBp und verftigt mit 5 Exons und 4
Introns Uber eine fir eukaryotische Gene typische Intron-Exon-Struktur, wahrend
die Homologe der Poxviridae nicht gesplei3t werden (Voigt et al., 2001). Die
MRNS des RCTL enthélt alle 5 Exons, jedoch werden nur die Exons 2 bis 5
translatiert. Die C-Typ-Lektin-ahnliche Doméne befindet sich innerhalb der Exons
3 bis 5. Zum Zeitpunkt der Erstbeschreibung standen die Sequenzen der NKRP1-
Rezeptoren und ihrer Liganden noch nicht fur Vergleichsuntersuchungen zur
Verfigung. So wurde mittels BLAST-Analysen das zellulare CD69 als mdgliches
zellulares Homolog angenommen. Eine RCTL-Deletionsmutante zeigte in vitro

keinerlei Wachstumsnachteil gegentiber dem Wildtypvirus (Voigt et al., 2001).

Da Viren einem hohen Selektionsdruck bezilglich ihrer GenomgréRe und der
Kodierungskapazitat unterliegen, werden redundante Bereiche wie Introns aus
dem Genom entfernt. Die fur eukaryotische Proteine typische Intron-Exon-Struktur
spricht deutlich daftr, dass es sich bei RCTL um ein evolutionsgeschichtlich

junges Gen handelt.

1.3 BAC-Technologie und homologe Rekombination bei
Herpesviren

Fur die funktionelle Untersuchung viraler Gene ist die Herstellung von Mutanten

unverzichtbar. Die fir kleinere Viren gangigen Klonierungsmethoden stol3en schon

aufgrund der Genomgrof3e und dem damit einhergehenden Mangel an nutzbaren

Restriktionsenzymen an ihre Grenzen. Durch gezielte homologe Rekombination ist

es mdglich, einzelne Punktmutationen oder grof3ere Deletionen in das virale

Genom einzufugen.

Die Generierung von Virusmutanten durch Rekombination in eukaryotischen
Zellen ist sehr zeitintensiv und schwer zu kontrollieren. Dabei wird die virale DNS
zusammen mit einem, die gewilnschte Mutation tragenden, linearen
DNS-Fragment transfiziert. Die zelleigenen Rekombinationsenzyme integrieren

dieses lineare Fragment unter Entfernung des korrespondierenden Wildtyp-

10
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Genomabschnitts in das virale Genom. Da die entstehenden Mutanten nicht klonal
sind, miUssen sie Uber einen zusatzlich eingebrachten Marker identifiziert und
durch zahlreiche Vereinzelungsschritte aus dem Gemisch mit den Wildtyp-Viren
(wt) isoliert werden. Fur den Fall, dass das mutierte Virus einen
Wachstumsnachteil gegentber den WT-Viren aufweist, ist die Isolierung deutlich
erschwert, und die Mutagenese essentieller Bereiche ist ohne die vorherige
Herstellung einer komplementierenden Zelllinie unmdglich. Haufig entstehen bei
diesem Verfahren ungewlnschte Nebenmutationen, die erst am Ende der
Mutagenese durch Restriktionsverdau und Sequenzierung identifiziert werden

kdnnen.

Messerle et al. klonierten erstmals ein Herpesvirus, das murine CMV, als
bakterielles artifizielles Chromosom (BAC) (Messerle etal.,, 1997). Durch den
Transfer der viralen DNS in Bakterien konnten viele der oben genannten Nachteile
umgangen werden. Fur E.coli existieren zahlreiche induzierbare und dadurch gut
kontrollierbare Rekombinationssysteme wie das RecA- oder das A-Phagen-
basierte Red E/T-System (Adler et al., 2003; Zhang et al., 1998). Die standige
Weiterentwicklung dieser Methoden fuhrte zu einer Reihe optimierter Verfahren,
die es ermoglichen, zuverlassig Mutationen oder sich nach Transfektion
selbstentfernende BAC-Kassetten in die Herpesvirusgenome einzuftigen (Tischer
et al., 2010; Wang et al., 2009; Warming et al., 2005). Dartiber hinaus handelt es
sich bei BACs um sogenannte low copy-Plasmide, welche nur in einer oder sehr
wenigen Kopienzahlen pro Bakterium vorkommen, sodass man schon sehr friih im
Rahmen der Mutagenese klonal arbeiten kann. Die Entkoppelung der Mutagenese
vom viralen Replikationszyklus bringt nicht nur einen immensen zeitlichen Vorteil
mit sich, sondern es konnen ebenfalls Mutationen in essentiellen oder das
Wachstum beeintrachtigenden Genbereichen vorgenommen werden, ohne auf ein
replikationsfahiges Virus angewiesen zu sein. Die einfache, unkomplizierte BAC-
Praparation aus Bakterien ermdglicht zudem eine engmaschige Kontrolle zu fast
jedem Zeitpunkt der Mutagenese. Durch diese zahlreichen Vorteile haben sich
BACs binnen weniger Jahre als wichtiges Werkzeug der Herpesvirusforschung
fest etabliert. Infolgedessen nimmt die Zahl neu klonierter Viren als BACs stetig
zu. Hierzu zéhlen u.a. HSV-1 und -2, VZV (Nagaike et al., 2004), EBV (Kanda
et al., 2004), KSHV (Zhou et al., 2002), EHV (Rudolph et al., 2002), GPCMV (Cui
et al., 2008; McGregor & Schleiss, 2001) und HCMV (Borst et al., 1999).

11
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2 Zielsetzung der Arbeit

Fur das Ratten-Cytomegalovirus (RCMV) sind bislang zwei unterschiedliche
Isolate aus Maastricht (RCMV-M) und aus England (RCMV-E) bekannt. Bei der
Erstbeschreibung des RCMV-E konnte gezeigt werden, dass sich dieses Virus
hinsichtlich GenomgréRe und Restriktionsmuster deutlich von RCMV-M
unterscheidet (Burns et al., 1988). Bislang sind von RCMV-E nur vereinzelte
Genomfragmente sequenziert und publiziert worden (Voigt et al., 2001, 2005).
Diese kurzen Sequenzabschnitte deuteten bereits darauf hin, dass es sich bei den
beiden RCMV-Isolaten nicht um zwei Virusstamme, sondern eher um zwei

distinkte Virusspezies handelt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden im RCMV-E Genom potenzielle offene
Leserahmen (ORF) identifiziert und mit homologen Genen verwandter CMVs
verglichen. Auf diese Weise wurden neben den bekannten, in CMVs konservierten
Genen auch neue, bislang unbekannte Gene gefunden, die ausschlie3lich in
RCMV-E kodiert sind. Anhand der neu gewonnenen Sequenzinformation wurden
Stammbaumanalysen zur phylogenetischen Eingruppierung von RCMV-E

durchgefubhrt.

Zu Beginn dieser Arbeit war in RCMV-E ein gesplei3tes C-Typ-Lektin-ahnliches
Gen (rctl) bekannt, das eine gro3e Sequenzéhnlichkeit zu den Genen der NK-Zell-
Rezeptoren aufwies (Voigt et al., 2001). Voigt et al. konnten bereits zeigen, dass
eine Mutante, in welcher rctl deletiert wurde, zu keinerlei Wachstums-
einschrankung in Zellkultur fuhrt (Voigt et al., 2001). Basierend auf diesen
Erkenntnissen wurde RCTL molekular und funktionell charakterisiert und so die
Bedeutung des Proteins im Zusammenhang einer Infektion aufgeklart.

Die Klonierung von Virusgenomen als Bakterielles Artifizielles Chromosom (BAC)
hat sich bei Herpesviren als effiziente Methode zur Generierung von
Virusmutanten etabliert. Dabei wird eine BAC-Kassette in das virale Genom
eingesetzt, die die Vermehrung des viralen Genoms in Bakterien ermdglicht.
Durch bakterielle Rekombinationsenzyme koénnen Virusmutanten wesentlich
schneller und einfacher generiert werden, als es durch eukaryotische
Rekombination moglich ist. In dieser Arbeit wurde ein solcher RCMV-E BAC
Kloniert und bezuglich seines cytopathischen Effekts (CPE) und seines

Wachstumsverhaltens analysiert.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Bakterienstamme
Samtliche in dieser Arbeit verwendeten Bakterien leiten sich vom Laborstamm
E.coli K12 ab.

Tabelle 2: Verwendete Bakterienstamme

Bakterienstamm | Genotyp Herkunft/Referenz

DH5a lacU169 (#80lacZAM15) hsd R1 recAl endAl gyrA96 | Deutsche Sammlung fur Mikroorganismen,
thi-1 relAl Gottingen, Deutschland

DH10B F- mcrA (mrr-hsdRMS-mcrBC) 80lacZ M15 lacX74 Invitrogen, Darmstadt, Deutschland
recAl endAl ara 139 (ara, leu)7697 galU galK -rpsL
(StrR) nupG (NCBI-Nummer: NC_010473)

3.1.2 Bakterielle Nahrmedien

Die Bakterien wurden als Suspensionskultur in sterilem LB-Medium oder zur
Vereinzelung von Kolonien auf LB-Agar-Platten kultiviert. Die Selektion erfolgte
durch Zugabe entsprechender Antibiotika. Fur auf Blau/Weil3-Screening
basierende Selektion wurden den Platten noch IPTG und X-Gal in einer
Endkonzentration von 0,2 mM bzw. 40 pg/ml zugegeben.

Tabelle 3: Bakterielle Nahrmedien

Medium Zusammensetzung

LBo-Medium 1 % Bacto-Trypton; 0,5 % Hefeextrakt; 1 % NaCl; pH 7,5

LBamp-Medium LBo-Medium; Zugabe von Ampicillin auf eine Endkonzentration von 100 pug/ml

LBamp-Medium LBo-Medium; Zugabe von Chloramphenicol auf eine Endkonzentration von 34 pg/mi

LBampikan-Medium LBo-Medium; Zugabe von Kanamycin auf eine Endkonzentration von 50 pg/ml und
Ampicillin auf eine Endkonzentration von 100 pg/ml

LBkanicam-Medium LBo-Medium; Zugabe von Kanamycin und Chloramphenicol auf eine
Endkonzentration von 50 und 34 pg/ml

LBamp-Platten LBamp-Medium + 1,5 % Agar

LBampikan -Platten LBampikan-Medium + 1,5 % Agar

L Bkanicam-Platten LBkancam-Medium + 1,5 % Agar

LBcamisusuc-Platten LBcam-Medium + 1,5 % Agar

3.1.3 Eukaryotische Zellen
Samtliche  Zellkulturarbeiten  wurden  ausschlielich ~ mit  embryonalen
Rattenfibroblasten (REF) durchgefuhrt (Bruggeman et al., 1982).

3.1.4 Plasmide

Tabelle 4: Plasmide

Name Art Resistenz gegen Verwendung Herkunft/Referenz Anmerkung
pcDNS3 high Ampicillin Klonierung Stratagene,

copy La Jolla, USA
pBrepCre low Ampicillin Anzucht von Viren Brune W.

copy ohne BAC-Kassette
pST76KSR low Kanamycin Transfer-Vektor zur Voigt S. (Hobom et Temperatur-sensitiver

copy BAC-Reparatur al., 2000) Origin 30 °C
pHA2 BAC Chloramphenicol Klonierung des Zimmermann A.

RCMV-E als BAC

pEGFP-N1 high Kanamycin Transfektionskontrolle | Clontech, Saint-

copy Germain-en-Laye,

Frankreich
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3.1.5 RCMV-E Varianten und BACs

Tabelle 5: RCMV-E Varianten und BACs

Material und Methoden

Virus/BAC Beschreibung

RCMV-E wt

Nicht modifiziertes, in England aus Rattus norvegicus isoliertes RCMV, welches
auf embryonalen Rattenfibroblasten (REF) in Zellkultur gezichtet wird.

RCMV-E ARCTL

Entspricht dem RCMV-E wt, jedoch wurde der ORF fur das RCTL durch homologe
Rekombination entfernt.

RCMV-E REV Ein aus RCMV ARCTL gewonnenes Virus, bei dem der RCTL-Genomabschnitt
wieder eingefligt wurde, sodass es wieder dem RCMV-E wt entspricht.

RCMV-E ABAC Rekombinantes RCMV-E, welches als BAC kloniert wurde und das griin
fluoreszierende Protein egfp exprimiert. Dieses Virus verfugt Uber eine ca. 8 kBp
Deletion im Hind M Bereich.

RCMV-E BAC Entspricht dem RCMV-E ABAC, wobei die Deletion wieder eingesetzt wurde.

RCMV-E CRE Ein aus dem RCMV-E BAC hervorgegangenes Virus, aus welchem mittels CRE-

LOX Rekombination die BAC-Kassette bis auf eine LoxP-site entfernt wurde

3.1.6 Antibiotika

Tabelle 6: Antibiotika zu Selektion von Bakterien und als Zellkultursupplement

Antibiotika Arbeitskonzentration Selektionsorganismus
Ampicillin 100 pg/ml E.coli-Stdmme
Chloramphenicol 15 pg/ml E.coli-Stdamme

Kanamcin 50 pg/ml E.coli-Stdmme

Penicillin 100 U/ml Zellkulturmediumsupplement
Streptomycin 100 pg/ml Zellkulturmediumsupplement

3.1.7 AntikOrper

Die Antikorper 3.2.3 und Asialo GM1 wurden in den Tierversuchen zur NK-Zell-

Depletion der Versuchstiere verwendet.

Tabelle 7: Antikdrper zu NK-Zell-Depletion

Antikorper Verwendung

Herkunft

3.2.3 (Maus)
Tierversuch

Depletion der NK-Zellen im

ENDOGEN, Woburn, USA

Asialo GM1 (Kaninchen)

Tierversuch

Depletion der NK-Zellen im

Wako Chemicals GmbH, Neuss,
Deutschland

3.1.8 Kommerzielle Kits

Tabelle 8: Kommerzielle Kits

Kit

Hersteller

BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit

Applied Biosystems, Darmstadt Deutschland

DNeasy® Blood and Tissue Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

NucleoBond® PC100/PC 500

Machery-Nagel, Duren, Deutschland

NucleoBond® Xtra Midi

Machery-Nagel, Duren, Deutschland

NucleoSpin® Extract I

Machery-Nagel, Duren, Deutschland

QIAquick Gel Extraction Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

QIAquick PCR Purification Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

Quickchange | site directed mutagenesis kit

Stratagene, La Jolla, USA

RNeasy Mini Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

3.1.9 Enzyme

Tabelle 9: Verwendete Enzyme

Enzym

Hersteller

Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (2 U/ul)

New England BioLabs, Frankfurt am Main, Deutschland

Pfu DNA Polymerase recombinant (5 U/ul)

Fermentas, St.Leon-Roth, Deutschland

Platinum Taq Polymerase (5 U/pl)

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Restriktionsenzyme

Fermentas, St.Leon-Roth, Deutschland

Shrimp Alkalische Phosphatase (1 U/pl)

Fermentas, St.Leon-Roth, Deutschland

T4 DNA Ligase (5 U/pl)

Fermentas, St.Leon-Roth, Deutschland

Turbo™ DNase (2 U/pl)

Ambion, Darmstadt, Deutschland

TaKaRa ExTaqT Polymerase

Clontech, Saint-Germain-en-Laye, Frankreich
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3.1.10 DNS-Standards
Zur Bestimmung der GroRe von DNS-Fragmenten bei der Gelelektrophorese
wurden die drei DNS-Marker 1 kB DNA Ladder, 100 Bp DNA Ladder und Lambda

Mix Marker 19 von Fermentas (St.Leon-Roth, Deutschland) verwendet.

3.1.11 Chemikalien
Soweit Chemikalien hier nicht gesondert aufgefuhrt sind, wurden sie von den
Firmen Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland), Sigma-Aldrich (Munchen,

Deutschland) oder Applichem (Darmstadt, Deutschland) bezogen.

Tabelle 10: Chemikalien, die nicht von Carl Roth, Sigma-Aldrich oder Applichem bezogen wurden

Chemikalie Hersteller

Bacto Trypton DIFCO, Lawrence, USA
Deoxyribonucleotid-Mix, je 10 mM dGTP, dCTP, dATP, dTTP Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
FKS (Fotales Kélberserum) PAN GmbH, Aidenbach, Deutschland
Gelred Biotrend, K&lIn, Deutschland
Hefeextrakt DIFCO, Lawrence, USA
HPLC-gereinigtes Wasser (H,Opcr-craDE) Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Isofluran Baxter, Unterschleiheim, Deutschland
Oligo dT-Primer Fermentas, St.Leon-Roth, Deutschland
Penicillin/Streptomycin-Lésung PAN GmbH, Aidenbach, Deutschland
RiboLock™ RNase Inhibitor Fermentas, St.Leon-Roth, Deutschland
A-DNA Fermentas, St.Leon-Roth, Deutschland
3.1.12 Oligonukleotide (Primer) und Sonden

Alle Oligonukleotide (siehe Tabelle 11) waren entsalzt und wurden in
lyophilisiertem Zustand von der Firma Invitrogen bezogen. MGB-Tagman-Sonden
wurden von Applied Biosystems und alle weiteren in der Tagman-PCR
verwendeten Sonden von TIBMOL bezogen. Die Oligonukleotide wurden als 100
UM Stocklésung bei -20 °C gelagert und vor der Verwendung auf 10 uM verdunnt.
Die Sonden wurden direkt auf eine Konzentration von 10 uM verdinnt, aliquotiert

und bei -20 °C gelagert.
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Tabelle 11: Verwendete Primer zur PCR-Amplifikation Sequenzierung und Mutagenese

Primername Sequenz 5’->3’ Verwendung

RCTL gPCR fw CCCATGAGGATTACATCAGATTTGC gPCR

RCTL gPCR rev GTAGAACAAAGCTGGCAACGG gPCR

RCTL-Sonde FAM-CAACTACTCGCTTTCTAT-BBQ FAM markierte gPCR MGB-
Sonde mit BBQ-Quencher

C2D5 gPCR fw AGACCCTCTGTAAGGAACAAGG gPCR

C2D5 gPCR rev AGGTGTAGCTGTTGGGCTTC gPCR

C2D5-Sonde NED-TCAGGTTACTGGTTCG-BBQ NED markierte gPCR MGB-
Sonde mit BBQ-Quencher

rClrb gPCR fw GCAGATACAAAGGGAGTTTTGATT gPCR

rClrb gPCR rev CTACAGCTCCATCTTTTGTCTGC gPCR

rCIrb-Sonde VIC-CCTACCTGAACGACATC-BBQ VIC markierte gPCR MGB-Sonde
mit BBQ-Quencher

gb gPCR fw CAGGCCATCAGAACGGATC gPCR

gb gPCR rev TCACTCCCCGATGCGTTATA gPCR

gb-Sonde FAM-CACAAACGTTGCGGTCAGACTTTTCGAC-TAMRA FAM markierte gPCR Sonde mit
TAMRA-Quencher

c-myc gPCR fw GCCAGAGGAGGAACGAGCT gPCR

c-myc gPCR rev GGGCCTTTTCATTGTTTTCCA gPCR

c-myc Sonde

FAM-TGCCCTGCGTGACCAGATCC-TAMRA

TAMRA-Quencher

FAM markierte gPCR Sonde mit

RCMV-E terml AGACCGTAGCGACATATGAG Bestimmung der Termini
RCMV-E term2 GTGGTCGAAACGCGATAGGG Bestimmung der Termini
M13 fw GTAAAACGACGGCCAG Sequenzierung
M13 rev CAGGAAACAGCTATGAC Sequenzierung

pstKSR-Mut Nhel fw

CAAGGTCTGCAATGCGATAGCCCATGGGTATGG

Quickchange Mutagenese

pstKSR-Mut Nhel rev

CCATACCCATGGGCTATCGCATTGCAGACCTTG

Quickchange Mutagenese

pstKSR Seq fw

CAATGCGCTAGGCCATGGGTATGG

Sequenzierung

psStKSR Seq rev

CCATACCCATGGCCTAGCGCATTG

Sequenzierung

GPO-3 GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT Mykoplasmen-Test
MGSO TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC Mykoplasmen-Test
3.1.13 Selbst hergestellte Puffer und Losungen

Puffer wurden, sofern nicht anders erwédhnt, stets mit zweifach destilliertem

Wasser (ddH,O) angesetzt. Losungen zur Verwendung in der Zellkultur wurden

nach dem Ansetzen mittels 0,22 um Filtern sterilfiltriert oder autoklaviert.

Tabelle 12: Selbst hergestellte Puffer und Lésungen

Puffer/Lagerung Zusammensetzung Verwendung
S1 (Resuspendierpuffer) 50 mM Tris-HCI (pH 8,0) Plasmidpraparation
4°C 10 mM EDTA

100 pg/ml RNase A
S2 (Lysispuffer) 200 mM NaOH Plasmidpraparation
Raumtemperatur 1% SDS
S3 (Neutralisationspuffer) 2,8 M Kaliumacetat Plasmidpraparation
4°C pH 5,1

RNase A Stocklésung
-20°C

10 mg/ml RNase
10 mM Tris-HCI (pH 7,5)
10 mM NacCl

Plasmidpréaparation

10 x TBE 890 mM Tris Base Gelelektrophorese
Raumtemperatur 890 mM Borséaure

2 mM EDTA
6 x DNS-Ladepuffer 0,2 % Orange G Gelelektrophorese
Aliquots bei -20 °C 60 mM EDTA

60 % Glycerin

VSB-Puffer 50 mM Tris-HCI (pH 7,8) Viruslagerung
4°C 10 mM KClI

5 mM EDTA
VSB-Sucrose 50 mM Tris-HCI (pH 7,8) Virusaufreinigung
4°C 10 mM KClI

15 % Sucrose

5 mM EDTA
Methylcellulose Medium 8,8 g Methylcellulose Virustitration
4°C 250 ml ddH.O

250 ml 2 x DMEM
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Puffer/Lagerung Zusammensetzung Verwendung
Methylenblaufarbelésung 500 mM NaCH3;COO Virustitration
Raumtemperatur 0,4 % Methylenblau
0,1 % NaN;
HeBS 300 mM NaCl Transfektion
Raumtemperatur 50 mM HEPES
1,5 mM Na,HPO,
pH 7,05
Zelllysispuffer 0,5 % SDS DNS-Isolation aus infizierten REFs zur
Raumtemperatur 10 mM EDTA Bestimmung der RCMV-E Termini
50 mM Tris
pH 8,0
STE-Puffer 0.2 % SDS DNS-Isolation aus infizierten REFs zur
Raumtemperatur 10 mM EDTA Bestimmung der RCMV-E Termini
100 mM NaCl
20 mM Tris
pH 8,0
TE-Puffer 10 mM Tris-HCI Verdunnungsreihen fir g°PCRs
Raumtemperatur 1 mM EDTA
pH 8,0
PBSghne 140 mM NaCL Zellkultur
10 mM NaHPO4*2H,0
2.,7mMKCI
1,8 mM KH,PO,
pH 7,4
3.1.14 Verbrauchsmaterial
Tabelle 13: Verbrauchsmaterialien
Material Hersteller
0,22 pm Sterilfilter Sartorius, Gottingen, Deutschland
Cryordhrchen Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Elektroporationskiivetten Eurogentec, KdIn, Deutschland
Glaswaren Schott, Mainz, Deutschland

Pipettenspitzen

VWR, Darmstadt, Deutschland
Neolab, Heidelberg, Deutschland

Plastikwaren fur Zell-und Bakterienkultur

Hartenstein, Wirzburg, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
TPP, Trasadingen, Schweiz

ReaktionsgefalRe VWR, Darmstadt, Deutschland
Spritzen GE Healthcare, Miinchen, Deutschland
Sterilfilter Sartorius, Géttingen, Deutschland

Tagmanplatten

Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland

Ultrazentrifugenréhrchen

Beckman, Miinchen, Deutschland

Zellkulturschaber

TPP, Trasadingen, Schweiz

Phase-Lock Tubes Heavy

(Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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3.1.15 Gerate

Tabelle 14: Verwendete Gerate

Material und Methoden

Gerat

Hersteller

ABI PRISM™ Genetic Analyzer

Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland

Bakterienschittler Certomat® R

B. Braun Biotech International, Melsungen, Deutschland

Fastprep Homogenisator

Thermo Fischer, Hamburg, Deutschland

Geldokumentationssystem

INTAS, Géttingen, Deutschland

Gelelektrophoresekammer

Biometra, Gottingen, Deutschland

Gene Pulser XCell

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Glaspipetten (5 ml, 10 ml, 20 ml)

Brand, Wertheim, Deutschland

Heizschuttler

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Inverted Microscope Axiovert 200M

Carl Zeiss, Jena, Deutschland

Kuhltischzentrifuge Heraeus Fresco 21

Thermo Fischer, Hamburg, Deutschland

Kihlzentrifuge Sorvall® RC 5C Plus

Thermo Fischer, Hamburg, Deutschland

Magnetrithrer MR2002

Heidolph, Schwabach, Deutschland

Mastercycler Gradient

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Nanodrop Spectrophotometer

Kihn & Bayer, Nidderau, Deutschland

Neubauer Zéahlkammer

Marienfeld Lauda-Kdnigshofen, Deutschland

Neubauer-Zahlkammer

Roth, Karlsruhe, Deutschland

pH-Meter inoLab pH720

WTW, Weilheim, Deutschland

Photometer Ultraspec 10

GE Healthcare, Miinchen, Deutschland

Pipettboy acu

Integra Biosciences, Fernwald, Deutschland

Pipetten 0,2 - 1000yl

Gilson, Middelton, USA

Spannungsgeréte

Biometra, Goéttingen, Deutschland

Tischzentrifuge (Heraeus)

Thermo Fischer, Hamburg, Deutschland

Ultracentrifuge Optima L100K

Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland

Vakuumpumpe

VWR, Darmstadt, Deutschland

Zellkulturinkubator (Heraeus B136220 CU)

Thermo Fischer, Hamburg, Deutschland

SW232Ti-Rotor

Backman, Fullerton, USA

3.1.16 Tiere

Die zur in vivo Untersuchung verwendeten Ratten stammen alle von Charles River
(Sulzfeld; Deutschland). Sowohl die Tiere vom Stamm Sprague Dawley (SD) als
auch vom Stamm WAG waren weiblich und zwischen 4 und 6 Wochen alt.

3.1.17 Programme

Tabelle 15: Verwendete Programme

Programm

Hersteller

Lasergene 8.0

DNASTAR, Madison/USA

Geneious 5.4

Biomatters, New Zealand

MS Office 2003/2007

Microsoft

MxPro 4.01

Stratagene
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3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Kultivierung von Bakterien

Bakterielle Flussigkulturen wurden mit einer Einzelkolonie E.coli angeimpft und
tber Nacht (UN) bei 37 °C und 220 rpm in einem Inkubationsschuttler bebriitet.
Bakterien, die Plasmide basierend auf pST76KSR enthielten, wurden bei einer
Temperatur von 30 °C inkubiert. Zur Vereinzelung von Bakterien aus
Flussigkulturen wurden entweder Einzelkolonien oder ca. 100 pl der
Transformationsansatze auf LB-Agarplatten ausgestrichen und bei ent-
sprechenden Temperaturen UN inkubiert. Bei Bedarf wurden den Medien die

notigen Antibiotika zu Selektion zu gesetzt.

3.2.2 Herstellung elektrokompetenter Bakterien

Samtliche verwendeten Gerate und Puffer wurden auf 4 °C bzw. im Eiswasserbad
vorgekilhlt. Eine Kolonie des entsprechenden E. coli-Stamms wurde in 50 ml
LB-Medium angeimpft und UN bei 37 °C und 220 rpm inkubiert. Mit 10 ml der
Vorkultur wurden in einem 500 ml Erlenmeyer-Kolben mit 200 ml Medium
gegeben und bei 37 °C und 200 rpm inkubiert. Nach Erreichen einer ODggo von 0,5
bis 0,65 wurden die Bakterien bei 5.000 g und 4 °C 10 min abzentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das verbleibende Zellpellet wurde in zwei Waschschritten,
in 100 ml bzw. 75 ml eisgekihltem sterilen Wasser durch Schwenken
resuspendiert und unter identischen Bedingungen wie oben beschrieben
zentrifugiert. Fur einen finalen Waschschritt wurde das Pellet in 10-prozentigem,
sterilem eisgekuhltem Glycerol aufgenommen, in ein 50 ml Falcon Tube tberfihrt
und bei 4.000 g und 4 °C 10 min pelletiert. Nach dem letzten Waschschritt wurden
die Zellen in 1,2 ml des gekuhlten 10-prozentigem Glycerols aufgenommen, in
50 ul Aliquots aufgeteilt und entweder sofort verwendet oder in flissigem Stickstoff

schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80 °C.

3.2.3 Transformation von Bakterien durch Elektroporation

Fur die Rekombinationsversuche wurden zur Erhéhung der Effizienz die
kompetenten Bakterien meist direkt im Anschluss an ihre Herstellung verwendet.
Im Falle der schockgefrorenen Bakterien wurden diese zun&chst schonend auf Eis
aufgetaut. Unmittelbar vor der Elektroporation wurden die Bakterien mit der zu

transformierenden DNS versetzt und in Kivetten mit einer Spaltenbreite von
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0,2 cm pipettiert. Die Elektroporation erfolgte bei einer Spannung von 2,5 kV, einer
elektrischen Kapazitat von 25 pF, einem Widerstand von 200 Q und einer
Zeitkonstanten von ca. 5 ms (Lee et al, 2001). Unmittelbar nach der
Transformation wurden die Bakterien mit 1 ml LBy-Medium aus der Kivette
ausgespdult, in ein 2 ml Eppendorf-Cup Uberfihrt und 1 h bei 37 °C und 600 rpm in
einem Eppendorf Heizschittler inkubiert. 100 pl des Transformationsansatzes
wurden auf entsprechende Selektionsplatten ausgestrichen und N bei 37 °C
inkubiert. Bei Bedarf wurden die restlichen 900 pl abzentrifugiert, in ca. 100 pl

aufgenommen und ebenfalls plattiert.

3.2.4 RecA-vermittelte homologe Rekombination in E. coli

Die RecA-vermittelte Rekombination wurde dazu verwendet, die bei der Insertion
der BAC-Kassette aufgetretene 8,8 kBp-Deletion, zwischen den Leserahmen €128
und €139 im RCMV-E ABAC zu reparieren. Hierzu wurde der Transfervektor
pSt76KSR-Nhel kloniert. Dieser enthielt nebst des deletierten Fragments
flankierende, im Genom nicht deletierte Bereiche zur homologen Rekombination.

In Abbildung 3 sind die einzelnen Schritte schematisch dargestellt.

Die Reinfektion wurde in DH10B-Bakterien durchgefihrt, die bereits den RCMV-E
ABAC enthielten. Kompetente DH10B wurden mit dem Transfervektor pSt76KSR-
Nhel transformiert und ca. 24 h bei 30 °C auf LBcamkan-Platten inkubiert
(Abbildung 3 A). In diesem Zeitraum vermittelte RecA die homologe
Rekombination des BAC mit dem Transfervektor. Das gebildete Kointegrat trug
sowohl die Kanamycin-, als auch Chloramphenicol-Resistenz-vermittelnden
Sequenzen (Abbildung 3 B). Um diese Bakterien von jenen zu trennen, die noch
Uber beide Plasmide verfugten, wurden Kolonien gepickt und bei 43 °C auf
LBcamikan-Platten UN inkubiert (Abbildung 3 C). Der temperatursensitive origin (rep)
des Transfervektors verhindert dessen Vermehrung bei Temperaturen tber 40 °C.
Nach diesem Selektionsschritt trugen samtliche Bakterien das Kointegrat. Zur
Auflésung dieses Kointegrats wurden die Bakterien UGN bei 37 °C auf LBcam-Platten
inkubiert (Abbildung 3 D). Da hier kein direkter Selektionsdruck auf die Exzission
des Transfervektors angelegt werden konnte, war der Anteil an komplettierten
RCMV-E BACs sehr niedrig (Abbildung 3 E). Die Kointegrat-tragenden Bakterien
waren jedoch aufgrund des Levansucrasegens sacB in Anwesenheit von 5 %

Sucrose nicht Uberlebensfahig und konnten durch Inkubation auf
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LBcamiswsuc-Platten groRtenteils eliminiert werden (Abbildung 3 F). Da diese
Selektion nicht in allen Fallen den gewlnschten Effekt zeigte, wurden samtliche
Klone zeitgleich auf LBcam- und LBkan-Platten plattiert. Klone, die ausschlief3lich
auf Platten mit Chloramphenicol wuchsen, enthielten entweder den Ausgangs-
BAC RCMV-E ABAC oder den gewinschten, vollstandigen RCMV-E BAC
(Abbildung 3 G). Eine Unterscheidung zwischen beiden Varianten wurde durch
Préparation und Restriktionsverdau vorgenommen.

43°C

I‘BCam/Kan
Y
-E

BAC
RCMV;
37°C

—
BAC ~ ohC {rep Y BAC [
RCMV-E ABAC Kointegrat I RCMV-E BAC
@ I‘BCam
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A B c

BAC

P —
30°C ohC oy
hY / Transfer-|
RCMV-E ABAC vektor - Kointegrat
I'BCam/ Kan @

¥ue

¥ue

F
30°C G

37°C BAC BAC

\ \
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Abbildung 3: Schema der RecA-vermittelten Rekombination in E.coli.

Die homologen Bereiche zur Rekombination sind griin bzw. rot und das im RCMV-E ABAC deletierte
Fragment hellrot dargestellt. In Boxen sind die fiir die Rekombination wichtigen Genkassetten des
Transfervektors wiedergegeben.

Dieses Verfahren wurde dreimal unabhangig voneinander durchgefthrt, um das
Risiko unerwinschter Nebenmutationen zu minimieren. Aus jedem Ansatz wurde

ein BAC ausgewabhlt und fur die weitergehenden Charakterisierungen verwendet.

3.2.5 Praparation von Plasmid-DNS aus E.coli mittels alkalischer Lyse
Kleine Mengen von Plasmid-DNS zur Charakterisierung hergestellter Klone
wurden aus Ubernachtkulturen nach dem Prinzip der alkalischen Lyse in

Gegenwart des Detergenz SDS gewonnen.

Fur die Praparation von high copy Plasmiden wurden 2 ml bzw. fir BAC-Minis

2 x 2 ml einer Ubernachtkultur in 2 ml EppendorfgefaR iberfiihrt, 1 min bei

21



Material und Methoden

ca. 13.000 g in einer Tischzentrifuge abzentrifugiert, das Medium entfernt und das
Zellpellet in 300 ul Puffer S1 resuspendiert. Der Aufschluss der Bakterienmembran
erfolgte durch Zugabe von 300 pl Puffer S2. Anschlieend wurden die
Reaktionsgefasse vorsichtig geschwenkt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Zur Fallung von Proteinen und Zellwandbestandteilen wurden 300 pl des
eisgekuhlten S3-Puffers zum Ansatz dazu gegeben und dieser 10 min auf Eis

gestellt.

Durch die schnelle Neutralisierung des alkalischen Lysepuffers blieben die
Proteine denaturiert, wahrend Plasmide renaturierten. Die genomische DNS
aggregierte mit den Proteinen und Teilen der Lipidmembran und wurde
anschlieBend durch 15-minitige Zentrifugation bei ca. 13.000 g von der I6slichen
Fraktion getrennt. Der plasmidhaltige Uberstand wurde in ein frisches
1,5 ml-Reaktionsgefal3 tberfiihrt, das Pellet verworfen, mit 600 ul Isopropanol
versetzt und 30 min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Das Prazipitat wurde mit
1 ml 70-prozentigem Ethanol gewaschen, erneut 5 min bei ca. 13.000 g
zentrifugiert, das Pellet im Vakuum getrocknet und in 30 - 50 ul H,O
aufgenommen. Fur Restriktionsanalysen wurden zwischen 5 und 26 pl der DNS-

Praparation in 30 pl Ansatzen verdaut.

3.2.6 Praparation von Plasmid-DNS aus E.coli mittels kommerzieller
Kits

Fur Transformation, Transfektion und Sequenzierungen wurde ausschliel3lich
Saulen-gereinigte Plasmid-DNS verwendet. Fur die Aufreinigung von high copy
und low copy-Plasmiden wurden die Kits NucleoBond® Xtra Midi, NucleoBond®-AX
100 und NucleoBond®-AX 500 verwendet. Mit Ausnahme der BAC-Préparationen
erfolgte die Praparation nach Herstellervorgaben. Fir BACs wurden 200 ml einer
uber Nacht gewachsener Bakterienkulturen verwendet. Die Aufreinigung erfolgte
ausschlieRlich mit dem Kit NucleoBond®-AX 100 und das Herstellerprotokoll wurde
dahingehend modifiziert, dass von den Puffern S1, S2 und S3 12 ml anstelle der
empfohlenen 8 ml verwendet wurden. Alle anderen Schritte wurden unverandert

durchgefuhrt.
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3.2.7 Bestimmung der DNS-Konzentration mittels Nanodrop

Die Konzentration der DNS-L6sungen wurde mit einem Nanodrop-Photometer
bestimmt. Bei der Messung wurden 2 ul Probe eingesetzt und ein Absorbtions-
spektrum von 230 nm bis 300 nm aufgenommen. Durch die Bestimmung der
optischen Dichte bei den Absorbitonsmaxima von DNS (260 nm) und Proteinen
(280 nm) lassen sich die DNS-Konzentration (1 OD = 50 pg/ml) und der
Reinheitsgrad durch den Quotient OD,0/OD,gy berechnen (Sambrook & Russell,

2000). Fur reine DNS ist ein Quotient von 1,8 - 2,0 zu erwarten.

3.2.8 Isolierung von DNS aus tierischem Gewebe

Die Isolierung viraler und zellularer DNS aus Gewebe erfolgt unter Verwendung
des DNeasy Tissue Kits. Hierzu wurden 10 mg der Milz bzw. 25 mg Leber in ein
1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefald mit 150 pl ATL-Puffer gegeben. Mittels eines
passenden Homogenisators wurde das Gewebestick gequetscht, um die
anschlieBende Lyse zu erleichtern. Nach Zugabe von 20 ul Proteinase K
(20 mg/ml) erfolgte die Lyse bei 55 °C fur 3 h bzw. UGN in einem Eppendorf
Heizschuttler. Nach Zugabe von 20 pl RNase A (20 mg/ml) und einer Inkubation
von 5 min bei Raumtemperatur wurden 200 ul AL-Puffer zugegeben, die Proben
bis zur vollstédndigen Lyse gevortext und fur 10 min auf 70 °C erhitzt. Vor dem
Auftrag des Lysats auf die Séule wurden unlésliche Aggregate mit einer Pipette
abgezogen und die Probe mit 200 pl reinem Ethanol vermischt. Das Lysat wurde
auf die Saulen gegeben und bei ca. 8.000 g fur 1 min zentrifugiert. Anschliel3end
folgten zwei Waschschritte mit den Puffern AW1 (8.000 g, 1 min) und AW2
(13.000 g, 5 min). Die Elution erfolgte mit 200 ul auf 70 °C vorgewéarmten
AE-Puffer. Bis zur quantitativen Bestimmung des Virustiters wurden die Proben

bei -20 °C gelagert.

3.2.9 Isolierung von RNS aus Zellkultur und tierischem Gewebe

RNS wurde mittels des RNeasy-Kits nach Herstellerangaben isoliert. Fur die
Isolation aus Zellen wurden 1 x 10° Zellen in einer 6-Loch-Platte ausgesat und
gegebenenfalls infiziert. Zur Isolation wurden die Zellen mit Trypsin abgel6st,
gewaschen, in 600 pl RLT-Puffer aufgenommen und dadurch lysiert. Zur Isolation
von RNS aus Organmaterial wurden 10 mg (Milz) bis 20 mg (Leber) Gewebe

homogenisiert und ebenfalls RLT-Puffer aufgenommen.
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Das Lysat wurde zunéchst mit dem gleichen Volumen an 70 prozentigem Ethanol
versetzt, gut gemischt, auf die Saule aufgetragen und 1 min bei ca. 10.000 g
zentrifugiert. Vor dem Verdau von DNS-Kontaminationen wurde die an die Saule
gebundene RNS mit 350 ul RW1 gewaschen. Der DNase-Verdau erfolgte auf der
Saule mittels des im Kit enthaltenen RNase free DNAse Set. Dazu wurden je
Saule 10 ul geléste DNase mit 70 ul RDD gemischt, direkt auf die Filtermembran
gegeben und fur 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgten ein
Waschschritt mit 500 pl RW1-Puffer und zwei mit je 500 pul RPE-Puffer. Zur
Entfernung etwaiger Ethanol-Ruckstande wurden die Saulen vor der Elution durch
Zentrifugation (1 min, 10.000 g) getrocknet. Die Elution erfolgte zur Erhéhung der
Ausbeute, in auf 65°C vorgeheiztem H;Opcrcrade- Nach Bestimmung der
Konzentration mittels Nanodrop wurde die isolierte RNS wurde bei -80 °C

gelagert.

3.2.10 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR ist ein Verfahren zur exponentiellen in vitro Vermehrung definierter
Nukleotidsequenzen. Fur Klonierungen wurden die Primer mit passenden
Restriktionsschnittstellen versehen. Tabelle 16 zeigt das Standardpipettierschema

einer PCR, von dem nur in Einzelfallen abgewichen wurde.

Tabelle 16: Exemplarisches Pipettierschema einer PCR

Reagenz Konzentration Zugegebenes Enkonzentration
Volumen

Puffer [200 mM Tris-HCI (pH 8.4), 500 mM KCI] | 10x 2,00 pl 1x

MgCl, 50 mM 2,00 pl 5mM

dNTPs 10 mM 1,00 pl 0,5 mM

Sense Primer 10 uM 0,75 ul 0,375 uM

Antisense Primer 10 uM 0,75 pl 0,375 uM

Platinum TagPolymerase 5 U/l 0,20 pl 0,5 U/ul

Template-DNS 100 — 300 ng Xl

H20pcr-crRADE ad 20 pl

Die PCR-Reaktionen wurden in einem programmierbaren Thermocycler
durchgefuhrt. Tabelle 17 zeigt das allen Klonierungs- und Nachweis-PCRs

zugrunde liegende Temperaturprofil.

Tabelle 17: Temperaturprofil der Klonierungs- und Nachweis-PCRs

Temperatur Zeit Wiederholungen
95 °C 5 min

95 °C 20s

TM-5°C 30s 25-35

72°C 1 min/kBp

72°C 7 min

4°C ©
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3.2.11 Quickchange-PCR zum Einfligen von Punktmutationen

Zum Einfigen von Punktmutationen wurde eine Quickchange-PCR durchgefiihrt.
Dabei wurde mittig in zwei 30 - 40 Bp lange komplementare Oligonukleotide die
gewinschte Mutation eingefiigt und eine 10 - 20 Zyklen umfassende PCR mit der
proofreading-polymerase pfu durchgefihrt (Protokoll siehe Tabelle 18). Die
Template-DNS ohne Mutation war durch die Isolierung aus E.coli methyliert und
konnte durch einen Restriktionsverdau mit Dpnl aus dem Ansatz entfernt werden.
Zwischen 1 und 5 pl der nicht methylierten PCR-Produkte wurden, wie unter 3.2.2
beschrieben, transformiert und die DNS isoliert. Zur Bestatigung der Mutation
wurde die isolierte DNS sequenziert.

Tabelle 18: Temperaturprofil der Quickchange-PCR

Temperatur Zeit Wiederholungen

95 °C 5 min

95 °C 20s

TM-5°C 30s 10- 20

68 °C 1 min/kBp

68 °C 7 min

4°C i

3.2.12 Herstellung von cDNS durch reverse Transkription

Durch reverse Transkription wurde aus zuvor isolierter RNS eine komplementére
DNS (cDNS) gewonnen, die im Anschluss fir Klonierungen und Tagman-PCRs
verwendet wurde. Die Herstellung von cDNS wurde mittels RevertAid™ H Minus
M-MuLV Reverse Transcriptase durchgefiihrt. Die Synthese erfolgte nach
Herstellerangaben unter Verwendung von 100 bis 500 ng RNS in einem Drei-
Schritt-Protokoll in einem Gesamtvolumen von 20 pl. Das Pipettierschema und
das Reaktionsprotokoll sind in Tabelle 19 angegeben. Am Ende der Reaktion
erfolgte eine Hitzeinaktivierung der reversen Transkriptase (RT) fur 10 min bei
70 °C. Die synthetisierte cDNS wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C
gelagert. Zum Ausschluss von Kontaminationen wurde neben einer H,O-Kontrolle
von jeder RNS-Probe auch ein Reaktionsansatz angefertigt, bei dem keine RT

zugegeben wurde.

Tabelle 19: Pipettierschema und PCR-Protokoll einer reversen Transkription.

Reagenz Konzentration Endkonzentration Inkubation
100 - 500 ng RNS o .
Oligo dT (18mer) 0,5 pg/pl 25 ng/pl 70°C, 5 min
Reaktions-Puffer 5x 1x

dNTPs 10 mM each 1 mM each 37 °C, 5min
RiboLock™ RNase Inhibitor 40 U/ul 2 U/l

RevertAid™ RT 200 U/l 100 U/pl 42 °C, 60 min
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3.2.13 Sequenzierungs-PCR

Sequenzierungsreaktionen wurden mittels BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit durchgefuhrt, im hauseigenen Sequenzierlabor aufgereinigt und
ausgelesen. Die unterschiedlichen Reaktionsansétze zur Sequenzierung von
Plasmiden bzw. BAC- und Virion-DNS sind in Tabelle 20 angegeben. Das
Temperaturprofil war fur alle Anséatze identisch und ist in Tabelle 21 dargestellt.

Tabelle 20: Pipettierschema einer Sequenzierungs-PCR

Reagenz Plasmid BAC/Virion-DNS
DNS 100 ng 3 g

5x Puffer 15ul 3,0l

Primer (10uM) 0,5 pl 0,5 pl

BigDye 3.1 1,0l 2,0 pl

ad HZOPCR-GRADE 10 Hl 20 ul

Tabelle 21: Temperaturprofil einer Sequenzierungs-PCR

Temperatur Zeit Wiederholungen
95 °C 5 min

95°C 10s

TM-5°C 30s 35

60 °C 4 min

4°C w0

3.2.14 Bestimmung der Genomtermini

Zur Bestimmung der Genomtermini wurde aus infizierten Zellen das zirkulare
Virusgenom gewonnen. Hierzu wurden 1 x 10° REF in einer 175 cm?-Zellkultur-
flasche mit einer moi von 1 infiziert und nach 8 h geerntet. Die Zellen wurden bei
380 g fur 5 min pelletiert und 15 min bei Raumtemperatur in Zelllysispuffer lysiert.
Zur Fallung der chromosomalen DNS wurden 500 pl 5 M NaCl zugegeben, das
Lysat UN bei 4 °C inkubiert und am nachsten Morgen durch Zentrifugation (15 min,
4 °C, 13.000 g) vom US getrennt. Die extrachromosomale DNS wurde durch
Zugabe von 2 ml Isopropanol und Inkubation fir 2 h bei -20 °C préazipitiert und wie
oben zentrifugiert. Das gewonnene Pellet wurde in STE-Puffer unter Zugabe von
Proteinase K (50 pg/ml) aufgenommen und ftr 30 min bei 65 °C inkubiert. Nach
der Phenol/Chloroform-Extraktion wurde der wassrige US abgenommen und mit
dem 2,5-fachen Volumen an 96 % EtOH versetzt, 60 min bei -20 °C inkubiert, die
DNS durch Zentrifugation pelletiert und nach Trocknung in 20 pl TE-Puffer (inkl.
RNase 15 pg/ml) aufgenommen. Zur PCR-Amplifikation wurden 1 pg der isolierten
DNS mit den Primern RCMV-E terml und RCMV-E term2 (je 0,375 uM) unter
Verwendung der TaKaRa ExTagT Polymerase (5 U im Ansatz) und mit 0,4 nM
dNTPs eingesetzt. Das Protokoll ist Tabelle 22 zu entnehmen.
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Tabelle 22: PCR-Protokoll der Termini-PCR

Temperatur Zeit Wiederholungen
94 °C 5 min

98 °C 20s

50 °C 30s 15

68 °C 10 min

72°C 30 min

4°C ©

Das Amplifikat wurde in einem 0,8 % Agarose-Gel aufgetrennt und die DNS wie

unter 3.2.20 und 3.2.13 beschrieben kloniert und sequenziert.

3.2.15 Quantitative real-time PCR (qPCR)

Die gPCR ist ein hochsensitives Verfahren zu Quantifizierung von DNS- oder
RNS-Mengen in Loésungen. Fir die in dieser Arbeit etablierten gPCR wurden
ausschlie3lich Hydrolyse-Sonden eingesetzt. Am 5-Ende waren die Sonden mit
einem Reporterfarbstoff gekoppelt, dessen Fluoreszenz vom am 3-Ende
befindlichen Quencher absorbiert wurde. Wahrend der Reaktion wurde die Sonde
durch die Exonukleaseaktivitat der Tag-Polymerase hydrolysiert und die Reporter-
fluoreszenz nicht mehr vom Quencher absorbiert. Die Zunahme der Fluoreszenz
wurde nach jedem Reaktionszyklus gemessen. Als Messwert fur die weitere
Auswertung wurde der sogenannte Ct-Wert (cycle threshold) ermittelt. Dieser
entsprach dem Replikationszyklus, in welchem eine vorher festgelegte
Fluoreszenzintensitat Uberschritten wurde. Je niedriger der Ct-Wert, desto hoher
war der Gehalt des gesuchten Gens in der analysierten Probe. Anhand einer
zuvor etablierten Standardgeraden (siehe 3.2.16) mit definierten Kopienzahlen des
untersuchten Gens wurde dessen Gehalt in den Versuchsproben quantitativ
ermittelt. Das zellulare Protoonkogen c-myc diente als Referenzgen zur

Bestimmung der relativen Kopienzahl der untersuchten Gene (siehe 3.2.17).

Dieses Verfahren wurde zur Bestimmung des Expressionsprofils der endogenen
Rattengene celc2D5 und rClir-b, sowie des viralen RCTLs in vitro angewandt. Die
viralen Genomaquivalente in Organproben der infizierten Tiere wurden anhand
des viralen Glykoprotein B-Gens gB ermittelt. Die Zusammensetzung eines

Reaktionsansatzes ist Tabelle 23 zu entnehmen.
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Tabelle 23: Pipettierschema des Reaktionsansatzes je gPCR

Reagenz c (Stock) V in pl/Ansatz Endkonzentration
Puffer 10x 25 1x

MgCl 50 mM 2,0 4 mM

dNTP 10 mM (each) 1,0 0,4 mM (each)
Primer (sense) 10 mM 0,75 0,3mM

Primer (antisense) 10 mM 0,75 0,3mM

Sonde 10 mM 0,25 0,1 mM
PlatinumTagq 5 U/l 0,2 1 U/l
H>Opcr-crAE 12,55

Probe 5

Alle gPCRs wurden auf das identische Temperaturprofil (siehe Tabelle 24)
ausgerichtet, sodass die Detektion verschiedener Amplifikate in einem Lauf
erfolgen konnte. Die Fluoreszenzmessung fand jeweils wahrend des
Amplifikationsschrittes bei 60 °C statt.

Tabelle 24: Temperaturprofil der gPCRs

Temperatur Zeit Wiederholungen
95 °C 5 min

95 °C 15s

60 °C 30s 45

3.2.16 Erstellung der Standardgeraden fur qPCRs

Zur genauen Quantifizierung der Gene c-myc, RCTL, gB, clec2D5 und rCir-b
wurden plasmidbasierte Standardgeraden fiir den Konzentrationsbereich 1 x 10°
bis 1 x 10° hergestellt. Dazu wurden zunéchst die in der gPCR nachzuweisenden
Fragmente in einer Standard-PCR amplifiziert und wie unter 3.2.20 beschrieben in
den TOPO-TA Vektor kloniert und durch Sequenzierung verifiziert. Von diesen
Plasmiden wurden Mini- bzw. Midipreps wie unter 3.2.6 beschrieben prépariert
und die Ausbeute mittels Nanodrop bestimmt. Gemal der nachstehenden Formel

wurde das Gewicht eines Einzelplasmids bestimmit.

Plasmidgrofie [kBP] x 0,650 ug/pmol ¢
6,022 * 1023 mol~1 D

= m(Plasmid)[g]

Formel zur Berechnung des Plasmidgewichts. a Konstante fur das durchschnittiche Gewicht eines
doppelstrangigen DNS-Fragments von 1.000 BP. b Avogadrokonstante

Aus dem Einzelgewicht des Plasmides und der am Nanodrop ermittelten
Massenkonzentration (ng/ul) wurde die Stiickzahlkonzentration (Kopien/ul) der
jeweiligen Préaparation berechnet. So wurden zunachst Stammlésungen von
2 x 10™* Plasmiden/pl in TE-Puffer hergestellt und dann in 1 : 10-Verdiinnungen
bis 2 x 10’ hergestellt. Die Verdiinnungen firr die Standardgeraden wurden zum
Ausschluss von Kontaminationen in einer PCR-Mastermix Box unter Verwendung
von A-TE (TE-Puffer mit 1 ng A-DNS/ul) hergestellt.
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Um den Einfluss etwaiger Pipettierfehler zu reduzieren wurden fur je Ansatz 5 pl
der entsprechenden Verdinnungen zugegeben, d. h. zur Bestimmung des
Ct-Wertes der Konzentration von 1 x 10" wurden 5 ul der 1 x 10°%-Verdiinnung zum
Reaktionsansatz gegeben. Jede Standardgerade wurde in Triplikaten, basierend
auf  unabhangigen  Verdinnungsreihen gemessen, wobei fir jede

Verdunnungsstufe eine Doppelbestimmung durchgefihrt wurde.

3.2.17 Quantifizierung von Versuchsproben mittels gPCR
Fur die Expressionsanalysen wurde die RNS wie unter 3.2.12 beschrieben in
cDNS umgeschrieben. Die DNS-Préparationen aus den Organen wurden ohne

weitere Vorbehandlung verwendet.

Die quantitative Bestimmung erfolgte fur jedes untersuchte Gen in Duplikaten mit
je 5 pl cDNS bzw. DNS. Aus den gemessenen Ct-Werten wurde der Mittelwert
errechnet und anhand der Standardgeraden die tats&chliche Kopienzahl ermittelt.

Die relative Kopienzahl wurde nach folgender Formel ermittelt.

Kopienzahl des untersuchten Gens

= relative Kopi hl
Kopienzahl des Referenzgens c — myc recattve Roptenza

3.2.18 Restriktionsverdau von Plasmid-DNS

Restriktionsverdaue von Plasmid-DNS erfolgten stets nach Angaben der

Hersteller, wobei je pg DNS 1 U Enzym eingesetzt wurde. Waren Mehrfach-

verdaue noétig, wurde, falls mdglich, ein fir beide Enzyme geeigneter Puffer

verwendet, oder die DNS nochmals aufgereinigt und ein zweites Mal verdaut.

3.2.19 Dephosphorylierung von Plasmid-DNS und Ligation

Alkalische Phosphatase dient der Dephosphorylierung von Vektoren vor einer
Insertionsligation. Da die T4-DNS-Ligase nur 5'-Phosphat-Enden mit 3'-OH-Enden
verknupft, wird durch die Behandlung gespaltener Vektor-DNS mit alkalischer
Phosphatase eine Rezirkularisierung des Vektors bei der Ligationsreaktion

reduziert.

Nach 1 h Restriktionszeit wurden dem Ansatz 1 U Shrimp Alkalische Phosphatase
zupipettiert und weitere 30 min bei 37 °C inkubiert. Der Dephosphorylierungs-
ansatz wurde Uber ein Agarosegel aufgetrennt, gereinigt und fir die Ligation
verwendet. Der Standardligationsansatz mit einem Gesamtvolumen von 20 pl

enthielt 3 ul des gereinigten Vektors, 7 pl des Inserts, 5 U (1 pl) T4-DNA-Ligase,
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2 ul Ligationspuffers und 7 pl H,Opcr-crape. Die Ligation erfolgte entweder 1 h bei
Raumtemperatur oder Uber Nacht im schmelzenden Eisbad. Von diesem

Ligationsansatz wurden 1 pl - 10 pl in kompetente E.coli transformiert.

3.2.20 TOPO TA-Klonierung
Mittels des TOPO TA Cloning Kit wurden die Plasmide konstruiert, welche als

Grundlage zur Erstellung der Standardgeraden der gPCRs dienten. Nach PCR-
Amplifikation des in der gPCR nachzuweisenden Fragments mit einer
Tag-Polymerase wurde das Produkt vor der Ligation, wie unter 3.2.21 und 3.2.22
beschrieben, aufgereinigt. Der Ligationsansatz erfolgte nach Herstellerangaben
und ist in Tabelle 25 dargestellt.

Tabelle 25: TOPO TA Klonierungsansatz

Reagenz Volumen
PCR-Amplifikat 4,5 pl
Verdinnte Salzlésung 1ul
pCR2.1-TOPO-Vektor 0,5 pl

Nach einer Reaktionszeit von 30 min bei Raumtemperatur wurden 1 pl bzw. 5 pl
wie unter 3.2.3 beschrieben in E.coli DH10B transformiert. Die Plattierung erfolgte
auf LBamp-Platten inklusive IPTG (0,2 M) und X-Gal (40 pg/ml). Potentiell positive

Klone konnten mittels ,Blau-Weil3“-Screening identifiziert werden.

3.2.21 Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung linearisierter DNS-Fragmente (0,1 kBp bis 10 kBp) hinsichtlich
ihres Molekulargewichtes erfolgte in Agarosegelen bei konstanter Stromstarke und
einer Spannung zwischen 50 V und 150 V. Je nach Grol3e der zu trennenden
Fragmente wurden zwischen 0,5 % und 2 % Agarose in 1xTBE-Puffer durch
Aufkochen geldst und anschlieRend mit Gelred im Verhaltnis 1:25.000 versetzt.
Vor dem Auftragen auf das Gel wurde den DNS-Proben 6 x DNS-Ladepuffer
zugesetzt. Die Detektion der DNS erfolgte mit Hilfe eines UV-Durchlichtschirmes.
Restriktionsanalysen von BAC- oder Virion-DNS wurden auf 0,6 % TBE-Gelen

aufgetragen und liefen Gber Nacht bei 55 V.

3.2.22 Aufreinigung von DNS-Fragmenten
DNS-Fragmente aus der PCR oder anderen enzymatischen Reaktionen wurden
mit dem QIAquick® PCR Purification Kit oder gemaR den Angaben des Herstellers

aufgereinigt. DNS-Molekile mit Gro3en zwischen 100 Bp und 10 kBp wurden
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dadurch von Enzymen, Salzen, Oligo- und Einzelnukleotiden gereinigt und
konnten fur nachfolgende Ligationen oder Sequenzierungen verwendet werden.
Die Aufreinigung von DNS-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte mittels
QIAquick® Gel Extraction Kit oder Nucleospin Extract Il nach Herstellerangaben.

3.3 Zellbiologische Arbeitsmethoden

3.3.1 Zellkultivierung

Alle Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Sofern nicht anders
beschrieben, wurden Zellkulturflaschen mit Bodenflachen von 25 bis 175 cm?
verwendet. Bei Erreichen einer Konfluenz der Zellen von ca. 80 % wurden die
Zellen gesplittet. Hierzu wurde das Medium zunadchst abgesaugt und die Zellen
einmal mit PBS gewaschen. Je nach GroRe der Kulturflasche wurden 1 bis 5 ml
Trypsin zugegeben und die Flasche 5 bis 10 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach dem Ablésen der Zellen wurde das Trypsin durch Zugabe von FKS-haltigem
Medium inaktiviert und die Zellen bei 300 g fur 10 min zentrifugiert. Das Zellpellet

wurde in frischem Medium resuspendiert und neu ausgesat.

3.3.2 Archivierung von Zellen

Vor der Archivierung von Zellen Uber einen langeren Zeitraum wurden diese
mittels PCR auf eine Kontamination durch Mycoplasmen getestet. Im Falle eines
negativen Ergebnisses wurden die Zellen in 175 cm?®Zellkulturflaschen bis zu
einer Konfluenz von ca. 80 % angezichtet. Samtliche Flaschen wurden wie unter
3.3.1 beschrieben mit Trypsin behandelt und die Zellzahl bestimmt. Zur Langzeit-
archivierung wurden Aliquots von 5 x 10° Zellen in FKS inklusive 10 % DMSO fiir
24 h in einer mit Isopropanol gefiullten Kryobox bei -80 °C gelagert und
anschlieBend in flussigen Stickstoff Gberfuhrt. Das Auftauen der eingefrorenen
Zellen erfolgte in einem 37 °C warmen Wasserbad. Die Zellen wurden einmal mit

vorgewarmtem PBS gewaschen und dann im entsprechenden Medium ausgelegt.

3.3.3 CaHPO,-Transfektion
Adhéarente Zellen lassen sich effizient mit der CaHPO,-Prazipitations-Methode
(Graham et al., 1973) transfizieren. Hierbei wird ein CaHPO4-DNS-Prazipitat tber

Endozytose von der Zelle aufgenommen.

Je Kavitat wurden am Vortag 5 x 10° REFs in 3 ml DMEM-Medium 10 % FKS

ausgesat und ca. 24 h inkubiert, bis eine Konfluenz von 70 % bis 80 % erreicht
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war und das Medium durch DMEM 2 % ersetzt. Fir die Transfektion der Zellen
wurden 10 pg Nucleobond-gereinigter Plasmid- bzw. Virion-DNS mit 30 ul 2,5 M
CacCl; (sterilfiltriert) in einem Gesamtvolumen von 300 pl mit destilliertem Wasser
vereint und unter Vortexen tropfenweise zu 300 pl des 2 x HeBS-Puffer pipettiert.
Wahrend des 20-mindtigen Inkubationsschrittes bei Raumtemperatur bildete sich
das Prazipitat aus, welches auf die REFs gegeben wurde. Anschliel3end wurden

die Zellen fur mindestens 24 h im Brutschrank kultiviert.

3.3.4 Transfektion mittels PolyFect

Zur Transfektion von REFs mittels PolyFect wurden am Vortag in einer
6-Loch-Platte 0,8 x 10° REFs je Kavitat in DMEM 10 % ausgelegt. 2 pg der zu
transfizierenden DNS wurden mit DMEM ohne FKS auf 100 ul aufgefillt und durch
vortexen 10 s mit 20 ul PolyFect gemischt. Wahrend der darauffolgenden
10-minutigen Inkubation wurde das Medium der Zellen abgenommen und durch
1,5 ml DMEM 2 % ersetzt. Vor der Applikation des Transfektionsgemischs wurden
zu jedem Ansatz 600 pul DMEM 2 % zugegeben. Nach 24 h wurde ein
Mediumswechsel durchgefiihrt. Alle Ansatze wurden als Doppelanséatze mit einer
Negativkontrolle ohne DNS und dem Plasmid pEGFP-N1 als Transfektions-
kontrolle durchgefihrt.

3.3.5 Anzucht von Viren
Zur Vermeidung einer sukzessiven Attenuierung des RCMV-E wt durch
wiederholte Passagierung in Zellkultur wurden Virusstocks stets aus demselben

Ausgangsstock angeimpft.

Zunachst wurden in zehn 175 cm?®Zellkulturflaschen je 1 x 10° REFs in DMEM
10 % ausgelegt. Nach 24 h wurde das Medium durch 10 ml DMEM 2 % ersetzt
und die Zellen mit einer moi von 0,05 - 0,1 infiziert. Im Verlauf der ersten 60 min
der Infektion wurden die Flaschen regelméaf3ig geschwenkt, um eine gleichmaRige
Verteilung der Viren zu erreichen. Anschlieend wurden weitere 15 ml Medium
zugegeben. Nach 4 d bis 5 d waren samtliche Zellen in den Ansatzen meist
vollstandig infiziert. Die noch adharenten Zellen wurden abgeschabt und
zusammen mit den Uberstanden (US) in zwei 250 ml Zentrifugenbecher gegeben
und bei 6.000 g und 4 °C fiur 20 min zentrifugiert. Die US wurden in neue
Zentrifugenbecher Uberfihrt und auf Eis gelagert. Die Zellen hingegen wurden
zunachst in 5 ml des US resuspendiert und schlieRlich in auf -20 °C vorgekiihlten
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Homogenisatoren aufgeschlossen. Die dabei entstandenen Zelltrimmer wurden
bei 17.000 g und 4 °C fiir 20 min abzentrifugiert und die US mit denen aus der
ersten Zentrifugation vereinigt. Die Pelletierung der Viruspartikel erfolgte bei
27.000 g, 4 °C fur 3 h. Der US wurde bis auf 5 ml abgenommen und die Pellets (N
zum Quellen auf Eis gelagert. Vor der Ultrazentrifugation wurden die Pellets in 5
ml US aufgenommen und in auf -20 °C vorgekiihiten Homogenisatoren
resuspendiert. Die Ultrazentrifugation erfolgte in SW32Ti-Rotoren in einer
Ultrazentrifuge vom Typ Optima L-100K bei 30.000 rpm (ca. 140.000 g) fur 3 h bei
4 °C. Hierzu wurden in Polyallomerréhrchen 32 ml VSB-Sucrose vorgelegt und
diese mit den 5 ml Virustberstand uberschichtet. Die erhaltenen Viruspellets
wurden je nach GréRe in 2 - 4 ml VSB aufgenommen und in 50 pl Aliquots bei -
80 °C gelagert. Zum Ausschluss einer bakteriellen Kontamination wurde ein
Aliquot in 5 ml LBo-Medium angeimpft und GN bei 37 °C bebrutet.

3.3.6 Rekonstitution von Viren aus BACs

Zur Anzucht von Viren aus BAC-DNS wurden zunachst REFs mit 2 ug Saulen-
gereinigter BAC-DNS wie unter 3.3.4 beschrieben transfiziert. Bei Erreichen einer
Konfluenz von 100 % wurden die Zellen trypsiniert und zunachst auf 10 cm und
spater auf 15 cm Petrischalen umgesetzt. Nach Expansion der Zellen auf drei
15 cm Schalen waren samtliche Zellen infiziert und der US wurde abgenommen.
Durch Zentrifugation bei 6.000 g fur 20 min wurde der virushaltige US von den
Zellen getrennt und als Ausgangsstock fir die Anzucht weiterer Virusanzuchten

wie unter 3.3.5 beschrieben verwendet.

3.3.7 Titration von Virusstocks

Die Titration der Virusstocks erfolgte mittels Plaque-Assay. Um Abweichungen
durch fehlerhafte Verdinnungsreihen auszuschlieRen, wurde jeder Virusstock
zweimal mit unabhangigen Verdinnungsreihen titriert. Je Plaque-Assay wurde
eine 24-Loch Platte mit 4x10° REFs je Kavitat in DMEM 10 % ausgelegt und fiir
24h bebriitet. Je Platte wurde wie folgt eine Verdiinnungsreihe von 10 bis 10®
angefertigt. Ein Aliquot des Virusstocks wurde schonend auf Eis aufgetaut und
1:10 in einem Gesamtvolumen von 400 pl mit DMEM 2 % verdinnt. Durch
sequenzielle 1:10 Verdinnungen wurden aus der ersten Losung je 1 ml der
Verdiinnungsstufen 10 bis 10® hergestellt. Zur Titration wurde das Medium aus
den Kavitaten der 24-Loch-Platte abgesaugt und 200 pl der Verdiunnungen
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10 bis 10® in vier horizontal angeordneten Wiederholungen aufgetragen. Nach
1 h Bebritung bei 37 °C wurde 1 ml Methylcellulosemedium zugegeben. Die hohe
Viskositat dieses Mediums verhinderte die freie Diffusion der Viren in den
Ansatzen, sodass die freigesetzten Viren nur benachbarte Zellen infizieren
kénnen. Jedes eingangs vorhandene infektibse Viruspartikel resultierte in der
Ausbildung eines einzelnen Plaques. Nach Inkubation fur 7 d wurde das
Methylcellulosemedium ausgeklopft und die Kavitaten zweimal mit PBS + 1 %
PFA gewaschen und fixiert. Die Farbung erfolgte mit 1 ml 0,04 % Methylenblau-
farbelosung fir 1 h bei 37 °C. Die gefarbten Platten wurden UGN bei Raum-
temperatur getrocknet und am nachsten Tag die Anzahl der Plaques gezahlt. Die

Berechnung der Titer erfolgte mit folgender Formel:

Gezihlten Plaques aller Wiederholungen (pfu) « 1000 ul % Geziihlte Verdii cufo=Tit pfu /
Anzahl der Wiederholungen 200 ul ezanite veraunnungsstute=titer ml/

3.3.8 Entfernung der BAC-Kassette mittels Cre-Recombinase

Zur Entfernung der BAC-Kassette aus der Virus-DNS wurde eine wie unter 3.3.4
beschriebene Transfektion mit PolyFect durchgefihrt. Allerdings wurden 1,5 ug
BAC-DNS und 0,5 pug des Plasmids pBRepCre gemischt und zur Transfektion
eingesetzt. Das dabei resultierende Gemisch aus BAC-Viren und CRE-Viren
konnte jedoch nicht zur direkten Anzucht verwendet werden. Zur Isolierung eines
BAC-freien Virusklons wurde eine Verdunnungsreihe zur Virusvereinzelung
angefertigt. Hierzu wurde 1 ml Uberstand in den Stufen 1x 10" bis 1 x 107
verdiinnt und REFs mit den Verdiinnungsstufen 10 bis 10~ im 96-Loch Format
infiziert. Durch tagliche mikroskopische Kontrolle aller Ansétze wurden die
Kavitdten mit nur einem einzelnen farblosen Plaque identifiziert. Diese
Aufreinigung wurde ein weiteres Mal fur zwei der ,Einzelplaque®-Ansétze
wiederholt. Dieser zweite Schritt diente dazu, eine Kontamination durch ein sehr
langsam wachsendes BAC-Virus auszuschlielBen. Die doppelt aufgereinigten
Viren wurden anschlieBend bis zu drei 175 cm? Zellkulturflaschen expandiert und

der US wie unter 3.3.5 beschrieben als Ausgangsstocks gewonnen.

3.3.9 Untersuchung der Replikationsfahigkeit von Viren durch Wachs-
tumskurven

Zur Bestimmung der Replikationsfahigkeit wurden von jedem Virus je eine
Wachstumskurve mit niedriger Infektionsdosis (moi=0,01) und hoher Infektions-

dosis (moi=3) angefertigt. Alle Wachstumskurven wurden zeitgleich und in
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Dreifachansatzen erhoben. Es wurden je drei BAC- und CRE-Viren mit dem
RCMV-E wt verglichen. Die Mel3zeitpunkte fur die jeweiligen Kurven sind Tabelle

26 zu entnehmen.

Tabelle 26: Ubersicht der MeRzeitpunkte der Wachstumskurven

moi=0,01 moi=3
4h 4h
24 h 24 h
48 h 36 h
72 h 48 h
96 h 72 h
120 h

168 h

Am Vortag der Infektion wurden je Virus drei Kavitaten einer 6-Loch Platte mit je
1,2 x 10° REFs in DMEM 2 % FKS ausgesat. Am Tag der Infektion wurde das
Medium abgesaugt und die Zellen mit den errechneten Virusmengen in 1 mi
DMEM 2 % FKS fir 1 h infiziert. Im Anschluss wurde das Infektionsmedium wieder
abgenommen und alle Ansatze dreimal mit 3 ml PBS gewaschen und je Ansatz
3ml DMEM 2 % FKS zugegeben. Zu den Zeitpunkten 4 h (moi=0,01), 24 h
(moi=0,01) und 4 h (moi=3) wurden aufgrund der erwarteten sehr niedrigen Titer je
Ansatz 2 x je 1 ml US abgenommen. Fir alle weiteren Messpunkte wurden je
Ansatz 2 x 0,5 ml entnommen. Das abgenommene Volumen wurde durch frisches
Medium ersetzt und die US bis zur Titration bei -20 °C gelagert. Die
Infektionsdosis wurde durch Rucktitration der Ausgangsverdinnung bestatigt. Als
Vitalitatskontrolle wurde wahrend der gesamten Wachstumskurve ein Ansatz mit

nicht infizierten Zellen mitgefahrt.

3.3.10 Isolierung von Virion-DNS

Zur Isolierung von der DNS aus den Viruspartikeln wurden drei 175 cm?-Zellkultur-
flaschen bei einer Konfluenz von ca. 80 % (ca. 1,5 bis 1,8 x 10’ Zellen) mit einer
moi von 1 infiziert. Nach 3 bis 4 Tagen, nach vollstandiger Auspragung des
cytopathischen Effekts (CPE), wurden der Uberstand und die Zellen geerntet.
Dazu wurden die Flaschen liegend fir mindestens 1 h bis 2 h bei -80 °C
eingefroren. Nach dem Auftauen wurde der Inhalt aller drei Flaschen vereinigt und
bei 9.200 g fir 10 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde verworfen und der US bei
23.000 g fur 90 min erneut zentrifugiert. Das virionenhaltige Pellet wurde in 10 ml
ddH,0 inkl. 0,2 % FKS aufgenommen, mit je 100 pl DNase (100 pg/ml) und
RNase (100 pg/ml) versetzt und 15 min bei 37 °C inkubiert. Dieser Schritt diente
dem Verdau zellularer DNS und RNS, wahrend die virale DNS durch das Kapsid
geschuitzt blieb. Nach Zentrifugation der Viruspartikel bei 30.000 g fur 90 min
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wurde das Viruspellet zunachst in 2,7 ml TE9 aufgenommen und zum Aufschluss
der Kapside mit 300 ul Proteinase K (0,8 mg/ml) in 10 % SDS versetzt und UN bei
37 °C und 200 rpm geschuttelt. Am néchsten Tag wurden 3 ml PC9 zugegeben,
die wassrige und die organische Phase durch vortexen gemischt und in Phase-
Lock Tubes Heavy Uberflihrt. Diese enthielten ein Gel, welches sich wahrend der
Phasentrennung durch Zentrifugation fir 5 min bei 3.000 g zwischen die
Phenol/Chloroform-haltige organische Phase und die DNS-haltige wéassrige Phase
lagerte. Dadurch wurden die in Folgeanwendungen stérenden organischen
Ruckstande reduziert. Das Volumen der abgenommenen wéassrigen Phase wurde
bestimmt und zur Fallung der DNS mit 0,1 Volumen an 3 M Natriumacetat und 2,5
Volumen auf -20°C vorgekihltem 96 % Ethanol gemischt. Das durch
Zentrifugation bei 15.000g und 4 °C fir 30 min gewonnene DNS-Pellet wurde in
150 ul H2Opcr-crape aufgenommen und die Konzentration wie unter 3.2.7

beschrieben bestimmt.

3.4 Tierexperimentelle Methoden

Samtliche tierexperimentellen Arbeiten wurden im hauseigenen Tierstall
durchgefuhrt. Die Pflege und Haltung der Tiere wurde von ausgebildetem
Personal ibernommen. Die Tiere wurden in einem 12-Stunden-Tag/Nachtwechsel
gehalten. Um eine stressbedingte Beeinflussung der Versuchsergebnisse zu
verhindern, wurde vor Beginn der Versuche eine ,Ruhewoche” eingehalten, in der

sich die Tiere an die Umgebungsveranderung gewdhnen konnten.

3.4.1 Gruppeneinteilung der Versuchstiere

Fur die Studien zur Funktionalitdt des RCTLs in vivo wurden Tiere der Ratten-
stamme WAG und SD verwendet. Zur Untersuchung wurden folgende Viren
verwendet: RCMV-E Wildtypvirus (RCMV-E wt), RCTL-Deletionsvirus (RCMV-E
ARCTL) und RCTL-Revertante (RCMV-E REV). Je Virus wurden zwei
Untergruppen gebildet, von denen eine am Tag vor der Infektion mit NK-Zell-
depletierenden Antikérpern behandelt wurde, wéahrend die zweite Gruppe vor der
Infektion keine Injektion erhielt. Als Kontrolle (mock) diente je Rattenstamm eine
Gruppe von Tieren die weder Antikdrper noch Virus erhielten (siehe Tabelle 27).
Jede Untersuchungsgruppe, bestehend aus funf Tieren, wurde wahrend der

gesamten Versuchsdauer gemeinsam in einem Kafig gehalten.
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Tabelle 27: Einteilung der Tiere in Versuchsgruppen

Gruppe Ratten- Virus NK-Zell- Gruppe Ratten- Virus NK-Zell-
stamm Depletion stamm Depletion

1 WAG RCMV-E wt - 8 SD RCMV-E wt -

2 WAG RCMV-E ARCTL - 9 SD RCMV-E ARCTL

3 WAG RCMV-E REV - 10 SD RCMV-E REV -

4 WAG RCMV-E wt Ja 11 SD RCMV-E wt Ja

5 WAG RCMV-E ARCTL Ja 12 SD RCMV-E ARCTL Ja

6 WAG RCMV-E REV Ja 13 SD RCMV-E REV Ja

7 WAG mock - 14 SD mock -

3.4.2 Antikorperapplikation und Infektion der Tiere

Einen Tag vor der Infektion wurden den Tieren 500 pl einer Antikérpermischung
aus Anti Asialo GM1 (genaue Konzentration vom Hersteller nicht mitgeteilt) und
3.2.3 (500 pg/ml), verdunnt in HyOinjew: in die Schwanzvene injiziert. Zur Infektion
wurden je Tier 1 x 10’ Viren in 1 ml PBS verdiinnt und intraperitoneal injiziert.
Wahrend der weiteren Studie wurden weder die Haltungsbedingungen noch die

Gruppenzusammenstellung veréandert.

3.4.3 Toétung und Organentnahme

Am dritten Tag nach der Infektion wurden die Tiere durch eine Iletale
Inhalationsnarkose mit Isofluran getotet. Anschliel3end wurden sowohl die Milz als
auch die Leber entnommen. Fur die DNS-Praparation wurden von jedem Organ
20 mg direkt in den Lysispuffer des DNeasy® Blood and Tissue Kits gegeben. Der
Rest der Milz und 1 g Leber wurden auf Eis gelagert und direkt im Anschluss die
Viruslast durch Titration bestimmt.

3.4.4 Herstellung von Organhomogenisaten und Titration der Organe

Vor der Titration wurden die Milz- und Leberproben jeweils mit 1 ml DMEM 2 %
FKS mittels eines Spritzenstempels durch ein 70 um Nylonsieb gerieben, um
Bindegewebe zu entfernen. Die so erhaltenen Homogenisate wurden zum
Zellaufschluss in 5 ml Organhomogenisatoren weiter verarbeitet und wie unter

3.3.7 beschrieben in den Verdinnungsstufen 10 bis 10° auf REF-Zellen titriert.

3.5 Computergestitzte Methoden zur Sequenzanalyse

Fur die Annotation der offenen Leserahmen (ORF) im RCMV-E Genom wurden
die Progammpakete Lasergene 8 und Geneious 5.4 verwendet. Die
phylogenetischen Berechnungen wurden mit dem freiverfigbaren Programm
MEGADS durchgefuhrt (Tamura et al., 2011).
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3.5.1 Identifizierung und Nomenklatur der offenen Leserahmen (ORF)
im RCMV-England Genom

In der automatisierten Suche nach potenziellen Leserahmen wurden nur solche
zugelassen, die mit einem ATG als Startcodon begannen, fur mindestens 100
Aminosauren kodierten und mit keinem benachbarten ORF zu mehr als 60 %
uberlappten. Die Nukleotidsequenzen wurden mittels der nicht-redundanten NCBI-
Blast-Datenbank und des Analyse-Algorithmus Blastx auf mdgliche Homologe
untersucht. BlastX translatiert sowohl die Leserahmen der eingegebenen als auch
des komplementaren Strangs und sucht in der Protein-Datenbank nach
homologen Proteinen. Als Einschlusskriterium wurde dabei ein pradiktiver Wert
(e-value) von <0,001 angelegt. Ubereinstimmungen mit einer e-value >0,001
wurden als Zufallstreffer gewertet und die ORFs zunachst nicht im Genom
annotiert. Die identifizierten Leserahmen wurden durch jene ORFs erganzt, die fur
das RCMV-E bereits publiziert oder in der Arbeitsgruppe durch Transkriptions-
analysen identifiziert wurden. Die Benennung der ORFs erfolgte nach den
ublichen Standards und orientierte sich am MCMV bzw. RCMV-M Genom
(Rawlinson et al.,1996; Vink et al., 2000). Samtlichen ORFs wurde das Prafix ,E*,
fur RCMV-E, vorangestellt. Leserahmen, zu denen Homologe bei HCMV
existieren, wurden mit GroRRbuchstaben (z. B. E23) und jene ohne solche
Homologe mit Kleinbuchstaben (z. B. e20) gekennzeichnet. Die Nummerierung
wurde analog zu den Homologen in MCMV und RCMV-M vorgenommen. In
einigen Fallen (el52, el153 und el55) wurde bei verschiedenen ORFs in der
BlastP-Analyse dasselbe Homolog gefunden. In diesen Fallen wurde der
Leserahmen mit dem niedrigsten pradiktiven Wert (e-value) nach obigen Kriterien
benannt. Die restlichen ORFs wurden mit Unternummern (z. B. 152.1, e152.2)
versehen. Fir die bereits publizierten ORFs wurde die bereits publizierte

Nomenklatur tbernommen.

Exons gespleidter Proteine, die bei diesem Verfahren nicht identifiziert werden
konnten, wurden durch manuelle Vergleiche mit ihren Homologen im RCMV-M
und verschiedenen Isolaten des murinen CMV ermittelt. Die zwischen den
identifizierten ORF liegenden Genomabschnitte wurden auf Leserahmen
untersucht, die Uber ein ATG verfigen und flir mindestens 20 Aminoséauren
kodieren, wurden in einer zweiten Analyse und unter Verwendung derselben

AusschluRkriterien annotiert.
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Um der Mdoglichkeit Rechnung zu tragen, dass im RCMV-E Genom bislang
unbekannte Proteine kodiert sind, wurden Leserahmen, die in der ersten Analyse
(100 AS, <60 % Uberlappung) aufgrund fehlender Homologe ausgeschlossen
wurden, als putative Proteine unter der Bezeichnung ORF in die Annotation

aufgenommen und fortlaufend nummeriert.

Repetitive Sequenzelemente wurden unter Verwendung des Phobos-Plugins von
Geneious ermittelt. Dabei wurden repetitive Nukleinsédurefolgen von mindestens
10 Basen zugelassen, die in der Summe der Wiederholungen eine Minimalgro3e

von 30 Nukleotiden aufwiesen.

3.5.2 Phylogenetische Analysen

Als Grundlage fur die phylogenetische Eingruppierung des RCMV-E wurden die
Sequenzen der konservierten Proteine DNS-Polymerase, Glykoprotein B,
Terminaseuntereinheit, single strand binding protein, major capsid protein,
Terminase und DNS-Helicase ausgewahlt und sowohl Einzelstammbaume als
auch ein Gesamtstammbaum erstellt. Fir Letzteren wurden die Sequenzen der
Einzelproteine zu einem artifiziellen Fusionsprotein zusammengeflgt und den

gleichen Berechnungsmodellen unterzogen.

Die Sequenzvergleiche wurden unter Verwendung des Programms Geneious mit
dem ClustalW-Algorithmus und der BLOSUM-Substitionsmatrix erstellt. Anhand
dieser Sequenzvergleiche wurden mittels der Software MEGAS5 maximum
likelihood-Stammbéume basierend auf dem Jones-Taylor-Thornton-Modell (JTT)
erstellt. Als Zusatzparameter dienten die H&aufigkeit der Aminosduren in der
Sequenz (+F), die Annahme der gleichen Mutationshaufigkeit in jeder Sequenz
(+G) und eine geschatzte Anzahl invarianter Aminosauren (+1). Lucken in den
Sequenzvergleichen wurden von der Analyse ausgeschlossen und zur
statistischen Absicherung bei vertretbarem Rechenaufwand eine Bootstrap-

Analyse mit 1.000 Wiederholungen angeschlossen.

Die Bezeichnungen der Proteine nebst der dazugehorigen Datenbankeintrage
(Acc.-No.) der in die Analyse einbezogenen Viren sind der nachgestellten Tabelle
28 zu entnehmen. Sind keine Acc.-No unter den Bezeichnungen angegeben,
waren diese nicht in GenBank hinterlegt und wurden aus der

Virusreferenzsequenz ermittelt.
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Tabelle 28: Zusammenstellung der fur die phylogenetische Eingruppierung verwendeten Viren und
Proteine inklusive der GenBank Acc.-No.

Virus DNS- Glykoprotein | Terminase Single Major capsid | Terminase DNS-Helicase
Polymerase B Untereinheit | strand DNS protein
binding
protein

RCMV-E E54 E55 E56 E57 e86 E89 el05
RCMV-M R54 R55 R56 R57 R86 R89 R105
AF232689 AAF99153 AAC56432 AAC56431 AAC56430 AAF99174 Ex1: AAF99194

AAF99183

Ex2:

AAF99177
MCMV Smith M54* M55 M56 M57* M86 M89 Ex1 M105
NC_004065 AAA45940 YP_214067 YP_214068 CAA47414 YP_214090 YP_214105
MCMV (G4) M54 M55 M56 M57 M86 M89 M105
EU579859 ACE95241 ACE95242 ACE95243 ACE95244 ACE95263 ACE95266 ACE95281
MCMV M54 M55 M56 M57 M86 M89 M105
(WP15B) ACE95404 ACE95405 ACE95406 ACE95407 ACE95427 ACE95430 ACE95445
EU579860
MCMV (K181) M54 M55 M56 M57 M86 M89 M105
AM886412 CAP08103 CAP08104 CAP08105 CAP08106 CAP08126 Ex1: CAP08143

AM237572

Ex2:

CAJ87074
MCMV (C4A) M54 M55 M56 M57 M86 M89 M105
EU579861 ACE95568 ACE95569 ACE95570 ACE95571 ACE95591 ACE95594 ACE95609
GPCMV GP54 GP55 GP56 GP57 GP86 GP89 GP105
FJ355434 AAA43831 AAA43832 ACJ35835 ACJ35836 ACJ35854 ACJ35861 ACJ35870
HCMV AD169 HCMVUL54 HCMVUL55 HCMVUL56 HCMVUL57 HCMVUL86 HCMVUL89 HCMVUL105
X17403 CAA35413 CAA35414 CAA35371 CAA35372 CAA35360 CAA35363 CAA35340
HCMV Merlin UL54 UL55 UL56 UL57 UL86 uL89 UL105
AY446894 AAR31619 AAR31620 AAR31621 AAR31622 AAR31638 AAR31641 AAR31655
CCMV uUL54 UL55 UL56 UL57 uL86 uL89 L105
AF480884 AAM00704 AAMO00705 AAMO00706 AAMO00707 AAMO00725 AAMO00728 AAMO00742
RhCMV rh87 rh89 rhol rh92 rh118 Rh UL89 rh142
AY186194 AAP50613 AAP50615 AAP50617 AAP50618 AAP50644 AAZ80628 AAP50666
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/9800279
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1255113
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1255112
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1255111
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/9800300
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/9800303
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/9800320
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/330518
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/61660176
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/61660177
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/60535
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/61660214
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/190886676
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/190886677
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/190886678
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/190886679
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/190886698
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/190886701
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/190886716
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/190886840
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/190886841
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/190886842
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/190886843
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/190886863
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/190886881
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/157676161
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/157676162
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/157676163
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/157676164
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/157676184
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/157676201
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/190887005
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/190887006
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/190887007
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/190887008
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/190887028
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/190887046
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/212989346
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/212989352
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/212598207
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/212598208
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/212598226
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/212598242
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1780832
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1780833
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1780834
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1780835
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1780864
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1813970
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1780883
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/39842075
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/39842076
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/39842077
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/39842078
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/39842094
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/39842097
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/39842111
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/19881084
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/19881085
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/19881086
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/19881087
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/19881105
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/19881108
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/19881122
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=nucleotide&dopt=GenBank&list_uids=31377878
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/31377963
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/31377965
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/31377967
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/31377968
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/31377994
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/31378016

Ergebnisse

4 Ergebnisse

4.1 Untersuchung zur Genomstruktur des RCMV-England

Bis heute sind bereits verschiedene CMV-Isolate aus Rattus norvegicus und
Rattus rattus isoliert worden (Bruggeman et al., 1982; Priscott & Tyrrell, 1982;
Smith et al., 2004). Die beiden am besten untersuchten RCMVs sind die 1982 in
Maastricht und England gewonnenen Isolate RCMV-M (Bruggeman et al., 1982)
und RCMV-E (Priscott & Tyrrell, 1982). RCMV-M wurde 2000 vollstandig
sequenziert und als Murid Herpesvirus 2 im Genus Muromegalovirus klassifiziert
(Bruggeman et al., 1982; Vink et al., 2000). RCMV-E wurde bislang nur in Teilen
sequenziert und publiziert. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Sequenz des
RCMV-E Gesamtgenoms untersucht und mit den Genomen von MCMV (Smith)
und RCMV-M verglichen.

Das RCMV-E Genom hat eine Gesamtlange von 202.953 Basenpaaren und ist
somit ca. 3 kBp kleiner, als durch Restriktionsanalysen angenommen wurde
(Burns et al., 1988). Vergleichbare CMV-Genome wie die von MCMV, RCMV-M
und HCMV sind ca. 30 kBp gréRer. Der G+C-Gehalt von 40,3 % ist deutlich
niedriger als bei anderen CMVs, bei denen er zwischen 54,9 % (GPCMV) und
68,2 % (RCMV-M) liegt. An den Enden des Genoms steigt der G+C-Gehalt
deutlich auf 50 % bis 60 % an (siehe Abbildung 4). Ein Abschnitt reduzierten G+C-
Gehalts, wie er fur MCMV beschrieben ist, wurde nicht gefunden (Rawlinson et al.,
1996). Anhand der Sequenzinformation und der genauen Bestimmung der
Genomenden (Daten nicht gezeigt) wurde die publizierte Restriktionskarte (Burns
et al., 1988) aktualisiert. Durch diese Aktualisierung wurde das zuvor nicht
bekannte Hindlll Fragment Z mit 151 Bp am Ende des Genoms erganzt (siehe
Abbildung 4) und die vorgeschlagene Orientierung des Genoms wurde invertiert,
sodass die Anordnung der offenen Leserahmen (ORF) mit der Anordnung bereits

publizierter CMV-Genome ubereinstimmt.
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Abbildung 4: G+C-Gehalt und Hindlll-Restriktionskarte des gesamten RCMV-E Genoms

Der lokale G+C-Gehalt wurde anhand von Fragmenten mit einer Ladnge von 100 Bp mit dem Programm
Geneious ermittelt und als Diagramm ausgegeben. Die Skalierung oberhalb des Graphen ist in 2.000 Bp Hilfs-
und 10.000 Bp Hauptintervalle unterteilt. Darunter befindet sich die Hindlll-Restriktionskarte in Anlehnung an
Burns et al. (W H Burns et al., 1988).

RCMV-E verfugt Uber sieben interne direkte Sequenzwiederholungen (direct
repeats) DR1 bis DR7 und eine gegenlaufige Sequenzwiederholung (inverted
repeat) IR1 (siehe Tabelle 29), jedoch konnten keine Sequenzwiederholungen an
den Genomenden (terminal repeats) wie bei MCMV und RCMV-M gefunden
werden. Mit Ausnahme von DR7 gruppieren sich diese repetitiven Elemente in den
intergenischen Abschnitten zwischen 72,5 kBp und 75,0 kBp bzw. 133,0 kBp und
134,0 kBp. DR7 ist am Ende des Genoms im Bereich zwischen 199.549 und
199.598 lokalisiert (siehe Tabelle 29).
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Tabelle 29: Zusammenstellung der repetitiven Elemente

Die unterstrichenen Basen bei DR3 sind zu Beginn und am Ende des Elements identisch und tberlappen.

Name | Typ Sequenz Lange/Bp Position Wieder-
Start..Ende holungen
DR1 Direct AAGCACGATGAAACGACAAACCCCGTGAGAAAATGCT | 541 72.608..73.689 2

repeat AGGTATAACGAAACAAACCCATTAAATGCATTCATACA
TGTCGCTTTATTCTCCGATCATCACATACACCTGTCGC
CTACCAATCCGAGGTTTGGAACACCGTTTCGTATACC
GTGCCGATTTACGTTTGCCGGTGTACGGTGTTTTCGT
TAATAACCCACATTTCACCGCTATCCTATCGATGATCC
CAACGAACGGTCTTCGAGACCGGTTTAGCTACACGCC
CCGCCTCCCCACAAACGACAGCTTATTGGTCGTTATG
GGGGTCAACACCTGTCAATCATGCCTGGGTCCGAATG
TGTCAACAAAGCAATAAGGTAGATACAAATCACGTGAT
GTGTAAAAGTTTGAATCTCCCGCGTGGCAGAGCAACG
CAATGAGGGCGGTGGCATAAGGCGGGTGCATTGTGA
TGTGGGCGTGGATGTGGGAGGGGCGGGGAGGGCTG
CACGTGGGCGCGCATATGGGCGGGACGTGCGCGTG
CACAAAAGGGTCGCGCGCGTGTGC

DR2 Direct CTCGGCTCCCCCGGCTC 17 74.189..74.528 20
repeat

DR3 Direct TCCCCCGGCCCTTTCCCGGCCCCTCGGITCCCCCGG 32 74.535..74598 2
repeat

DR4 Direct CCCGGTCCCTTT 12 74.793..75.033 20
repeat

DR5 Direct GTTCCCCGGTCCC 13 75.062..75.100 3
repeat

DR6 Direct CGGTCTCCGTCTCGGAG 17 133.259..133.360 | 6
repeat

IR1 Inverted | TTTTTTCGTCGACACAT 17 133.809..133825 2
repeat 133.851..133835

DR7 Direct CAAAAATACA 10 199.549..199598 5

repeat

4.1.1 Datenbankgestutzte Identifizierung der offenen Leserahmen im
RCMV-E Genom

Wie unter 3.5.1 beschrieben, wurde die Bestimmung der offenen Leserahmen in
verschiedenen Schritten durchgefiihrt. In der ersten Analyse wurden lediglich
ORFs annotiert, die Uber ein ATG als Start-Codon verfugten, eine minimale Lange
von 300 Nukleotiden aufwiesen und mit keinem benachbarten ORF zu mehr als
60 % Uberlappten. Diese Analyse ergab 220 putative Leserahmen in wechsel-
seitiger Orientierung. In einer BlastX-Analyse wurden diese ORFs mit der nicht
redundanten Protein-Datenbank des National Centers for Biotechnology
Information (NCBI) verglichen und nach homologen Proteinen gesucht. Fur 114
RCMV-E ORFs konnten homologe Proteine in MCMV bzw. RCMV-M identifiziert
werden. Einzig der Leserahmen e127 wies keine Sequenzidentitdt zu einem in der
Datenbank hinterlegten CMV-Protein auf. Bei dem Homolog mit der hdchsten
Sequenzidentitat handelte es sich um OX2 (CD200; Acc.-No: NP_113706) von
Rattus norvegicus. Fur die verbleibenden RCMV-E 105 ORFs konnten entweder
keine Proteine ahnlicher Sequenz gefunden werden oder aber der pradiktive Wert

fur eine zufallige Ahnlichkeit (e-value) lag oberhalb der angesetzten Grenze von
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0,001. Diese Leserahmen wurden folglich nicht im Genom annotiert. Die
Expression der Leserahmen RCTL sowie eines weiteren bisher noch
unveroffentlichten Gens (RCTL2) und ORF8 wurden durch RACE-Analysen
bereits bestatigt und in die erste Annotation aufgenommen (Eckhardt, 2007,
Friedrich, 2007; Voigt et al., 2001).

Nach der Annotation der ersten 118 RCMV-E ORF wurden die dazwischen
liegenden intergenischen Bereiche in einer Detailanalyse untersucht. Es wurden
dieselben Kriterien wie in der ersten Suche angelegt, lediglich die Mindestlange
der ORFs wurde auf 60 Nukleotide reduziert. Von den 325 in dieser Suche
identifizierten putativen Leserahmen wiesen nur E91 und el24 eine signifikante
Sequenzidentitat zu den in der Datenbank hinterlegten Proteinen auf und wurden
annotiert. Im Falle einer ergebnislosen Datenbankabfrage wurden diese kleinen

ORF nicht im Genom annotiert.

Jedes Cytomegalovirus kodiert fir Gene, die in keinem anderen CMV zu finden
sind. Um dieser Mdglichkeit Rechnung zu tragen, wurden Leserahmen, die in der
ersten Analyse aufgrund fehlender Homologe ausgeschlossen wurden, als
putative Leserahmen unter der Bezeichnung ORF in die Annotation aufgenommen
und fortlaufend nummeriert. Insgesamt wurden 19 Leserahmen (ORF1 - ORF19)
erganzt, zu denen keine klaren Homologe in der NCBI-Datenbank identifiziert
werden konnten. Eine Auflistung samtlicher im Genom annotierten Gene inklusive
des Homologs mit der gro3ten Sequenzidentitat in der BlastX-Analyse ist in

Tabelle 30 gezeigt.

Tabelle 30: Zusammenfassung der ORF Analysen mittels BlastX

& Leserahmen zu denen Homologe in HCMV bekannt sind, sind durch das Préafix ,E* und solche ohne HCMV-
Homologe durch ,e* gekennzeichnet. Die Suffixe ex1, ex2 bis ex5 kennzeichnen die Exons gesplei3ter Gene
und wurden nicht einzeln analysiert.

Auf dem komplementéren Strang kodierte ORF sind durch ein C markiert, ORF auf dem Code-Strang
erhielten keine besondere Kennzeichnung.
¢ Start und Ende geben lediglich die erste und letzte Base des ORF an, ohne die Orientierung des
Leserahmens zu bertcksichtigen.

Die Namen der in der Datenbank gefundenen Homologe wurde der gangigen Nomenklatur angepasst. Die
Virus- und Subspezies sind in Klammern angegeben.
¢ Alternative Homologe und Acc.-No. zu bereits in GenBank hinterlegten Sequenzen von RCMV-E.

Position® Lange BlastX (110529)

ORF? Strang®  Start Ende (Nt) héchste Ubereinstimmung Acc.-No. Referenz Kommentar®
ORF1 C 412 792 381

RCTL ex1 1057 1541 485

RCTL ex2 2214 2333 120

RCTL 2214 2990 777

RCTL ex3 2410 2589 180

RCTL ex4 2665 2771 107

RCTL ex5 2855 2990 136

ORF 2 3005 3304 300

ORF 3 C 3783 7463 3681

e20 C 7871 10177 2307 m20 [MCMV (C4A)] ACE95529 (Smith et al., 2008)
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Position® Lange BlastX (110529)
ORF? Str.:-mgb Start Ende (Nt) héchste Ubereinstimmung g Acc.-No. Referenz Kommentar®
E23 C 10700 11872 1173 M23 [MCMV (Smith)] YP_214031 (Rawlinson et al., 1996)
E24 C 12003 12968 966 m24 protein [MCMV (K181)] CAP08068 (Redwood et al., 2005)
E25 13119 15215 2097 M25 [MCMV (W15B)] ACE95370 (Smith et al., 2008)
e25.1 c 15326 16690 1365 m25.1 [MCMV (Smith)] YP_214035 (Rawlinson et al., 1996)
e25.2 C 16327 17283 957 m25.2 [MCMV (G4)] ACE95209 (Smith et al., 2008)
E26 c 17273 18013 741 M26 [MCMV (G4)] ACE95210 (Smith et al., 2008)
E27 c 18108 20078 1971 M27 [MCMV (G4)] ACE95211 (Smith et al., 2008)
E28 c 20258 21406 1149 M28 [MCMV (Smith)] YP_214041 (Rawlinson et al., 1996)
e29.1 C 21605 22015 411 m29.1 [MCMV (C4A)] ACE95541 (Smith et al., 2008)
E31 22223 24217 1995 pR31 [RCMV-M] NP_064136 (Vink et al., 2000)
E32 C 24253 26103 1851 M32 [MCMV (K181)] CAP08078 (Redwood et al., 2005)
E33 exl 26188 26220 33
E33 26188 27604 1417 M33 [MCMV (Smith)] Q83207 (Davis-Poynter et al., 1997)
E33 ex2 26303 27604 1302
E34 27832 29652 1821 M34 [MCMV (Smith)] YP_214047 (Rawlinson et al., 1996)
E35 29809 31326 1518 pR35 [RCMV-M] NP_064140 (Vink et al., 2000)
E36 ex2 C 31375 32615 1241
E36 C 31375 32876 1502 M36 [MCMV (G4)] ACE95221 (Smith et al., 2008)
E36 ex1 C 32693 32876 184
E37 c 33025 33990 966 M37 [MCMV (Smith)] YP_214049 (Rawlinson et al., 1996)
E38 c 34383 35924 1542 M38 [MCMV (W15B)] ACE95386 (Smith et al., 2008)
e38.5 C 35788 36222 435 M38.5 [MCMV (C4A)] ACE95551 (Smith et al., 2008) ABZ01583
e39 c 36313 36825 513 pr39 [RCMV-M] NP_064144 (Vink et al., 2000)
e40 c 37147 37518 372 m40 [MCMV (G4)] ACE95226 (Smith et al., 2008)
e4l C 37647 38030 384 m41 [MCMV (W15B)] ACE95390 (Smith et al., 2008)
e4l.1 C 37856 38023 168 r41.1 [RCMV-M] ACQ65681 (Cam et al., 2010)
e42 c 38096 38461 366 pra2 [RCMV-M] NP_064147 (Vink et al., 2000)
E43 c 38765 40246 1482 M43 [MCMV (C4A)] ACE95556 (Smith et al., 2008)
E44 c 40560 41720 1161 M44 [MCMV (Smith)] CAJ84738 (Smith et al., 2006)
E45 C 42018 45059 3042 pR45 [RCMV-M] NP_064151 (Vink et al., 2000)
E46 c 45059 45943 885 M46 [MCMV (Smith)] YP_214059 (Rawlinson et al., 1996)
E47 45942 48818 2877 pR47 [RCMV-M] NP_064153 (Vink et al., 2000)
E48 48906 54995 6090 M48 [MCMV (C4A)] ACE95561 (Smith et al., 2008)
e48.2 c 55015 55254 240 M48.2 [MCMV (Smith)] YP_214061 (Rawlinson et al., 1996)
E49 c 55247 56737 1491 M49 [MCMV (C4A)] ACE95563 (Smith et al., 2008)
E50 C 56709 57521 813 M50 [MCMV (W15B)] ACE95400 (Smith et al., 2008)
E51 C 57581 57907 327 M51 [MCMV (G4)] ACE95238 (Smith et al., 2008)
E52 57937 59457 1521 M52 [MCMV (G4)] ACE95239 (Smith et al., 2008)
E53 59450 60292 843 M53 [MCMV (W15B)] ACE95403 (Smith et al., 2008)
E54 C 60334 63456 3123 M54 [MCMV (G4)] ACE95241 (Smith et al., 2008) ADB44898
E55 C 63480 66119 2640 M55 [MCMV (C4A)] ACE95569 (Smith et al., 2008) ADB44899
E56 C 66067 68388 2322 M56 [MCMV (W15B)] ACE95405 (Smith et al., 2008)
E57 C 68606 72094 3489 M57 [MCMV (W15B)] ACE95407 (Smith et al., 2008)
ORF 4 72121 72594 474
E69 C 76901 78814 1914 M69 [MCMV (G4)] ACE95246 (Smith et al., 2008)
E70 c 79021 81672 2652 M70 [MCMV (G4)] ACE95247 (Smith et al., 2008)
E71 81671 82399 729 M71 [MCMV (Smith)] YP_214074 (Rawlinson et al., 1996)
E72 C 82448 83473 1026 pR72 [RCMV-M] NP_064172 (Vink et al., 2000)
e73.5exl 83472 83536 65
e73.5 83472 85121 1650 m73.5 [MCMV (W15B)] ACE95414 (Smith et al., 2008)
E73 83472 83837 366 pR73 [RCMV-M] NP_064173 (Vink et al., 2000)
e74 C 83814 84899 1086 m74 [MCMV (W15B)] ACE95415 (Smith et al., 2008)
e73.5 ex2 84953 85121 169
E75 C 85193 87343 2151 M75 [MCMV (C4A)] ACE95580 (Smith et al., 2008)
E76 87440 88195 756 M76 [MCMV (C4A)] ACE95581 (Smith et al., 2008)
E77 87984 89726 1743 M77 [MCMV (Smith)] YP_214080 (Rawlinson et al., 1996)
E78 89886 91199 1314 M78 [MCMV (W15B)] ACE95419 (Smith et al., 2008)
E79 c 91247 92023 777 M79 [MCMV (K181)] CAP08119 (Redwood et al., 2005)
E80 92022 93707 1686 M80 [MCMV (C4A)] ACE95585 (Smith et al., 2008)
E82 c 93740 95446 1707 PR82 [RCMV-M] NP_064181 (Vink et al., 2000)
E83 c 95519 97288 1770 PR83 [RCMV-M] NP_064182 (C Vink et al., 2000)
E84 C 97285 98940 1656 M84 [MCMV (K181)] CAJ86584 (Redwood et al., 2005)
E85 c 99095 99997 903 M85 [MCMV (Smith)] YP_214087 (Rawlinson et al., 1996)
E86 C 100063 104106 4044 M86 [MCMV (C4A)] ACE95591 (Smith et al., 2008)
E87 104155 106635 2481 pR87 [RCMV-M] NP_064186 (Smith et al., 2008)
E88 106651 107889 1239 M88 [MCMV (Smith)] YP_214089 (Rawlinson et al., 1996)
E89 ex2 C 107886 109011 1126
E89 C 107886 114214 6329 M89 [MCMV (G4)] ACE95266 (Smith et al., 2008)
€90 c 109048 109854 807 mo0 [MCMV (Smith)] YP_214090 (Rawlinson et al., 1996)
E91 109844 110125 282 M91 [MCMV (Smith)] YP_214091 (Rawlinson et al., 1996)
E92 110125 110811 687 M92 [MCMV (Smith)] YP_214092 (Rawlinson et al., 1996)
E93 110783 112312 1530 M93 [MCMV (Smith)] YP_214093 (Rawlinson et al., 1996)
E94 112245 113267 1023 M94 [MCMV (Smith)] YP_214094 (Rawlinson et al., 1996)
E89 exl C 113327 114214 888
E95 114213 115367 1155 M95 [MCMV (W15B)] ACE95436 (Smith et al., 2008)
E96 115370 115741 372 M96 [MCMV (Smith)] YP_214097 (Rawlinson et al., 1996)
E97 115912 117621 1710 M97 [MCMV (G4)] ACE95274 (Smith et al., 2008)
E98 117621 119219 1599 M98 [MCMV (C4A)] ACE95603 (Smith et al., 2008)
E99 119156 119446 291 pR99 [RCMV-M] NP_064200 (Vink et al., 2000)
E100 C 119543 120598 1056 M100 [MCMV (Smith)] YP_214101 (Rawlinson et al., 1996)
E102 120764 122950 2187 M102 [MCMV (Smith)] YP_214102 (Rawlinson et al., 1996)
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Position® Lange BlastX (110529)
ORF? Str.:-mgb Start Ende (Nt) héchste Ubereinstimmung g Acc.-No. Referenz Kommentar®
E103 c 123001 123789 789 M103 [MCMV (C4A)] ACE95607 (Smith et al., 2008)
E104 c 123767 125794 2028 M104 [MCMV (C4A)] ACE95608 (Smith et al., 2008)
E105 125595 128234 2640 M105 [MCMV (W15B)] ACE95445 (Smith et al., 2008)
ORF5 c 133090 133425 336
E112 exl 134163 134909 747
E112 134163 135547 1385 M112 [MCMV (W15B)] ACE95448 (Smith et al., 2008)
E113 135012 136118 1107 pR113 [RCMV-M] NP_064215 (Vink et al., 2000) M113
E112 ex2 135012 135176 165
E112 ex3 135527 135547 21
E114 c 136353 137105 753 M114 [MCMV (Smith)] YP_214109 (Rawlinson et al., 1996)
E115 c 137125 137925 801 M115 [MCMV (C4A)] ACE95614 (Smith et al., 2008)
E116 c 137922 139247 1326 M116 [MCMV (W15B)] ACE95451 (Smith et al., 2008)
e117 c 139314 140543 1230 m117 [MCMV (C4A)] ACE95616 (Smith et al., 2008)
E118 ex2 c 140599 141177 579
E118 c 140599 141429 831 M118 [MCMV (Smith)] YP_ 214114 (Rawlinson et al., 1996)
E118 exl c 141214 141429 216
e119.1 c 141509 142228 630 pr119.1 [RCMV-M] NP_064221 (Vink et al., 2000)
e119.2 c 142380 142700 321 pri19.2 [RCMV-M] NP_064222 (Vink et al., 2000)
ORF 6 c 143207 143443 237 (YF’,’iélliflg)
€120.1 c 143468 144418 951 m120.1 [MCMV (G4)] ACE95297 (Smith et al., 2008) pri19.5; pri19.6
E121 c 144436 146172 1737
IE2 c 146229 149598 3370 IE3 [MCMV (Smith)] AAA45948 (Messerle et al., 1992) AAB92266
IE ex5 c 146229 147490 1262
E1 c 147713 149598 1886 m123 [MCMV (G4)] ACE95346 (Smith et al., 2008)
IE ex4 c 147713 149112 1400
IE ex3 c 149198 149388 191
IE ex2 c 149489 149598 110
e124 149849 150094 246 m124 [MCMV (C4A)] ACE95627 (Smith et al., 2008)
IE ex1 c 150396 150791 396
e127 153650 154504 855 0X-2 [Rattus norvegicus] NP_113706 z%i‘ftf/'oﬁ?ng ,eég(li's) AAO45420
e128 154793 156031 1239 M128 [MCMV (Smith)] YP_214129 (Rawlinson et al., 1996)
ECK ex2 c 156042 156735 694
ECK c 156042 157042 1001 mck-2 [MCMV (W15B)] ACE95468 (Smith et al., 2008) AAO45423
ECK exl c 156819 157042 224
6133 ex2 c 157356 157379 24
e133/sggl c 157356 158503 1148 pri33 [RCMV-M] NP_064241 (Vink et al., 2000) AAO45422
e133 exl c 157640 158503 864
135 c 158578 158958 381
€136 c 159058 159648 501 m136 [MCMV (K181)] CAP08172 (Redwood et al., 2005) AAO45425
e137 c 159814 160800 987 pri37 [RCMV-M] NP_214137 (Vink et al., 2000) AAO45424
138 c 160831 162402 1572 pri38 [RCMV-M] NP_064245 (Vink et al., 2000) AAO45426
€139 c 162510 164408 1899 m139 [MCMV (W15B)] ACE95477 (Smith et al., 2008) CAIB4044
€140 c 164413 165804 1392 m140 [MCMV (Smith)] YP_214140 (Rawlinson et al., 1996) CAIB4045
e141 c 165902 167365 1464 m141 [MCMV (K181)] CAP08177 (Redwood et al., 2005) CAI64046
e142 c 167523 168860 1338 m142 [MCMV (Smith)] YP_214142 (Rawlinson et al., 1996) CAIB4047
e143 c 168975 170555 1581 m143 [MCMV (C4A)] ACE95644 (Smith et al., 2008) CAI64048
el44 c 170695 171843 1149 m144 [MCMV (K17A)] CAJ84748 (Smith et al., 2006) CAI64049
e149 c 172626 173741 1116 pr149 [RCMV-M] NP_064256 (Vink et al., 2000)
e152 c 174227 175399 1173 m152 [MCMV (Smith)] YP_214152 (Rawlinson et al., 1996)
e153.1 c 176425 177525 1101 m153 [MCMV (G4)] ACE95326 (Smith et al., 2008)
153 c 177814 179031 1218 m153 [MCMV (C4A)] ACE95654 (Smith et al., 2008)
ORF7 c 179267 180376 1110
e152.1 c 180908 181996 1089 m152 [MCMV (W15B)] ACE95490 (Smith et al., 2008)
e152.2 c 182348 183646 1299 m152 [MCMV (Wirral)] AAR11191 (Stewart,J.P. 2003) r52.2
155 c 183967 184911 945 pri55 [RCMV-M] NP_064268 (Vink et al., 2000) priss
e155.1 c 185048 186121 1074 m155 protein [MCMV (G3e)] CAJ84756 (Smith et al., 2006) m155
ORF 8 c 186268 186615 348
e159 c 186836 188194 1359 m159 [MCMV (C4A)] ACE95661 (Smith et al., 2008)
€160 c 188323 189126 804 pri60 [RCMV-M] NP_064271 (Vink et al., 2000)
ORF9 c 189757 190095 339
ORF 10 c 190149 190547 399
e164 c 190573 191733 1161 m164 [MCMV (Smith)] YP_214164 (Rawlinson et al., 1996)
€166 c 192114 193214 1101 pr166 [RCMV-M] NP_064275 (Vink et al., 2000)
e167 c 193351 194634 1284 m167 [MCMV (G4)] ACE95342 (Smith et al., 2008)
RCTL2 c 195033 195854 822
RCTL2 ex4 c 195033 195156 124
RCTL2 ex3 c 195253 195353 101
RCTL2 ex2 c 195426 195622 197
RCTL2 ex1 c 195728 195854 127
ORF 11 196237 196980 744
ORF 12 197065 197610 546
ORF 13 197792 198430 639
ORF 14 c 198641 199003 363
ORF 15 198894 199340 447
ORF 16 c 199454 199654 201 &2{3?3235
ORF 17 c 200237 200572 336
ORF 18 c 201034 201384 351
ORF 19 c 201428 201901 474
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Gesplei3te Gene in RCMV-E

Gespleil3te Gene sind in allen Herpesviren zu finden. Inklusive der verschiedenen
Varianten der IE-Proteine wurden zwolf gespleiite Gene im RCMV-E Genom
gefunden (siehe Tabelle 31). Bis auf die beiden Leserahmen von RCTL und
RCTL2 wurden zu allen von diesen Leserahmen kodierten Proteinen Homologe
sowohl in MCMV und RCMV-M gefunden. Zu RCTL wurde bei der Reannotation
des RCMV-M Genoms ein Homolog (r153) gefunden (Brocchieri et al., 2005) r153
ist im Gegensatz zu RCTL nicht am Anfang, sondern wie auch RCTL2 am Ende
des Genoms lokalisiert. Vergleichende Untersuchungen dieser drei Proteine

wurden im Rahmen der strukturellen Analyse von RCTL (siehe 4.2.1)

durchgefuhrt.

Tabelle 31: Ubersicht der gespleiRten Gene in RCMV-E

Name Strang Anzahl der Exons Position der Exons Kommentar
(Start..Stopp)

RCTL 5 1057..1541 Das Protein wird nur von den Exons 2 - 5
2214..2333 translatiert.
2410..2589
2665..2771
2855..2990

E33 2 26188..26220
26303..27604

E36 C 2 29809..31326
32693..32876

e73.5 2 83472..83536
84953..85121

E89 C 2 107886..109011
113327..114214

E112 3 134163..134909

135012..135176
135527..135547

E118 C 2 140599..14177
141214..141429

IE1 C 4 147713..149112 Der gesamte IE-Lokus besteht aus 5 Exons. Die
149198..149388 mRNS von IE1 beinhaltet die Exons 1 - 4 und die
149489..149598 von |IE2 die Exons 1 - 3 und 5. Bei beiden Proteinen
150396..150791 wird Exon 1 nicht translatiert.

IE2 C 4 146229..147490

149198..149388
149489..149598
150396..150791

ECK C 2 156042..156735
156819..157042
e133/sggl | C 2 156042..156735
157640..158503
RCTL2 C 4 195033..195156

195253..195353
195426..195622
195728..195854

Annotation von Leserahmen, die nicht alle Kriterien erfullten

Die beiden in Abbildung 5 grau dargestellten trunkierten ORFs €113 und el124

verflgen Uber kein eigenes Start-Codon. Sie wurden dennoch in die Annotation
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aufgenommen, da zu beiden Leserahmen Homologe in MCMV und RCMV-M

gefunden wurden (Rawlinson et al., 1996; Vink et al., 2000).

Die beiden putativen Leserahmen ORF6 und ORF16 wurden ebenfalls im Genom
annotiert. Sie kodieren fur weniger als 100 AS und weisen eine nur geringe
Sequenzidentitat (e-value > 0,001) zu Proteinen aus der NCBI-Datenbank auf.
ORF6 ist zwischen den Leserahmen und e€119.2 und €120.1 lokalisiert und weist
eine geringe Ahnlichkeit zu m119.4 (Acc.-No.: YP214119) auf. Fir ORF16 wurde
in der BlastX-Analyse das Glykoprotein gp007 (Acc.-No.: NP_050182) des
humanen Herpesvirus 6 (HHV6) als mogliches Homolog ermittelt. Der pradiktive
Wert lag mit 0,009 ebenfalls auf3erhalb der Einschlul3kriterien. Beide ORFS
wurden dennoch im Genom annotiert, da es sich bei beiden vorgeschlagenen

Homologen um virale Proteine handelte.

Nach Abschluss der Analysen wurden im RCMV-E Genom insgesamt 139 offene
Leserahmen annotiert. 119 der RCMV-E gefundenen ORFs kodieren fur Proteine,
zu denen Homologe in MCMV oder RCMV-M bekannt sind. Eine maximale Uber-
einstimmung zu Proteinen von MCMV wurde in 93 Fallen ermittelt, wahrend nur 23
der translatierten RCMV-E ORFs eine maximale Sequenzidentitat zu Proteinen in
RCMV-M aufwiesen.

Abbildung 5 zeigt eine graphische Darstellung aller im RCMV-E annotierten

Leserahmen.
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Abbildung 5: Schematische ORF-Karte des RCMV-E-Genoms.

ORFs zu denen Homologe im HCMV-Genom existieren, sind durch Grof3buchstaben gekennzeichnet (z. B.
E23). Vorangestellte Kleinbuchstaben reprasentieren ORFs, ohne HCMV-Homologe (z. B. €20). ORFs bei
denen die BlastX Analyse Homologe in MCMV oder RCMV-M ergab, sind in gelb unterhalb der Skala
dargestellt. AusschlieBlich in RCMV-E identifizierte ORFs, deren Expression bestatigt wurde (pink) und solche
die fur putative Proteine kodieren (orange), sind oberhalb der Skala dargestellt. Die grauen ORFs (E113 und
e124) markieren trunkierte ORFs deren Startcodons fehlen, zu denen Homologe in anderen CMVs existieren.
Direct repeats sind lila und inverted repeats blau dargestellt. Eine detaillierte Auflistung der ORFs finden sich
in Tabelle 30 und Tabelle 32.
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4.1.2 Vergleich der RCMV-E ORFs mit den Homologen aus MCMV und
RCMV-M

Zu 116 der 139 im RCMV-E Genom annotierten Leserahmen wurden homologe
ORFs in RCMV-M und MCMV gefunden. Fir den direkten Vergleich der ORFs
aller drei Viren wurden die Nukleotid- und Proteinsequenzen der
korrespondierenden Leserahmen aus den Genomen von MCMV-Smith
(NC_004065) und RCMV-M (AF232689) extrahiert. Die Sequenzvergleiche
wurden paarweise unter Verwendung des ClustalW-Algorithmus durchgefihrt und
die prozentuale Ubereinstimmung in Tabelle 32 eingetragen. Die maximale
Ubereinstimmung ist grau unterlegt. Zur Identifizierung der Unterschiede im
Genomaufbau und fehlender Gene wurden Genkarten der drei Viren erstellt und

konservierte Genbldcke identifiziert (Abbildung 6).

Tabelle 32: Vergleich der ORFs von RCMV-E, RCMV-M und MCMV Smith

Fir die Identitdtsuntersuchung wurden die Viren RCMV-M (AF232689) und MCMV Smith (NC_004065)
verwendet. Die maximale Sequenzibereinstimmung wurde jeweils grau unterlegt.

Nukleotid Identitét (%) Protein Identitat (%)

Lange Léange MW RCMV-E RCMV-M RCMV-E RCMV-M Funktion
ORF (Nt) (AS) (kD) RCMV-M  MCMV MCMV RCMV-M  MCMV MCMV Genfamilie
ORF 1 381 127 13,7
RCTL 77 181 20,8
ORF 2 300 100 11,2
ORF 3 3681 1227 124,0
e20 2307 769 85,2 45,3 26,1 -
E23 1173 391 43,4 55,2 58,6 62,5 45,3 54,5 48,3 US22-Familie
E24 966 322 35,7 52,4 58,3 58,6 45,7 48,8 45,2 US22-Familie
E25 2097 699 78,6 49,3 51,1 53,6 36,7 36,5 32,6 UL25-Familie
e25.1 1365 455 51,6 47,0 49,4 55,6 35,4 314 29,7 US22-Familie
e25.2 957 319 357 38,1 37,8 46,4 14,7 15,2 12,0 US22-Familie
E26 741 247 273 49,4 58,4 57,9 39,1 50,3 41,8 US22-Familie
E27 1971 657 76,0 51,3 55,2 62,6 41,5 52,4 42,8 -
E28 1149 383 43,4 53,7 53,8 59,3 47,3 45,8 41,6 US22-Familie
e29.1 411 137 15,6 44,8 48,7 46,1 26,8 29,7 21,9 -
E31 1995 665 753 54,2 55,8 62,0 45,2 41,2 39,1 -
E32 1851 617 69,9 44,7 48,8 52,1 31,2 34,3 38,0 Tegument phosphoprotein
E33 1417 445 49,8 61,8 66,1 73,8 57,4 65,9 65,2 GPCR-Familie
E34 1821 607 69,6 51,6 54,3 51515 38,7 38,5 37,7 Nuclear egress
E35 1518 506 57,4 51,6 51,3 60,4 45,7 39,6 45,8 UL25-Familie
E36 1502 475 53,6 57,6 58,6 64,0 57,6 58,9 53,5 US22-Familie
E37 966 322 36,3 50,3 54,7 54,9 39,2 46,8 40,5 -
E38 1542 514 56,8 50,2 52,9 58,6 34,1 36,8 34,2
e38.5 435 145 16,1 51,5 51,2 49,1 331 31,5 26,1
e39 513 171 194 42,9 43,0 46,2 27,3 18,8 22,2
e40 372 124 14,0 51,7 51,9 54,9 32,1 40,7 38,3
e4l 384 128 13,7 50,7 52;3 50,6 30,0 36,7 333
e4l.1 168 56 6,0 56,0 51,7 49,4 44,6 46,6 37,9
e42 366 122 13,2 49,7 45,0 50,9 30,5 22,7 22,2 -
E43 1482 494 55,8 51,7 54,1 56,1 43,8 43,8 39,1 US22-Familie
E44 1161 387 43,0 62,1 66,8 75,6 63,6 70,8 68,7 DNS Binding BP
E45 3042 1014 111,7 50,5 51,6 60,9 41,5 42,1 41,8 Ribonukleotid-Reduktase
E46 885 295 33,2 66,1 68,5 77,4 69,5 76,6 73,9 Minor Capsid Binding Protein
E47 2877 959 110,8 58,5 56,7 65,8 54,9 53,2 55,5 -
E48 6090 2030 231,3 56,0 56,2 64,3 50,1 52,8 50,3
e48.2 240 80 84 59,3 57,5 63,7 58,6 51,5 50,0
E49 1491 497 57,0 63,9 65,5 734 70,4 72,4 72,5
E50 813 271 30,6 57,5 59,2 63,5 50,5 51,1 51,7
E51 327 109 12,2 65,7 72,5 72,1 62,0 71,7 58,9
E52 1521 507 58,5 63,6 66,9 75,2 61,8 69,3 67,0
E53 843 281 32,7 62,6 64,4 72,2 63,0 58,1 61,7 -
E54 3123 1041 117,7 61,2 65,0 66,4 61,4 67,8 57,7 DNS-Polymerase
E55 2640 880 98,8 56,6 57,6 60,4 54,5 55,1 52,9 gB
E56 2322 774 86,4 66,3 76,4 70,9 64,3 77,5 66,4 -
E57 3489 1163 130,1 54,8 65,5 65,0 51,7 68,3 51,3 Major DNS-binding protein
ORF 4 474 158 18,0 -

50



Ergebnisse

Nukleotid Identitat (%) Protein Identitat (%)

Lange Lange MW RCMV-E RCMV-M RCMV-E RCMV-M Funktion
ORF (Nt) (AS) (kD) RCMV-M  MCMV MCMV RCMV-M  MCMV MCMV Genfamilie
E69 1914 638 72,9 483 53,6 52,3 31,0 39,3 32,9 -
E70 2652 884 102,2 545 60,0 63,4 46,3 58,7 49,7 Helicase Primase
E71 729 243 27,6 59,7 58,5 -
E72 1026 342 38,0 55,3 53,3 58,6 44,8 36,5 36,9 UTPase
e73.5 1650 78 85 52,5 39,8 -
E73 366 122 13,8 57,4 52,0 56,0 50,0 43,6 46,1 -
e74 1086 362 415 448 47,8 43,2 245 26,7 23,1 -
E75 2151 717 81,4 53,6 54,9 60,9 49,7 50,6 45,6 gH
E76 756 252 285 58,9 62,1 68,3 51,8 51,8 52,1 -
E77 1743 581 65,1 59,4 60,6 65,9 60,2 62,8 56,3 UL25-Familie
E78 1314 438 47,6 455 46,1 48,7 21,9 24,8 22,1 GPCR-Familie
E79 777 259 295 62,9 66,0 75,0 67,2 72,2 71,4 -
E80 1686 562 61,5 51,9 50,4 58,4 43,2 44,9 44,2 -
E82 1707 569 63,1 455 44,4 52,4 28,2 234 30,8 UL82-Familie
E83 1770 590 66,9 44,4 43,5 51,4 26,0 19,7 25,0 UL82-Familie
E84 1656 552 61,9 45,1 48,5 55,4 33,3 35,6 33,3 UL82-Familie
E85 903 301 33,4 67,0 67,9 74,4 68,0 72,1 68,6 Minor Capsid Protein
E86 4044 1348 152,1 69,5 69,8 80,5 75,9 77,3 77,2 Major Capsid Protein
E87 2481 827 93,6 65,0 62,6 73,1 71,9 69,0 71,8 -
E88 1239 413 46,0 55,4 58,9 64,5 53,9 61,5 53,8 -
E89 6329 671 76,9 72,3 74,3 83,6 83,8 86,4 84,6 -
€90 807 269 30,2 42,6 48,4 46,0 215 27,7 20,8 -
E91 282 94 10,2 63,4 68,4 61,3 40,8 59,1 41,2 -
E92 687 229 255 69,1 72,2 78,2 77,0 80,3 81,5 -
E93 1530 510 58,4 52,7 56,2 63,3 46,2 53,4 50,6 -
E94 1023 341 374 52,2 54,6 64,0 48,1 47,1 51,3 -
E95 1155 385 423 64,6 65,0 72,0 68,1 67,9 65,0 -
E96 372 124 13,8 55,8 55,9 59,3 50,0 459 42,5 -
E97 1710 570 63,5 54,6 59,3 60,5 53,6 56,6 52,8 Phosphotransferase
E98 1599 533 59,4 57,4 57,7 63,3 48,3 50,6 46,8 Exonuclease
E99 291 97 10,3 49,3 53,1 56,9 44,4 43,0 40,3 Tegument Phosphoprotein
E100 1056 352 39,7 66,7 71,0 77,5 68,8 76,6 70,2 gM
E102 2187 729 81,9 49,0 52,3 55,8 29,5 43,4 28,8 Helicase-Primase Untereinheit
E103 789 263 29,7 59,6 65,3 64,4 45,2 56,9 44,9 Helicase-Primase Untereinheit
E104 2028 676 78,1 62,2 64,5 71,6 60,0 68,3 63,5 -
E105 2640 880 99,5 59,1 63,8 66,6 58,1 70,7 57,8 DNS-Helicase
ORF 5 336 112 12,8 -
E112 1385 311 335 53,8 5515) 54,9 41,8 354 41,9 Phosphoprotein
E113 1107 369 40,1 485 54,9 47,4 30,5 43,1 26,8 -
E114 753 251 283 63,2 65,3 67,7 63,2 71,2 68,1 Uracil DNS Glycosylase
E115 801 267 30,5 53,1 54,7 54,0 38,0 47,1 39,4 gL
E116 1326 442 47,8 43,2 45,9 43,9 15,3 20,7 14,3 -
ell7 1230 410 45,5 447 45,3 44,3 27,2 24,9 20,7 -
E118 831 265 30,5 48,1 47,8 49,7 30,4 34,8 255 -
el19.1 630 210 238 51,9 47,0 45,7 30,9 28,4 24,3 -
el19.2 321 107 12,0 51,2 48,0 46,1 34,2 29,8 28,9 -
ORF 6 237 79 9,0 -
e120.1 951 317 43,6 45,0 25,8 -
E121 1737 579 64,4 433 42,9 433 13,3 15,3 13,2 -
IE2 3370 521 58,3 47,3 46,6 50,0 29,5 31,8 354 Immediate Early Protein 2
IE1 1886 567 63,0 447 45,7 44,6 18,5 21,8 20,5 Immediate Early Protein 1
el24 246 82 8,9 39,7 62,8 38,9 12,9 58,6 12,4 -
el27 855 285 31,8 OX2 Homolog
el28 1239 413 46,6 52,6 50,4 51,3 40,3 42,3 42,7 US22-Familie
ECK 1001 306 34,4 43,9 43,5 44,1 19,7 18,2 21,9 CC-Chemokine
e133/sggl 1148 296 32,9 45,7 46,1 45,5 29,8 29,1 24,1 -
el35 381 127 14,0 41,9 43,5 48,1 26,8 27,9 331 -
el36 591 197 229 48,9 50,9 47,2 39,7 37,2 34,1 -
el37 987 329 36,0 50,3 48,2 48,9 34,7 34,3 38,3 -
el38 1572 524 58,5 42,4 434 43,8 22,8 20,5 21,9 FCR
el39 1899 633 71,8 525 55,9 54,2 445 49,3 42,8 US22-Familie
el40 1392 464 52,7 51,8 54,4 51,8 44,9 48,5 45,1 US22-Familie
eldl 1464 488 56,3 51,8 52,8 5315) 41,5 44,2 44,8 US22-Familie
el42 1338 446 50,9 57,1 59,1 61,0 51,1 56,7 57,1 US22-Familie
el43 1581 527 59,5 54,1 56,0 54,9 49,3 47,9 432 US22-Familie
eldq 1149 383 437 48,2 49,0 46,3 29,6 33,2 315 MHCI-Homolog
e149 1116 372 42,0 41,4 41,4 39,9 15,1 11,4 10,3 -
el52 1173 391 44,9 42,9 46,0 39,8 15,2 20,9 15,5 M145-Familie
el53.1 1101 367 43,0 41,0 22,3 M145-Familie
el53 1218 406 46,5 42,5 20,5 M145-Familie
ORF7 1110 370 42,7
el52.1 1089 363 41,6 42,9 19,5 M145-Familie
el52.2 1299 433 495 44,2 40,7 42,8 16,0 17,4 18,2 M145-Familie
el55 945 315 35,6 44,7 42,0 40,4 22,7 16,7 16,8 M145-Familie
el55.1 1074 358 41,3 41,3 42,9 40,4 19,4 21,7 16,8 M145-Familie
ORF 8 348 116 12,8
el59 1359 453 48,9 45,1 24,2 -
€160 804 268 30,2 42,7 41,0 434 23,6 16,7 19,4 -
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Nukleotid Identitat (%) Protein Identitat (%)
Léange Léange MW RCMV-E RCMV-M RCMV-E RCMV-M Genfamilie
ORF (Nt) (AS) (kD) RCMV-M  MCMV MCMV RCMV-M  MCMV MCMV Funktion

ORF 9 339 113 12,7
ORF 10 399 133 14,8
el64 1161 387 43,0 42,9 46,8 43,7 18,6 31,1 215
€166 1101 367 416 449 454 486 273 257 26,7
€167 1284 428 476 439 53,4 442 14,0 415 136
RCTL2 822 183 215
ORF 11 744 248 276
ORF 12 546 182 203
ORF 13 639 213 228
ORF 14 363 121 13,1
ORF 15 447 149 16,4
ORF 16 201 67 7,6
ORF 17 336 112 12,3
ORF 18 351 117 12,6
ORF 19 474 158 18,0

Nukleinsauresequenzvergleich

Die Sequenzidentitat der drei Viren auf Nukleinsdureebene schwankt zwischen
minimal 38 % (e25.2/m25.2) und maximal 80 % (R86/M86). Fir 70 (60 %) der 116
untersuchten Leserahmen wurde eine maximale Sequenzibereinstimmung
zwischen RCMV-M und MCMV ermittelt. In nur 29 (25 %) Fallen konnte eine
maximale Sequenzibereinstimmung zwischen den ORF von RCMV-E und MCMV
ermittelt werden. Diese Leserahmen sind Uberwiegend in der hinteren Halfte des
RCMV-E Genoms (nach E103) zu finden. In diesem Zusammenhang ist zu
bemerken, dass zu sieben RCMV-E Leserahmen (e20, E71, e120.1, e153.1,
e153, el152.1 und el60) nur Homologe in MCMV, aber nicht in RCMV-M
existieren. Fur die verbleibenden zehn Leserahmen wurde eine maximale

Sequenzibereinstimmung zwischen RCMV-E und RCMV-M ermittelt.

Proteinsequenzvergleich

Die Proteinsequenzen der translatierten Leserahmen unterscheiden sich deutlich
starker voneinander als die Nukleotidsequenzen. Die Identitaten schwanken
zwischen 10 % (r149/m149) und 86 % (E89/M89). 69 (60 %) der translatierten
RCMV-E ORF zeigen eine maximale Sequenzibereinstimmung mit den
Homologen aus MCMV. Aufféllig ist hier, dass die hochsten Ubereinstimmungen
bei den konservierten Genen zu finden sind. Zum Beispiel weisen die meisten
Proteine der DNS-Replikation (E44, E54, E57, E70 und E105), mit Ausnahme von
E102, eine Sequenzibereinstimmung zu den Homologen in MCMV von tber 58 %
auf. Nur 28 (24 %) RCMV-E Proteine zeigen eine erhOhte Sequenzidentitat zu

Homologen in RCMV-M. Eine maximale Ubereinstimmung zwischen RCMV-M und

52



Ergebnisse

MCMV konnte nur in 18 Fallen ermittelt werden. Die geringsten Sequenz-
identitdten (<31 %) zwischen den translatierten RCMV-E Leserahmen und den
Homologen in RCMV-M und MCMV findet man am Ende des Genoms. Hier

werden die putativen Mitglieder der m145-Genfamilie kodiert.

Zur ldentifizierung der Unterschiede im Genomaufbau und fehlender Gene wurden
Genkarten der drei Viren erstellt und konservierte Genblocke identifiziert (siehe
Abbildung 6).
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Abbildung 6: Graphische Darstellung der Genkarten von MCMV, RCMV-E und RCMV-M.
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Jedes Genom ist durch eine Linie skizziert. ORFs oberhalb sind auf dem Code-Strand, jene unterhalb auf dem
codogenen Strang kodiert. Weil3e Boxen entsprechen ORFs, die von allen drei CMVs kodiert werden und
graue Boxen reprasentieren ORFs, die nur in zwei der drei Viren zu finden sind. Gene, die nur in einem
einzelnen Genom kodiert werden, sind durch schwarze Boxen gekennzeichnet. Exons gespleifdter ORFs sind,
sofern sie nicht in direkter Nachbarschatft liegen durch Linien verbunden. Uberlappende ORFs sind nach oben
bzw. unten abgesetzt. Die Blocke zwischen den Genkarten reprasentieren Genombereiche identischer
Genabfolgen. Die Genkarten fir MCMV basiert Acc.-No.: NC_004065 (Rawlinson et al., 1996) und die fir
RCMV-M auf Acc.-No. AF232689 (Vink et al., 2000).
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Konservierte Domanen und Genfamilien im RCMV-E Genom

Cytomegaloviren kodieren im zentralen Bereich fur die konservierten Proteine der
Virusreplikation (Davison et al., 2003). Sie beinhalten die Glykoproteine, die
Proteine der DNS-Replikation und des Nukleinsauremetabolismus, die Struktur-

proteine und die im major immediate early-Lokus kodierten Proteine.

Neben diesen funktionellen Gruppen sind bei CMVs 14 Genfamilien identifiziert
worden. Zwolf dieser Familien (US1, US2, US6, US12, US22, UL14, UL18, UL25,
UL82, UL146, RL11 und GCR) wurden in HCMV (Chee et al., 1990; Davison et al.,
2003) und zwei (m02 und m145) in MCMV beschrieben (Rawlinson et al., 1996).
Die Zusammenfassung von Genen zu einer gemeinsamen Familie basiert
entweder auf gemeinsamen Motiven der von ihnen kodierten Proteine, oder einer
Sequenzidentitat der Proteine untereinander. In der conserved domain database
(CDD) (Marchler-Bauer et al., 2010) sind diese Familien mit ihren
charakteristischen Motiven hinterlegt. Analog zu den Acc.-No. der NCBI-
Datenbank sind den Proteinfamilien pfam-No. zugewiesen. Die Proteine der
ml45-Familie verfligen Uber keine definierte Doméne. Sie ist durch die

Sequenzahnlichkeit der Mitglieder der Familie definiert (Rawlinson et al., 1996).

Basierend auf der Annahme, die RCMV-E Proteine erfullen im Rahmen des
Infektionszyklus die gleichen Funktionen wie die korrespondierenden Homologe in
MCMV und RCMV-M, wurden diese Proteine noch einmal gesondert analysiert.
Ebenso wurde durch eine BlastP-Analyse untersucht, welche Genfamilien in
RCMV-E vorhanden sind.

Glykoproteine

Die Leserahmen E55, E75, E100 und E115 kodieren fur die Glykoproteine gB, gH,
gM und gL. Alle vier Proteine weisen eine hdhere Sequenzidentitat zu den
Homologen in MCMV auf. Diese schwankt zwischen 47,1 % (gL) und 76,6 % (gM).
Alle Proteine sind in der &ulReren Membran lokalisiert und fiir die Bindung an die
Zelloberflache zu Beginn der Infektion verantwortlich. Ein weiteres, in allen drei
Viren konserviertes Protein  wird vom Leserahmen €138 kodiert. Die
Ubereinstimmung zu den beiden Fc-Rezeptoren m138 und r138 ist mit ca. 34 %

verhaltnismafig niedrig.
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Proteine der DNS-Replikation und des Nukleotidmetabolismus

Wie bei HCMV, MCMV und RCMV-M wurden in RCMV-E sechs Leserahmen fir
Proteine gefunden, fur die eine Beteiligung an der DNS-Replikation zu vermuten
ist. Es wurden Homologe des DNS-Bindeproteins (E44), der DNS-Polymerase
(E54), des Major DNA-binding Proteins (E57) und der drei Helicase-Primase
Untereinheiten (E70, E102, E105) gefunden. Die Sequenzidentitat dieser Proteine
zu den MCMV-Homologen variiert von 43,4 % (E102) bis 70,8 % (E44). Die
Ubereinstimmung zu den RCMV-M Homologen ist in allen Fallen geringer und
schwankt zwischen 29,5 % (E102) und 63,6 % (E44).

Bisher wurden in MCMV und RCMV-M jeweils nur vier Proteine identifiziert, die
am Nukleotidmetabolismus beteiligt sind (Rawlinson et al., 1996; C Vink et al.,
2000). Homologe dieser Proteine (Ribonukleotidreduktase (E45), UTPase (E72),
Phosphotransferase (E97), Uracil DNS-Glycosylase (E114)) wurden ebenfalls in
RCMV-E gefunden. Mit Ausnahme von E72 (MCMV: 36,5 %; RCMV-M 44,8 %),
weisen alle Proteine eine hdhere Sequenzidentitat (42,1 % bis 56,6 %) zu den

MCMV-Homologen auf.

Strukturproteine

Die Strukturproteine bauen das Kapsid und das zwischen Kapsid und Virushille
liegende Tegument auf. Zu allen aus MCMV und RCMV-M bekannten Struktur-

proteinen wurden Homologe in RCMV-E gefunden.

Das Kapsid wird aus dem major capsid protein (E86) und dem minor capsid
protein (E46) gebildet. Diese Proteine weisen eine uberdurchschnittlich hohe

Sequenzidentitat von 77 % zu den MCMV-Homologen auf.

An der Ausbildung des Teguments sind das upper matrix protein (E82), das lower
matrix protein (E83), sowie das major tegument phosphoprotein (E32) und das
small tegument phosphoprotein (E99) beteiligt. Die beiden Matrixproteine weisen
nur eine geringe Sequenzidentitat 20 % (E82) bis 28 % (E83) zu den Homologen
in MCMV und RCMV-M auf, wahrend die Ubereinstimmung der Phosphoproteine
zwischen 31% (E32) und 44 % (E99) betragt. Die Aminosaureidentitat zwischen
MCMV und RCMV-M bewegt sich bei diesen vier Proteinen im selben Rahmen
(R82/M82: 31 %; R83/M83: 33 %; R32/M32: 38 %; R99/M99: 40 %).
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Immediate Early (IE)-Proteine

Der fur die Immediate Early-Gene kodierende major immediate early (MIE)-Lokus
ist in allen CMV bekannt und kodiert fir zwei Proteine. Diese |IE-Proteine dienen
als Transkriptionsfaktoren fur die Early-Gene und sind an der Regulation der
lytischen und latenten Infektion beteiligt (Stinski & Isomura, 2008). In RCMV-E
befindet sich der MIE-Lokus zwischen den Leserahmen E121 und el24 und
kodiert fur die Proteine IE1 und IE2. RCMV-M und MCMV kodieren ebenfalls in
diesem Bereich fur die IE-Proteine. In MCMV wird das von den Exons 2,3 und 5
kodierte Protein jedoch nicht als IE2 sondern IE3 bezeichnet (Rawlinson et al.,
1996). Die Sequenzidentitat zwischen den RCMV-Proteinen IE1 und IE2 zu den
Homologen in MCMV und HCMYV ist mit 19 bis 31 % sehr niedrig. Untersuchungen
des RCMV-E MIE-Lokus und der von ihm gebildeten Transkripte, zeigte eindeutig,
dass es sich um die IE-Proteine handelt (Gordon R Sandford et al., 2010).

Genfamilien

Im Rahmen der BlastP-Analysen konnten funf der 14 fir Cytomegaloviren
beschriebenen Genfamilien identifiziert werden. Vier dieser Familien US22, UL25,
UL82 und GPCR (G protein-coupled receptor) sind auch in HCMV beschrieben
(Chee et al., 1990). Die m145-Familie wurde erstmals von Rawlison et. al bei der

Sequenzierung von MCMV-Smith beschrieben (Rawlinson et al., 1996).

US22-Familie (pfam02393)

Die US22-Familie ist in allen B-Herpesviren zu finden und zeichnt sich vorwiegend
durch die konservierte Doméne 00CCXD/E(X); . ,0XX0G und GXXoXoXWP aus
(Chee et al., 1990). ,X* steht in diesen Motiven fur eine beliebige Aminosaure und
,0° fur eine basische Aminosaure. In RCMV-E wurden Ubereinstimmende Motive
in den Proteinen E23, E24, e25.1, e25.2, E26, E36 E43, €139, €140, el41, el42
und e143 gefunden.

UL25-Familie (pfam04637)

Die UL-25-Familie beinhaltet Proteine die an der Verpackung der DNS in das
Virion beteiligt sind (Ali et al. 1996; McNab et al. 1998). Beinhaltet sind die
Proteine UL25 und UL35, M25 und M35 bzw. R25 und R35 in HCMV bzw. MCMV
und RCMV-M (Chee et al., 1990; Rawlinson et al., 1996; Vink et al., 2000). Die

Zuteilung zu dieser Familie basiert nicht auf einem bestimmten Motiv, sondern auf
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der Sequenzidentitat des untersuchten Proteins zu den Mitgliedern dieser Familie.
Die BLAST-Analyse ergab fiur die drei RCMV-E Proteine E25 und E35 auch E77
eine Zuordnung zu dieser Familie. Da die MCMV und RCMV-M Proteine M77 und
R77 bislang nicht als Mitglieder der UL25-Familie beschrieben sind, wurden diese
ebenfalls auf eine Sequenzidentitat Uberpruft. Die Analyse von M77 und R77

ergab fur diese Proteine ebenfalls eine Zugehdrigkeit zur UL25 Familie.

UL82-Familie (pfam05784)

Bei den in der UL82-Familie gruppierten Proteine handelte es sich um
Phosphoproteine, die mafigeblich fur den Zellzyklusarrest in der G;-Phase
verantwortlich sind (Kalejta & Thomas Shenk, 2003). Sie wurde erstmalig bei der
Sequenzanalyse des HCMV (AD169) beschrieben (Chee et al.,, 1990). Die
RCMV-E Phosphoproteine E82, E83 und E84 wurden als Mitglieder der UL82-

Familie identifiziert.

GPCR-Familie (pfam00001)

Die GPCR-Familie ist durch ihre Ahnlichkeit zu G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
gekennzeichnet. Alle verfigen Uber eine 7-Transmembran-Doméane, wahrend die
umliegenden Sequenzbestandteile stark variieren kénnen (Vink et al., 1999). Wie
auch in MCMV und RCMV-M wurden nur zwei Proteine identifiziert, E33 und E78,
die Uber eine 7-TM-Domane verfigen. E33 zeigt mit bis zu 66 % eine gute
Sequenzibereinstimmung zu M33 und R33, wahrend E78 mit maximal 24 %
Sequenzidentitat nur eine sehr geringe ldentitat zu M78 und R78 aufweist.

m145-Familie (keine pfam)

Die m145-Familie umfasst bei MCMV 11 und bei RCMV-M 15 Proteine (Rawlinson
et al., 1996; Vink et al., 2000). Da sich diese Proteinfamilie durch kein definiertes
Motiv auszeichnet, sondern die Zugehdrigkeit zu dieser Familie sich aus der
Sequenzahnlichkeit der Proteine untereinander ergibt (Rawlinson et al., 1996),
wurden vorlaufig alle RCMV-E Proteine, die als Homologe zu Proteinen der m145-
Familie identifiziert wurden, dieser Proteinfamilie zugeordnet. Insgesamt konnten
die Proteine el152, e152.1, el52.2, el53, e153.1, el55 und e155.1 als Homologe
von Proteinen dieser Familie identifiziert werden. GemalR} dieser vorlaufigen

Einteilung kodiert RCMV-E fir nur sieben Proteine der m145-Familie.
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Leserahmen ohne Homologe in MCMV und RCMV-M

Die drei ORFs RCTL2, €127 und ORF8 kodieren fur Proteine, die bislang nicht in
anderen CMVs beschrieben wurden. e127 ist ein Homolog des Rattenproteins
Ox2 (CD200) und bindet an den Rezeptor CD200R (Foster-Cuevas et al., 2011).
Die Expression des zweiten viralen C-Typ-Lektin-ahnlichen Proteins und ORF8
wurde durch RACE-Analysen in der Arbeitsgruppe nachgewiesen (Eckhardt, 2007;
Friedrich, 2007), jedoch konnte keinem der beiden Proteine bislang eine Funktion

zugeordnet werden.

Bei den 18 verbleidenden ORFs (ORF1 - 7 und ORF9 - 19) handelt es sich um
putative Leserahmen, zu denen keine Homologe identifiziert werden konnten und
deren Expression noch nicht bestatigt wurde. Sie befinden sich, ahnlich den
putativen Proteinen von MCMV und RCMV-M, vorwiegend an den Enden des
Genoms. Die beiden Leserahmen ORF4 und ORF5 sind nicht an den Enden
lokalisiert und reprasentieren Positionshomologe zu Proteinen, die sowohl in
MCMV als auch RCMV-M kodiert sind. ORF4 befindet sich am entsprechenden
Lokus von m58 und r58 und ORF5 an der Position von m106 bzw. r106. Die
Sequenzunterschiede der ORFs zu ihren Positionshomologen sind jedoch zu grof3

um sie, entsprechend der definierten Regeln, als e58 oder €106 zu bezeichnen.

4.1.3 Phylogenetische Eingruppierung von RCMV-E

Fur die phylogenetische Eingruppierung von Cytomegaloviren wird meist ein
reprasentatives Set konservierter Proteine aus verschiedenen Schritten des
Replikationszyklus verwendet (McGeoch, et al.,, 2000). Welche Proteine fur die
Analyse herangezogen werden, ist nicht standardisiert und richtet sich nach den
verfugbaren Sequenzinformationen der zu vergleichenden Viren. Fur die
Eingruppierung des RCMV-E wurden die Proteine der DNS-Polymerase (E54),
des Glykoproteins B (E55), der Terminase Untereinheit (E56), des single strand
binding protein (E57), des major capsid protein (E86) sowie der Terminase (E89)
und der DNS-Helicase (E105) untersucht.

Die Auswahl der Vergleichsviren spielt eine ebenso wichtige Rolle wie die
Auswahl der Proteine. In vorangegangen Arbeiten wurde bereits gezeigt, dass es
sich bei RCMV-E um ein B-Herpesvirus im Genus Muromegalovirus handelt
(Ehlers et al.,, 2007; Teterina, Richter, Matuschka, Ehlers, & Sebastian Voigt,
2009). Dieses Genus beinhaltet auch die Viren RCMV-M und MCMV. Somit
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konnte bei der Auswahl der Vergleichsviren darauf verzichtet werden, a- und vy-
Herpesviren in die phylogenetische Analyse zu integrieren. Fir die Beantwortung
der Frage, ob es sich bei RCMV-E um eine eigene Virusspezies oder nur einen
Subtyp von RCMV-M handelt, musste das Set an Viren zwei Charakteristika
erfillen. 1. Es musste eine ausreichende Anzahl distinkter Virusspezies enthalten
sein, die sich anhand der ausgewahlten Proteine voneinander unterscheiden
lassen. 2. Es sollten auch verschiedene Subtypen einer Spezies enthalten sein,
die eine gemeinsame phylogenetische Gruppe (Klade) bilden. Nur wenn diese
beiden Grundvoraussetzungen im ausgewahlten Modell klar zu trennen sind, kann

das Ergebnis als reprasentativ betrachtet werden.

Die Auswahl der distinkten CMV-Spezies umfasste die Nagerviren MCMV,
RCMV-M und das CMV der Meerschweinchen (GPCMV), die beiden
Primatenviren Rhesus-CMV (RhCMV) und Schimpansen-CMV (ChCMV) sowie
das humane Cytomegalovirus (HCMV). Die Subspezies wurden durch die flnf
MCMV-Isolate Smith, K181, G4, WP15B und C4A sowie die beiden HCMV-

Varianten AD169 und Merlin reprasentiert.

Das verwendete Jones-Taylor-Thornton-Modell (JTT) (Jones et al., 1992)
berucksichtigt nicht nur die direkten Sequenzunterschiede, sondern auch
notwendige Ubergangsmutationen und Austausche zwischen basischen, neutralen
und sauren Aminosauren. Zur Erhdéhung der Verlasslichkeit der Stammbaume
wurden folgende zuséatzliche Parameter in die Berechnung integriert: 1) Es wurde
fur alle Viren die gleiche Mutationsrate angenommen (+G), 2) ein geschétzter
Anteil invarianter Aminosauren (+l), bedingt durch die funktionellen Domanen der

Proteine und 3) die Haufigkeit der Aminosauren in der Proteinsequenz (+F).

Zur statistischen Absicherung wurden 1.000 Wiederholungen der Stammbaum-
berechnung durchgefiihrt und der Consensus-Stammbaum berechnet. Anhand
des dabei ermittelten Bootstrap-Werts lasst sich eine Aussage daruber treffen, wie
verlasslich die Verzweigungen im Stammbaum sind. Die Bootstrap-Werte geben
den prozentualen Anteil der Einzelbaume an (in diesem Fall 1.000), bei denen die
jeweilige Verzweigung errechnet wurde. In Fachblichern werden meist Bootstrap-
Werte uber 50 - 70 % als verlasslich angegeben (Knopp & Miiller, 2009; Lemey et
al., 2009). Bei dem vorliegenden Datenset konnte von einer hohen Verwandtschaft
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der Viren ausgegangen werden, sodass nur Bootstrap-Werte tber 70

beriicksichtigt wurden.

Zur Vereinheitlichung der Darstellung wurde fir alle Baume das GPCMV als
Wurzel verwendet. Bevor die Eingruppierung von RCMV-E betrachtet wurde,
wurde die Erfullung der Grundvoraussetzungen uberprift. Samtliche MCMV-
Varianten bilden in allen Stammb&aumen eine gemeinsame Klade, die sich deutlich
von beiden RCMV abgrenzt. Die beiden HCMV-Isolate AD169 und Merlin bilden
ebenfalls eine gemeinsame Klade. Dass die unterschiedlichen Virusspezies
zuverlassig voneinander getrennt werden, wird durch die beiden Primaten-CMVs
gezeigt, die sich mit Bootstrap-Werten von Uber 75 voneinander und auch von
HCMYV abgrenzen. Da die Grundvoraussetzungen mit statistischer Absicherung in
Form von Bootstrap-Werten erfillt waren, konnte die Eingruppierung von RCMV-E

als verlasslich angesehen werden.

Die DNS-Polymerase (Abbildung 7 A) zeigt eine etwas hohere Verwandtschaft zu
RCMV-M als zu den Proteinen der unterschiedlichen MCMV. Die Glykoproteine B
(Abbildung 7 B) von RCMV-M und MCMV weisen eine hdhere Verwandtschaft
zueinander als zum entsprechenden RCMV-E Protein auf. In allen anderen Féallen
(Abbildung 7 C - G) ist die Abgrenzung von RCMV-E zu MCMV und RCMV-M
deutlich unterstitzt und zeigt eine nahere Verwandtschaft zu MCMV. Im Einzelnen
betrachtet grenzen sich die Einzelproteine des RCMV-E mit verlasslichen
Bootstrapwerten (>85) von den Proteinen von MCMV und RCMV-M ab. Durch das
Zusammenfiigen aller Proteinsequenzen zu einem artifiziellen Fusionsprotein
wurde die Translation eines ,Mini-Genoms® der einzelnen Viren generiert. Ziel
dieses Ansatzes war es zu prufen, ob die Sequenzunterschiede, die zur
abweichenden Eingruppierung der RCMV-E DNS-Polymerase und des
Glykoproteins B fuhrten, mit den Sequenzunterschieden der anderen Proteine zu
einer veranderten Eingruppierung von RCMV-E fiuhren wirden. Dieses
Fusionsprotein spaltet sich im phylogenetischen Stammbaum (Abbildung 7 H)
eindeutig von den Fusionsproteinen von RCMV-M und MCMV ab und bestatigt die
Ergebnisse der Einzelstammbédume. Da die Kladenbildung der Vergleichsviren
sich ebenfalls bestétigt ist es unwahrscheinlich, dass es sich bei dieser

Abgrenzung um ein Artefakt handelt.
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Aufgrund dieser Daten ist davon auszugehen, dass sich RCMV-E nicht in jungerer
Zeit aus einem der anderen Cytomegaloviren entwickelt hat. Vielmehr ist
anzunehmen, dass alle drei Viren sich aus einem gemeinsamen Vorlaufervirus

entwickelt haben und als distinkte Spezies zu betrachten sind.
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Abbildung 7: Phylogenetische Analysen konservierter CMV-Gene.

Sowohl die Stammbé&ume der einzelnen Proteine (A - G) als auch der des artifiziellen Fusionsproteins (H)
wurden durch eine maximum likelihood Analyse unter Verwendung des JTT+F+G+l Models erstellt (siehe
auch 3.5.2) und jeweils das GPCMV-Protein als Wurzel festgelegt. Es sind jeweils die aus 1.000 Replikaten
errechneten Consensus-Stammb&ume dargestellt. Die Ergebnisse der Bootstrap-Analyse sind an den
jeweiligen Verzweigungen angegeben. Der Skalierungsbalken reprasentiert 0,1 Austausche je Position.
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4.2 Molekulare und funktionelle Charakterisierung des RCMV C-
Typ-Lektin &hnlichen Proteins (RCTL)

Voigt et al. beschrieben 2001 den Leserahmen eines C-Typ-Lektin-ahnlichen
Proteins (RCTL) mit einer flr eukaryotische Gene typischen Intron-Exon-Struktur.
Anhand vergleichender Wachstumskurven des RCMV-E wt mit einer RCTL-
Deletionsmutante konnte bei der Erstbeschreibung des RCTLs gezeigt werden,
dass das Protein fur die Replikation in vitro nicht essentiell ist (Voigt et al., 2001).

4.2.1 Struktur von RCTL und dessen Homologen

In vorangegangenen Untersuchungen konnte bereits die Verwandtschaft zwischen
RCTL und dem ClIr-B aus Rattus norvegicus (rClr-b) nachgewiesen werden (Voigt
et al., 2007). Erganzend dazu wurde RCTL mit dem RCMV-M Leserahmen r153
und dem zweiten RCMV-E Lektin RCTL2 verglichen. Die drei viralen Proteine
verfugen Uber die gleiche Intron-Exon-Struktur wie das zellulare Homolog rClir-b.
Dies deutet darauf hin, dass alle drei Gene im Zug der Anpassung an den Wirt aus
dessen Genom Ubernommen wurden. Die begrenzte Kodierungskapazitat viraler
Genome bewirkt im Laufe der Evolution eine Verkirzung auf diese Art erworbener
Gene, so werden die nicht kodierenden Introns und Proteindomanen, die im
viralen Kontext keine Rolle spielen, verklrzt. Der ORF des zellularen rClir-b ist mit
8,7 kBp signifikant grol3er als die Leserahmen von r153 (0,8 kBp), RCTL (1,9 kBp)
und RCTL2 (0,8 kBp) (Abbildung 8 B). Neben der drastischen Reduktion der
Intronlangen wurden auch die C-terminal gelegenen cytoplasmatischen Doménen
von RCTL und rl153 verkirzt und stark modifiziert (Abbildung 8 A), wodurch
potentiell zellulare Regulationsmechanismen in ihrer Funktion eingeschrankt
werden konnten. Die fur RCTL2 und r153 kodierenden Bereiche bestehen aus nur
4 Exons, sind beide mit nur 0,8 kBp &hnlich grof3 und befinden sich am Ende des
jeweiligen Genoms. Sequenzvergleiche (Abbildung 8 A & C) zeigen jedoch eine
hohere Ubereinstimmung zwischen RCTL und r153. Die positionellen und
strukturellen Unterschiede sprechen dafir, dass RCMV-M und RCMV-E die

Proteine unabhangig voneinander erworben haben.
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Abbildung 8: Gegeniiberstellung des Genaufbaus von RCTL und dessen Homologen

A Sequenzvergleich der Proteinsequenzen des Ratten Clr-b (rClr-b), RCMV-M Lektin r153 und der beiden
RCMV-E C-Typ Lektine (RCTL und RCTL2). B Schematische Darstellung der Intron-Exon Struktur der vier
Proteine. Die Boxen reprasentieren die Exons und die Linien die Introns. Unter dem jeweiligen Gen ist die
Lange des Leserahmens in kBp angegeben. C Nukleinsdure- bzw. Aminosaureidentitat von rClr-b, RCTL,
RCTL2 und r153 gemessen in Prozent, bestimmt durch den direkten Vergleich mittels Geneious.

Die Identitat von rCirb zu RCTL und r153 betragt auf Nukleinsdureebene etwa
66 % bzw. 57 % und auf Proteinebene 60 % bzw. 41 %. Die Identitat zu den
anderen Proteinen fallt bei RCTL2 mit 44 % und ca. 20 % deutlich niedriger aus.
Es ist mdglich, dass es sich bei RCTL2 um ein virales C-typ-Lektin-ahnliches
Protein mit immunevasiver Bedeutung handeln koénnte, dessen Funktion sich
jedoch von RCTL und r153 unterscheidet. Bei Untersuchungen konnten bereits
Expression und die Lokalisierung an der Zelloberflache, aber noch keine Funktion
nachgewiesen werden (Friedrich, 2007).

Zusammengenommen legen die Ergebnisse den Verdacht nahe, RCTL und r153
konnten funktionell wie auch das rCir-b an der NKRP1-vermittelten Regulation der
NK-Zell-Aktivitat beteiligt sein.

4.2.2 Regulation von RCTL und rClr-b in RCMV-E infizierten REFs
Voruntersuchungen mittels konventioneller RT-PCR zeigten, dass unmittelbar
nach Infektion von REF mit RCMV-E wt RCTL exprimiert und die Transkription des
endogenen rClr-b blockiert wird (Voigt et al., 2007).

Zur detaillierten Aufklarung der Kinetik wurden quantitative PCRs (qPCR) fir die

oben genannten Gene etabliert. Als Referenzgen wurde das zellulare c-myc

64



Ergebnisse

ausgewahlt. Neben dem RCMV-E wt Virus wurden noch eine RCTL-
Deletionsmutante (RCMV-E ARCTL) und eine Revertante (RCMV-E REV), in der
RCTL wieder lokusgetreu eingesetzt wurde, fur die Expressionsanalyse
verwendet. Binnen 72 h nach Infektion wurden Proben entnommen und die
Expression von RCTL, rCir-b und CLEC2D5, bezogen auf c-myc, bestimmt
(Abbildung 9). Sowohl CLEC2D5 und r-Clrb gehéren zu den CLEC2D-Liganden
(Hao et al., 2006). In den Transkriptionsanalysen diente es als unbeeinflusste

Kontrolle fir die Expression von rClr-b.
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Abbildung 9: Quantitative Bestimmung der Expression von RCTL, rClr-b und dem Kontroll-Lektin
CLEC2D5 nach Infektion von REFs mit den Viren RCMV-E wt, RCMV-E ARCTL und RCMV-E REV

Die isolierte RNS wurde unter Verwendung von MULV-RT in cDNS umgeschrieben, vermessen und wie unter
3.2.14 beschrieben in einer gPCR quantifiziert. In den Graphen ist die auf das Referenzgen c-myc
normalisierte Expression Uber einen Zeitraum von 72 h nach Infektion aufgetragen. Messwerte unterhalb der
Nachweisgrenze sind auf der X-Achse aufgetragen.

Bereits 6 h nach Infektion mit RCMV-E wt und REV erreicht die Expression von
RCTL ein deutlich hoéheres Niveau als das endogene rClr-b. In allen drei
Infektionsansatzen sinkt die Expression von rClr-b nach 24 h deutlich ab und bleibt
auf einem Niveau knapp oberhalb der Nachweisgrenze, wahrend die Transkription
von CLEC2D5 nahezu unbeeinflusst bleibt.

FACS-Analysen bezuglich der Proteinexpression von RCTL und rClr-b zeigten

eine rasche Depletion von rClr-b binnen 14 h und eine Oberflachenlokalisation des
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RCTLs 6 h nach Infektion (Voigt et al., 2007). Im Rahmen dieser Untersuchungen
wurde eine ubiquitare Expression von rClr-b auf peripheren Blutzellen und ihren
Vorlauferzellen im Knochenmark nachgewiesen, was die zentrale Bedeutung des

Proteins in der Regulation der NK-Zell-Aktivitat unterstreicht.

4.2.3 Klassifizierung von RCTL als Delayed Early-Gen

Wie eingangs erwahnt ist die Genexpression von Herpesviren kaskadenartig
reguliert. Dementsprechend werden die Gene in die Gruppen immediate early (IE),
early (E) und late (L) eingeteilt. IE-Gene werden sofort nach der Infektion
exprimiert und benétigen keinerlei weitere Genprodukte oder Transkriptions-
faktoren. Early-Gene sind auf die IE-Proteine angewiesen, und ihre Transkription
l&sst sich durch die Zugabe von Cycloheximid (CHX), einem Inhibitor der
ribosomalen Proteinsynthese, hemmen (Obrig et al., 1971). Die Expression der
L-Gene ist zwingend an die Aktivitat der viralen DNS-Polymerase gekoppelt, deren
Aktivitat sich durch die Gabe von Phosphonoessigsaure (PAA) inhibieren lasst
(Reno et al., 1978). Die Transkription zellularer Gene wird durch Zugabe dieser
Chemikalien nicht beeinflusst.

Um zu bestimmen, ob es sich bei RCTL um ein IE- oder E-Gen handelt, wurden
REFs mit RCMV-wt infiziert und unter gleichzeitiger Gabe von CHX bzw. PAA
inkubiert. Nach 6 h (CHX), respektive 9 h (PAA), wurde die Gesamt-RNS
prépariert und in einer auf c-myc normalisierten gPCR vermessen. Die Expression
der beiden Wirtsgene CLEC2D5 und rClir-b wurde wie erwartet durch keine der
beiden Chemikalien inhibiert (Abbildung 10 A & B). Die Transkription RCTL-
spezifischer mRNS hingegen wurde in Anwesenheit von CHX fast vollstandig
gehemmt, wéhrend die alleinige Zugabe von PAA keinerlei Einfluss hatte
(Abbildung 10 A). Aufgrund dieser Hemmung ist RCTL eindeutig als Delayed

Early-Gen einzustufen.
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Abbildung 10: Eingruppierung von RCTL als Early-Gen.

REFs wurden in Ab- und Anwesenheit von Cycloheximid (CHX) oder Phosphonoessigsaure (PAA) mit
RCMV-E wt infiziert. 6 h (CHX) bzw. 9 h (PAA) nach Infektion wurde Gesamt-RNS prapariert und die
Expression der Gene RCTL (A), CLEC2D5 (B) und rClr-b (C), normalisiert auf das Referenzgen c-myc
gemessen. Mock reprasentiert einen nicht infizierten Kontrollansatz und -/+ steht fur die Zugabe der jeweiligen
Chemikalie im Infektionsansatz.

4.2.4 Bedeutung von RCTL fur die in vivo Infektion

Phylogenetische Analysen zeigten eine Diversitat in den moglichen NKR-P1-
Rezeptoren verschiedener Ratten-Laborstamme, wéhrend die dazugehdrigen
Liganden kaum Unterschiede aufwiesen (Voigt et al.,, 2007). Aus diesem Grund
wurden Bindungsstudien mit RCTL und den NKR-P1-Rezepetoren verschiedener
Rattenstamme durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass RCTL eine hohe Affinitat zu
NKRP1-B des Rattenstammes WAG aufweist und deutlich schwécher an die
Rezeptoren NKR-P1A und NKR-P1B der SD-Ratten bindet (Voigt et al., 2007).
NKR-P1B ist der nattrliche inhibitorische Rezeptor von rCir-b, wahrend NKR-P1A
nach Ligandenbindung die NK-Zell-vermittelte Lyse stimuliert. Wirde RCTL die
inhibitorische Funktion des rClr-b ersetzen, sollte dies in WAG-Tieren deutlich zu
erkennen sein. Die schwachere und parallele Bindung an den stimulierenden
Rezeptor wirde diesen Effekt in SD-Ratten mildern oder ganzlich aufheben.
Deshalb wurden die Infektionsversuche mit Tieren dieser beiden Stadmme

durchgefubhrt.
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Zur Gewabhrleistung einer ausreichenden und vergleichbaren Infektion wurde die
Infektionsdosis durch Rucktitration der Injektionsverdinnung bestatigt. Die
bisherigen Untersuchungen deuteten darauf hin, dass RCTL als funktionelles
Homolog des Wirtsproteins rClr-b fungiert. Die Ergebnisse der Rezeptor-
bindungsstudie lieBen jedoch vermuten, dass die Wirkung stammspezifisch
variieren konnte. Demzufolge wurden fur die in vivo Studie die beiden
Rattenstamme WAG und SD ausgewahlt. Sollte RCTL, wie zu diesem Zeitpunkt
postuliert, rClr-b ersetzen und die infizierten Zellen vor NK-Zell-mediierter
Zerstorung schitzen, sollte der Virustiter in mit RCMV-E ARCTL infizierten Tieren
niedriger als in RCMV-E wt und RCMV-E REV infizierten Tieren sein. Eine
Depletion der NK-Zellen hingegen sollte in der Lage sein, den Verlust von RCTL

zumindest in Teilen zu kompensieren.

Am Tag 3 nach Infektion wurden die Tiere getdtet und die Viruslast in Milz und
Leber durch Plaque Assay bestimmt. In WAG-Ratten wurden in Anwesenheit der
NK-Zellen (UND) in RCMV-E wt und RCMV-E REV infizierten Tieren nahezu
identische Titer gemessen, wahrend die Viruslast in den Organen der mit ARCTL
infizierten Tiere unterhalb der Nachweisgrenze von 1 x 10? pfu/Organ bzw. pfu/g
lag (Abbildung 11 A). Die antikorpervermittelte Depletion der NK-Zellen (NKD)
hatte in RCMV-E wt und RCMV-E REV infizierten Tieren keinen Einfluss auf die
ermittelten Titer. Bei den mit dem RCMV-E ARCTL infizierten Tieren stieg der Titer
etwa auf das gleiche Niveau wie in den Organen der anderen Versuchstier-
gruppen. Um auszuschliel3en, dass der beobachtete Titerverlust die Folge einer
ausgebliebenen Infektion war, wurden in allen Organproben mittels qPCR die
Genomaquivalente bestimmt und auf das Wirtsgen c-myc normalisiert (Abbildung
11 B). In sdmtlichen Organproben der mit RCMV-E ARCTL infizierten Tiere, deren
NK-Zellen depletiert wurden, konnte RCMV-DNS nachgewiesen werden. Die in
allen anderen Proben gemessenen relativen Kopienzahlen waren erwartungs-
gemal’ deutlich hdher, unterschieden sich untereinander jedoch nicht signifikant

und bestétigten somit die Resultate der Plaque Assays.
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Abbildung 11: Titerbestimmung der WAG Ratten mittels Plaque-Assay und qPCR

A Virustiter (PFU) in Milz und Leber der WAG-Ratten 3 Tage nach Infektion mit den Viren RCMV-E wit,
RCMV-E ARCTL und RCMV-E REV. Titer sind in einer Logio-Skalierung aufgetragen. Die
Standardabweichung ist um das geometrische Mittel (-) aufgetragen. Die gestrichelte Linie gibt die
Nachweisgrenze des Plaque-Assays an. In grau sind die Tiere mit NK-Zellen (UND) und in weil3 die Tiere, bei
denen die NK-Zellen depletiert wurden (NKD), dargestellt. Die Titer der mit RCMV-E ARCTL infizierten Tiere
und derjenigen, deren NK-Zellen depletiert wurden, unterscheiden sich signifikant (p<0,05) von allen anderen
Tiergruppen.

B Die Viruslast wurde parallel in denselben Organen mittels Tagman-PCR bestimmt und die viralen
Genomkopien mittels des Wirtsgens c-myc normalisiert. Die dargestellte Viruslast wurde aus dem Mittelwert
aller Tiere der jeweiligen Gruppe gebildet und mit der Standardabweichung auf einer Logio-Skala aufgetragen.
Mit Ausnahme der RCMV-E wt infizierten Tiere, deren NK-Zellen nicht depletiert wurden (UND) (p>0,05)
unterscheiden sich die Titer der mit RCMV-E ARCTL infizierten NKD-Tiere signifikant (p<0,05) von den
anderen Tiergruppen.

Die in vivo Studien zeigen deutlich, dass RCTL in WAG-Ratten essentiell fur die
Etablierung einer Infektion ist und der Verlust dieses Gens durch die Depletion der

NK-Zellen kompensiert wird.

Zeitgleich mit dem eben beschriebenen Infektionsversuch wurden unter
identischen Bedingungen und gleicher Gruppenzusammenstellungen auch
SD-Ratten infiziert und die Viruslast in den Organen mittels Plaque-Assay und
gPCR untersucht. Interessanterweise ist der mittlere Organtiter auch ohne die
Depletion der NK-Zellen bei allen drei injizierten Viren identisch. Die bestimmten

Virustiter sind jedoch signifikant niedriger als in den Organen der WAG-Tiere. Die
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NK-Zell-Depletion bewirkt in SD-Ratten einen Anstieg des mittleren Organtiters um
ca. das Zehnfache, was in etwa dem zuvor in den WAG-Ratten bestimmten
mittleren Titer entspricht. Auch diese Ergebnisse konnten in gPCR-Assays

bestatigt werden.
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Abbildung 12: Titerbestimmung der SD-Ratten mittels Plaque-Assay und gPCR

A Virustiter (PFU) in Milz und Leber der SD-Ratten 3 Tage nach Infektion mit RCMV-E wt, RCMV-E ARCLT
und RCMV-E REV. Titer sind in einer Logio-Skalierung aufgetragen. Die Standardabweichung ist um das
geometrische Mittel (-) aufgetragen. Die gestrichelte Linie gibt die Nachweisgrenze des Plague-Assays an. In
grau sind die Tiere mit NK-Zellen (UND) und in weil3 die Tiere, bei denen die NK-Zellen depletiert wurden
(NKD), dargestellt. Die Titer der RCMV-E ARCTL infizierten, NK-Zell-depletierten Tiere unterscheidet sich
nicht signifikant (p<0,05) von den anderen Tiergruppen.

B Die Viruslast wurde parallel in denselben Organen mittels Tagman-PCR bestimmt und die viralen
Genomkopien mittels des Wirtsgens c-myc normalisiert. Die dargestellte Viruslast wurde aus dem Mittelwert
aller Tiere der jeweiligen Gruppe gebildet und mit der Standardabweichung auf einer Logio-Skala aufgetragen.
Der Titer der mit RCMV-E ARCTL infizierten Tiere ohne NK-Zell Depletion (UND) unterscheidet sich
signifikant (p<0,05) von den Titern der Tiergruppen RCMV-E wt und RCVM-E REV Tieren, deren NK-Zellen
depletiert wurden (NKD), jedoch nicht von denen der mit RCMV-E ARCTL infizierten NKD-Tiere.

Wie bereits angenommen zeigen diese Ergebnisse, dass der Einfluss von RCTL
auf das Infektionsgeschehen stammspezifisch ist und die Divergenz in den
NKR-P1-Allelen die Wirkung pathogen-assoziierter Evasionsmechansimen be-
einflussen kann. Da der Verlust von RCTL in SD-Ratten die Etablierung einer
Infektion nicht beeintrachtigt, ist davon auszugehen, dass im Genom weitere Gene

vorhanden sind, die die Aktivitat von NK-Zellen inhibieren.
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4.3 Reparatur des defekten RCMV-E ABAC

Die Klonierung der RCMV-E als infektidses BAC sollte die zuklinftige Mutagenese
des RCMV-E deutlich erleichtern. Der Transfer des viralen Genoms in E.coli bringt
zahlreiche Vorteile mit sich. 1. In E.coli stehen schnelle, hocheffiziente und gut
kontrollierbare Rekombinationssysteme zur Verfigung. 2. Es handelt sich bei
BACs um Vektoren, die nur als Einzelkopie in den Bakterien vermehrt werden.
Durch einfache Plattierungstechniken kann somit schon zu Beginn der
Mutagenese klonal gearbeitet werden. 3. Durch die Entkoppelung der DNS-
Replikation vom viralen Infektionszyklus kénnen auch essentielle Gene mutiert

werden.

Zu Beginn dieser Arbeit existierte bereits ein BAC des RCMV-E. Dabei war eine
pHA2-BAC-Kassette an Position 175.436 des RCMV-E Genoms eingeflgt
worden. Das aus diesem rekonstituierte Virus enthielt zwischen den Leserahmen
el52 und el153.1 die BAC-Kassette (Abbildung 13 B). Im Rahmen dieser
Rekombination trat jedoch eine 7,7 kBp-Deletion auf. Durch Sequenzierung
konnte die genaue Position dieser Deletion zwischen Positionen 154.863 und
162.593 ermittelt werden (Abbildung 13 A). Diese Deletion hatte den Verlust der
nicht essentiellen Gene ECK bis €138 und die C-terminale Trunkierung der Gene
e128 und e139 zur Folge. Dieses Virus wird im folgendenden als RCMV-E ABAC

bezeichnet.

Fur in vivo Experimente muss die zuvor eingebaute Fremd-DNS wieder aus dem
viralen Genom entfernt werden, um auszuschlieRen, dass die von der BAC-
Kassette kodierten Gene einen Einfluss auf den Infektionszyklus haben. Die

Exzision wird Uber die an beiden Seiten flankierenden LoxP-Motive ermoglicht.

Durch Expression der CRE-Recombinase in mit dem RCMV-E BAC transfizierten
REFs wurde die BAC-Kassette wieder entfernt. Es blieb nur ein von zwei Pacl-
Restriktionsschnittstellen flankiertes LoxP-Motiv zuriick (Abbildung 13 C). Die so
generierten Viren waren mit Ausnahme des LoxP-Motivs genetisch identisch mit
dem RCMV-E wt. In den folgenden Experimenten werden diese Viren als RCMV-E
CRE bezeichnet.
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Abbildung 13: Schematische Darstellung der Klonierung der BAC-Kassette in das RCMV-E Genom

Oben befinden sich ein PositionmaRstab des RCMV-E Genoms mit einer Hindlll-Restriktionskarte. A Im Zuge
der Insertion der pHA2 BAC-Kassette wurden die Leserahmen der Gene €128 bis e139 teilweise oder
vollstéandig deletiert. B Die BAC-Kassette wurde ohne Unterbrechung viraler Gene zwischen €152 und €153.1
eingesetzt. C Nach Exzision der BAC-Kassette bleibt nur ein LoxP-Motiv in den RCMV-E CRE Viren zuruck.

4.3.1 Reinsertion des deletierten Genomabschnitts und
Plaguemorphologie

Durch Restriktionsverdau von Virion-DNS mit Nhel konnte ein 10,6 kBp Fragment
isoliert und in den Transfer-Vektor pst76KSR kloniert werden. In diesem Fragment
ist die im RCMV ABAC deletierte Region von zwei 1,3 kBp umfassenden, nicht
deletierten Bereichen flankiert. Uber diese homologen Bereiche erfolgte die
RecA-vermittelte Rekombination in E.coli (fur eine ausfihrliche Beschreibung
siehe 3.2.4). Um das Risiko mdglicher Nebenmutationen mdglichst gering zu
halten, wurde die Reinsertion in drei unabhangigen Ansatzen durchgefuhrt und die
Korrektheit mittels Restriktionsverdau bestétigt. Aus jedem dieser Ansatze wurde
RCMV-E BAC ausgewahlt und fur die nachfolgenden Untersuchungen verwendet.

Diese Viren werden im Folgenden als RCMV-E BAC 1 bis 3 bezeichnet.

Die Rekonstitution der Viren aus den BAC-Konstrukten erfolgte wie unter 3.3.6
beschrieben durch Transfektion von REF-Zellen. Die folgenden Experimente

wurden alle mit diesen rekonstitutierten Viren durchgefuhrt.

Nach Infektion von REFs mit dem RCMV-E ABAC zeigen diese eine deutlich
veranderte Zell- und Plaguemorphologie in Form von Syncytienbildung (Abbildung
14 B). Zellen, die entweder mit RCMV-E wt (A), RCMV-E BAC (C) oder

RCMV-E CRE infiziert wurden, zeigen eine Ubereinstimmende Morphologie der
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Zellen und Plaques. Da die mit den Viren RCMV-E BAC 2 und 3 infizierten Zellen
sich hinsichtlich Zell- und Plaquemorphologie nicht von den mit RCMV-E BAC 1

infizierten Zellen unterschieden, wird auf eine gesonderte Darstellung verzichtet.

‘ »

RCMIV-E BAC: R R RO B ERE

Abbildung 14: Plaguemorphologie unterschiedlicher RCMV-E Varianten

REFs wurden mit einer moi von 0,1 mit den Viren RCMV-E wt (A), RCMV-E ABAC (B), RCMV-E BAC (C) und
RCMV-E CRE (D) infiziert und nach 48 h bei 100-facher VergroRerung im Durchlicht bzw. unter
Fluoreszenzlicht, mit einem entsprechenden Filter fotografiert. Beide Aufnahmen wurden ubereinander gelegt,
um die infizierten Zellen deutlich zu kennzeichnen.

4.3.2 Wachstumskinetik des RCMV-E BAC

Viren, die eine BAC-Kassette enthalten, zeigen nicht selten ein verzégertes
Wachstumsverhalten und erreichen auch geringere Maximaltiter. Dies ist mitunter
auf die zusatzliche Fremd-DNS zuruckzufihren. Die Expression der
Cre-Rekombinase nach Transfektion von REFs mit den RCMV-E BAC Plasmiden
vermittelt die Exzision der BAC-Kassette aus dem viralen Genom. Dadurch
entsteht ein Virus, welches mit Ausnahme eines verbleibenden LoxP-Motivs mit
dem Wildtyp-Virus identisch ist. Diese RCMV-E CRE Viren sollten sich beziglich

der Wachstumskinetik von den Wildtypviren unterscheiden.

In den Ansatzen mit einer hohen Infektionsdosis (moi=3) (Abbildung 15 A & C)
werden statistisch alle Zellen bei Zugabe der Viren infiziert, und eine Infektion
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durch neu gebildete Viren spielt fir die Ausbreitung der Infektion eine geringere
Rolle. Bei niedriger Infektionsdosis (moi=0,01) (Abbildung 15 B & D) hingegen
werden nur etwa 1 % der ausgesaten Zellen zu Beginn infiziert. Benachbarte
Zellen werden erst durch die neugebildeten Viren infiziert. Die Dauer des
Replikationszykluses und die Anzahl der gebildeten infektiosen Partikel je Zelle

haben hier einen deutlich starkeren Einfluss.
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Abbildung 15: Wachstumskurven der Viren RCMV-E wt, RCMV-E BAC und RCMV-E CRE im Vergleich
REFs wurden mit einer hohen (moi=3; A; C), bzw. niedrigen (moi=0,01; B; D) Infektionsdosis infiziert und die
Viruslast nach den angegeben Zeitpunkten durch Plaque-Assay Titration bestimmt. Die Viren BAC 1, BAC 2
und BAC 3 enthalten die BAC-Kassette und wurden in unabh&ngigen Rekombinationen gewonnen. Bei den
Viren CRE 1, CRE 2 und CRE 3 wurde die BAC-Kassette mit Hilfe der Cre-Rekombinase entfernt.

Sowohl die Viren, die noch die BAC-Kassette tragen, als auch jene, in denen
diese wieder entfernt wurde, erreichen niedrigere Endtiter als das wt-Virus. Bei
einer hohen Infektionsdosis ist in den Ansatzen des RCMV-E wt auch nach 36 h
noch ein konstanter Anstieg des Titers zu beobachten, wahrend dieser sich in den
Ansatzen der RCMV-E BAC Viren deutlich abschwécht. Die CRE-Viren mit
Ausnahme von CRE 1 erreichen bereits nach 36 h den Endtiter. Eine niedrige
Infektionsdosis resultiert sowohl bei den BAC- als auch den CRE-Viren, verglichen

mit RCMV-E wt, schon nach 24 h in einer deutlichen Verzdogerung der

74



Ergebnisse

Virusproliferation. Bei der mikroskopischen Beurteilung der Zellvitalitat zu jedem
Mel3zeitpunkte wurde deutlich, dass sich in den nicht mit RCMV-E wt infizierten
Ansatzen die Zellen wesentlich eher vom Boden abldsten. Dies deutet auf einen
beschleunigten Tod der infizierten Zellen hin. Da Cytomegaloviren sich nicht nur
lytisch, sondern auch die Ausschleusung neugebildeter Viren aus der lebenden
Zelle vermehren, fuhrt ein beschleunigter Zelltod auch zu einer geringeren Zahl an
Nachkommenviren je infizierter Zelle.
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5 Diskussion

5.1 RCMV-E reprasentiert eine eigene Virusspezies innerhalb der
B-Herpesvirinae

Die beiden Isolate des Ratten-Cytomegalovirus RCMV-M und RCMV-E
unterscheiden sich bezuglich ihrer Genomgrof3e und ihres Restriktionsmusters
(Burns et al., 1988). Sequenzvergleiche basierend auf den partiell publizierten
Sequenzen des RCMV-E mit dem vollstandig sequenzierten RCMV-M Genom,
fuhrten zu der Annahme, dass es sich bei RCMV-E nicht um eine Subspezies des
RCMV-M, sondern eine eigene Virusspezies handelt (Beisser et al., 1998; Burns
et al., 1988; Casarosa et al., 2003; Vink et al., 2000; Voigt et al., 2005).

5.1.1 Vergleich des RCMV-E Genoms mit MCMV und RCMV-M

Die vollstandige Sequenzierung des RCMV-E Genoms und dessen Analyse ergab
deutliche Unterschiede zu vergleichbaren CMVs. Mit einer Genomgrof3e von nur
2,3 kBp ist RCMV-E ca. 30 kBp kleiner als jene von RCMV-M, MCMV und HCMV.
Wie auch RCMV-M und MCMV verfigt RCMV-E Uber ein Klasse F Genom
(Rawlinson et al., 1996; Vink et al., 2000). Der G+C-Gehalt des RCMV-E Genoms
liegt bei 40,3 % und ist bis auf die terminalen Bereiche gleichmalRig Uber das
Genom verteilt. Er liegt damit ca. 20 % niedriger als bei MCMV und RCMV-M. Ob
die Reduzierung des G+C-Gehalts von Vorteil fur die virale Replikation ist bleibt
noch unklar. Durch den reduzierten G+C-Gehalt wird auch die Anzahl der CpG-
Motive reduziert. Wie eingangs erwahnt werden diese durch TLR9 erkannt und so
die Interferon-Antwort induziert (Tabeta et al., 2004). Eine Verringerung dieser
CpG-Motive ginge somit mit einer Schwéachung bzw. Verzégerung der TLR9-
vermittelten Interferon-Antwort einher. Folglich waren auch die nachgeschaltete
Cytokinsekretion und Rekrutierung von Immunzellen an den Infektionsort
geschwacht. Khrutaslev et al. zeigten mittels in silico Analysen, dass virale und
bakterielle Proteine, die von Genen mit reduzierten G+C-Gehalt kodiert wurden
signifikant kirzere und weniger putative B-Zell-Epitope aufwiesen (Khrustalev &
Barkovsky, 2011). Somit wéare auch die humorale Immunantwort gegen RCMV-E
geschwacht. Beide Arbeiten sprechen daflr, dass die Reduzierung des G+C-
Gehalts zu einer verminderten Immunantwort und folglich einer effizienteren

Virusreplikation fuhrt.
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Schatzungen gehen davon aus, das CMVs mehr als 200 Gene kodieren (Pellett &
Roizman, 2006). Die Gene der Virusreplikation und der Strukturproteine sind in
allen Herpesviren konserviert und bilden den sogenannten Kern (Davison et al.,
2003). Die restlichen Gene, insbesondere diejenigen die der Immunevasion
dienen, variieren teilweise stark zwischen den Virusspezies und sind groR3tenteils

im Bereich der Genomenden lokalisiert.

In RCMV-E konnten insgesamt 139 ORFs identifiziert werden, in etwa 30 weniger
als fir RCMV-M oder MCMV beschrieben sind. Durch die reduzierte Genomgrol3e
sinkt auch die Kodierungskapazitat und erklart zum Teil auch die reduzierte Zahl
an ORFs. Die vier Leserahmen e113, e124, ORF6 und ORF16 wurden im Genom
annotiert, obwohl sie nicht die zuvor festgelegten Kriterien erfullten. Weder €113
noch el24 verfugen uber ein ATG als Start-Codon, jedoch wiesen diese
Leserahmen eine hohe Sequenzidentitat zu den beiden MCMV-Leserahmen m113
und ml124 auf. Die Funktion des ell3-Homologs m113 ist bislang noch nicht
geklart. Méglicherweise handelt es sich dabei um ein alternatives terminales Exon
einer Spleillvariante des Gens m112 (Buhler, et al., 1990; Rawlinson et al., 1996).
Der ORF e124 zeigt deutliche Ahnlichkeit zum C-terminalen Bereich des m124. Es
konnten in der Umgebung zu el24 keine weiteren Exons und Splei3stellen
identifiziert werden, die als potentieller N-Terminus des kodierten Proteins
fungieren kénnten. Anhand von MCMV-Deletionsmutanten konnte gezeigt werden,
dass ml124 nicht essentiell fur die Virusreplikation ist. Das Gen ist in der
sogenannten Enhancer-Region lokalisiert, die fur eine effiziente Expression der IE-
Gene notwendig ist (Angulo et al., 1998). Welche Konsequenzen die Trunkierung
von el24 auf die Replikation von RCMV-E hat wurde noch nicht untersucht. ORF6
erfillte mit nur 237 Nukleotiden nicht die geforderte Mindestlange von 300
Nukleotiden. Die Positionshomologie zu m119.4 aus MCMV suggeriert, dass es
sich mdglicherweise bei ORF6 um einen Leserahmen handelt, der mit €119.1 und
€119.2 zusammengefasst werden kann. Der schlechte pradiktive Wert von 0,4
fuhrte jedoch dazu, diesen Leserahmen nicht als €119.4, sondern als putativen
ORF6 zu benennen. ORF16 erflllte mit einer Lange von 201 Nukleotiden und
einer e-value von 0,009 nicht die Einschlusskriterien fir die Annotation als
RCMV-E Leserahmen. Da es sich bei dem potentiellen Homolog um das
Glykoprotein gp007 (Acc.-No.: NP_050182) des humanen Herpesvirus 6 (HHV6)
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handelte, wurde es dennoch aufgenommen. Ob diese vier Leserahmen tatsachlich

translatiert werden, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht.

Es ist zu vermuten, dass durch diese theoretische Analyse nicht alle Leserahmen
identifiziert wurden und auch in Zukunft weitere Gene in RCMV-E gefunden
werden. Dies betrifft insbesondere auf alternative Spleil3produkte, Gene die wie
RCTL nicht mit einem ATG als Start-Codon beginnen oder ORFs die innerhalb
anderer Leserahmen kodiert sind. Das Tupaia-Herpesvirus (THV) gehort ebenfalls
zu den Cytomegaloviren und verfugt mit 196 kBp Uber ein noch kleineres Genom
als RCMV-E. Bislang wurden bei THV unter Anwendung ahnlicher Kriterien, wie
sie zur Annotation des RCMV-E Genoms verwendet wurden, bereits 158 putative
Leserahmen identifiziert (Bahr & Darai, 2001). Die wohl effizienteste Methode zur
Identifizierung samtlicher im RCMV-E Genom kodierten Leserahmen ware eine
vollstandige Transkriptomanalyse mittels ultra deep sequencing.

Von den 139 in RCMV-E identifizierten Proteinen verfligen 118 tber Homologe in
RCMV-M und MCMV (siehe Tabelle 32). Von diesen 118 Proteinen zeigen 69 im
direkten Sequenzvergleich eine hohere Ubereinstimmung zu den Homologen aus
MCMV. Dies deutet darauf hin, dass RCMV-E einen hoheren Verwandt-
schaftsgrad zu MCMV als zu RCMV-M aufweist.

Fur den Vergleich der funktionellen Gruppen wurde davon ausgegangen, dass die
in RCMV-E kodierten Genprodukte die gleiche Funktion wie ihre Homologe in
MCMV und RCMV-M erfillen. Innerhalb der funktionellen Gruppen wiesen alle
Proteine in RCMV-E eine hohere Sequenzidentitat zu Homologen aus MCMV auf.
Auch bei den funf in RCMV-E identifierten Genfamilien wurde in den meisten
Féllen eine hohere Sequenzidentitat zwischen den RCMV-E Proteinen und den
MCMV-Homologen gefunden.

Die grof3te Diversitat zwischen den drei Virusgenomen findet sich an den Enden
(siehe Abbildung 6). Der linke Terminus, an dem die Viren einen Grol3teil der
Gene kodieren die keine Homologe in anderen CMVs aufweisen, ist bei MCMV mit
ca. 20 kBp am grof3ten und beinhaltet die m02-Familie (Rawlinson et al., 1996). In
beiden RCMV Uberspannt dieser Bereich lediglich 10 kBp und enthélt keine
Homologe zu Proteinen der m02-Familie. Diese Genfamilie wurde bislang
ausschlie3lich in MCMV beschrieben und beinhaltet die Proteine m02 bis m16
(Rawlinson et al., 1996). Mutanten, bei denen entweder einzelne oder samtliche in
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dieser Region kodierten Proteine deletiert wurden, zeigten in vitro keine
Wachstumsdefizite. Wurden Mause mit diesen Deletionsmutanten infiziert konnte
eine erhohte Aktivitat und Proliferation von NK-Zellen beobachtet werden (Oliveira
et al., 2002). Die Abwesenheit dieser Proteinfamilie in beiden RCMVs deutet
darauf hin, dass MCMV diese Proteine als spezielle Anpassung an das murine
Immunsystem erworben hat, oder aber andere in den RCMVs kodierten Proteine,

die keine Ahnlichkeit zur m02-Familie aufweisen, tibernehmen diese Funktion.

Am rechten Terminus kodieren alle drei CMVs fur die Gene der m145-Familie.
RCMV-E kodiert lediglich sieben Homologe zu Mitgliedern dieser Proteinfamilie.
MCMV und RCMV-M hingegen verfiigen im rechten terminalen Genombereich
Uber jeweils zehn Proteine, die der ml45-Familie zugeordnet werden kénnen.
RCMV-M kodiert dariiber hinaus noch fur vier zusatzliche m145-Homologe (r70.2
bis r70.5) im zentralen Bereich des Genoms. Fur verschiedene Mitglieder der
m145-Familie (m145, m152 und m155) wurde ebenfalls gezeigt, dass sie die NK-
Zell-Aktivitat hemmen. All diese Proteine sind an der Oberflache lokalisierte
Liganden der NKG2D-Rezeptoren und inhibieren durch direkte Interaktion die NK-
Zell-Aktivitat (Krmpotic et al., 2005; Powers, DeFilippis et al.,, 2008). RCMV-E
hingegegen verfugt nur Uber sieben Homologe der m145-Familie (siehe 4.1.2). Es
ist vorstellbar, dass die in RCMV-E kodierten Proteine der ml45-Familie ein
breiteres Spektrum an NK-Rezeptoren binden kdénnen und so die Funktionen der
fehlenden Proteine Ubernehmen. Dartber hinaus kodiert RCMV-E fur RCTL, das
ebenfalls an der Inhibition von NK-Zellen beteiligt ist. Desweiteren kdnnten einige
putativen Leserahmen ORF1 - ORF19 Proteine kodieren, die an NK-Modulation
beteiligt sind.

Wie in Abbildung 6 dargestellt kodieren RCMV-M und MCMV in den
Genabschnitten zwischen den Leserahmen 105 und 135 zahlreiche Proteine, zu
denen keine Homologe in RCMV-E identifiziert werden konnten. Bislang ist in
keinem der Viren die Funktion dieser Proteine untersucht, sodass uber deren
Bedeutung im Infektionsgeschehen keine Aussage getroffen werden kann. Das
Fehlen dieser Proteine in RCMV-E legt jedoch die Vermutung nahe, dass sie flr
die Virusreplikation eine eher untergeordnete Rolle spielen und im Sinne der

Genomkondensation entfernt wurden.
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Eine Besonderheit des RCMV-E ist, dass es fir Proteine kodiert, die bislang fur
andere CMVs nicht beschrieben wurden. Mit el27 verfigt RCMV-E Uber das
einzige bislang fur CMV beschriebene virale CD200-Homolog. Bislang konnte die
Bindung von €127 an den zellularen CD200-Rezeptor (CD200R) gezeigt werden
(Foster-Cuevas et al.,, 2011). CD200-Orthologe humaner Herpesviren binden
ebenfalls an den CD200R (Foster-Cuevas et al., 2004; Shiratori et al., 2005).
Aufgrund der Sequenzidentitdt zum endogenen CD200 der Ratte wird vermutet,
dass es die Aktivitat von Makrophagen im infizierten Gewebe hemmt.
Infektionsversuche mit einer el27-Deletionsmutante konnten dies jedoch nicht
bestatigen, sodass die Funktion im viralen Infektionszyklus noch nicht klar definiert

werden konnte (Foster-Cuevas et al., 2011).

Daruiber hinaus enthalt RCMV-E noch zwei C-Typ-Lektin-ahnliche Gene, RCTL
und RCTL2. Wéahrend RCTL am Anfang des Genoms kodiert wird befindet sich
der Leserahmen von RCTL2 am Ende. Auch RCMV-M kodiert im Leserahmen
r153 fur ein solches Gen (Brocchieri et al., 2005). Aufféllig ist dabei, dass es sich
bei RCTL2 und r153 um Positionshomologe handelt, jedoch auf Aminoséaureebene
eine hohere Sequenzidentiat zwischen RCTL und r153 existiert. Auf die

detailierten Vergleiche dieser drei Proteine wird unter 5.2 gesondert eingegangen.

5.1.2 Verwandtschaft von RCMV-E zu anderen Cytomegaloviren

Schon bei der Erstbeschreibung des RCMV-E wurde vermutet, dass es sich bei
den RCMV-Isolaten Maastricht und England um zwei unterschiedliche Virus—
spezies handelt (Burns et al., 1988). In den folgenden Jahren wurden partiell
Sequenzen des RCMV-E publiziert, mit RCMV-M verglichen und diese Annahme
damit untermauert (Beisser et al., 1998; Teterina et al., 2009; Voigt et al., 2005).
Infektionsstudien zeigten zudem, dass sich RCMV-E in Bezug auf Zellzyklusarrest
und Persistenz nicht von anderen CMVs unterscheidet (Neuwirth, 2005; Sandford
et al., 2010). Die analoge Anordnung der Gene und die ausgepragte Homologie zu
ORFs in MCMV und RCMV-M erlauben eine eindeutige Zuordnung von RCMV-E

in das Genus der Muromegaloviren innerhalb der Cytomegaloviren.
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Sequenzibereinstimmung mit MCMV und RCMV-M

Die Sequenzidentitat der translatierten RCMV-E ORF zu jenen in MCMV und
RCMV-M schwankt zwischen 11 und 86 % bzw. 13 % und 84 % und entspricht
dem Schwankungsintervall zwischen RCMV-M und MCMV (10 % bis 85 %). In der
Summe zeigen 49 % aller annotierten ORFs eine maximale Sequenzidentitat zu
Leserahmen im MCMV-Genom und nur 20 % zu den Leserahmen von RCMV-M.
Wirde es sich bei den beiden RCMV-Isolaten lediglich um zwei Stdmme einer
Virusspezies handeln, wére eine deutlich héhere Sequenzidentitat der homologen
Proteine beider Viren zu erwarten. So wurden bei Sequenzvergleichen der
Proteine verschiedener MCMV-Stamme Uberwiegend Identitaten von 70 % bis
100 % ermittelt (Smith et al., 2008).

Phylogenetische Analyse

Obwohl Cytomegaloviren eine &hnliche Genomstruktur aufweisen, ist eine
phylogenetische Eingruppierung schwierig. Sequenzvergleiche von Gesamt—
genomen waren aufgrund der Lage von internal und terminal repeats, der Varianz
in den nicht essentiellen Genen und der unterschiedlichen Genomgréf3en sehr
fehleranfallig. Daruber hinaus koénnten Viren, deren Genom nur in Fragmenten
sequenziert ist, in solche Analysen nicht einbezogen werden. Neu entdeckte Viren
konnten erst nach erfolgreicher Anzucht und Sequenzierung phylogenetisch
klassifiziert werden. Aus diesem Grund werden in den meisten Fallen Sets
konservierter Proteine fur die Analyse herangezogen (McGeoch et al., 2000).
Welche Proteine ausgewahlt werden, ist nicht einheitlich und richtet sich haufig
nach den zum Zeitpunkt der Analysen verfigbaren Sequenzen. Fir die
Eingruppierung von RCMV-E innerhalb der Muromegaloviren wurden die Proteine
der DNS-Polymerase (E54), des Glykoproteins B (E55), der Terminase
Untereinheit (E56), des single strand binding protein (E57), des major capsid
protein (E86) sowie der Terminase (E89) und der DNS-Helicase (E105) gewahlt.

Seit den Anfangen der phylogenetischen Analysen wurden zahlreiche Algorithmen
entwickelt, um die Verwandtschaftsbeziehungen zwischen verschiedenen Spezies
zu berechnen. Jeder dieser Algorithmen wird am Ende zu einem Stammbaum
fuhren. Inwieweit die berechneten Stammbaume die Fragestellung zufrieden-
stellend beantworten, hangt maligeblich von zwei Faktoren ab. 1. Das

Berechnungsmodell muss in der Lage sein, alle denkbaren Merkmalsunterschiede
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zu bewerten. 2. Der Sequenzdatensatz muss so zusammengestellt werden, dass
die Antwort auf die Fragestellung anhand bekannter Verwandtschaftsbeziehungen

Uberprift werden kann.

Bestéatigung des Modells und des Sequenzdatensatzes

Wie eingangs erwéhnt handelt es sich bei Herpesviren um sehr alte Viren, die sich
in Koevolution mit ihren Wirten weiterentwickeln. Insofern sind Modelle, die
lediglich auf Sequenzunterschieden (Divergenz-Modelle) oder einer minimal
notigen Anzahl an Mutationen (maximum parsimony) basieren, schlecht an-
wendbar. Heuristische Berechnungsansatze (z. B. das Dayhoff-Modell) bieten sich
insbesondere dann an, wenn sehr grof3e Datenmengen, z. B. mit vielen oder sehr
langen Sequenzen verarbeitet werden mussen, was bei der Analyse von RCMV-E
nicht gegeben war. Das verwendete Jones-Taylor-Thornton-Modell (JTT) (Jones
et al.,, 1992) bertcksichtigt auch notwendige Ubergangsmutationen und den

Austausch basischer, saurer und neutraler Aminosauren.

Durch die phylogenetische Analyse wurde untersucht, ob es sich bei RCMV-E um
eine eigene Virusspezies oder nur eine Subspezies des RCMV-M handelt. Dazu
wurden funf Subspezies des MCMV und zwei Subspezies des HCMV in den
Datensatz integriert. Die Aufnahme der beiden Primatenviren RhCMV und CCMV
diente dazu, eine ausreichende Differenzierung unterschiedlicher Virusspezies
durch das JTT-Modell zu tberprufen.

Sowohl die verschiedenen MCMV- als auch die HCMV-Stamme bildeten in allen
Stammbaumen eine eigene Klade. Die Viren unterschiedlicher Spezies, hier
gezeigt anhand der Viren CCMV, RhCMV und MCMV liel3en sich mit verlasslichen
Bootstrap-Werten (>75) differenzieren. Dadurch war gezeigt, dass die
Kombination des JTT-Models mit dem ausgewdahlten Datensatz geeignet war, die
Frage zu beantworten, ob es sich bei RCMV-E um eine eigene Virusspezies oder
nur einen Subtyp des RCMV-M handelt.

Die phylogenetischen Analysen zeigen eine deutliche Abgrenzung von RCMV-E
zu den anderen CMVs. Lediglich die DNS-Polymerase (E54) zeigt eine hbhere
Verwandtschaft zur Polymerase aus RCMV-M. Die Glykoproteine B beider RCMV
weisen eine ahnlich hohe Verwandtschaft zu MCMV auf. In allen Stammb&aumen
ist klar zu erkennen, dass die Diversitat zwischen RCMV-E und RCMV-M

ausreichend hoch ist, um sie als distinkte Virusspezies zu betrachten.
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Unter Berucksichtigung aller Vorarbeiten und der Ergebnisse dieser Arbeit ist
festzuhalten, dass es sich bei RCMV-E und RCMV-M um zwei unterschiedliche
Virusspezies handelt. Es bleibt in zuklnftigen Arbeiten zu klaren, ob eine der
beiden Virusspezies dominant in der Rattenpopulation zu finden ist oder ob beide
Viren zu gleichen Teilen kozirkulieren. Ebenso ist von Interesse, welches der
beiden Viren sich bei der Koinfektion durchsetzt oder ob sie im Einzelwirt
koexistieren kdnnen. Eine Koexistenz wirde den Viren die Mdglichkeit eroffnen,
untereinander Gene auszutauschen und neue rekombinante Subspezies zu
generieren, die eine erhohte virale Fitness aufweisen. In einer kleinen Auswahl
von Rattenproben aus Deutschland konnten beide Virusspezies mittels PCR
nachgewiesen werden. Dabei wurde in der Mehrheit der Tiere RCMV-E gefunden
(Voigt et al., unveroffentlicht). Es ist zu vermuten, dass in Wildratten
unterschiedlicher geographischer Herkunft noch weitere CMVs existieren. Deren
Isolierung und phylogenetische Analyse wirden dartber Aufschluss geben, ob es
sich dabei um zusatzliche distinkte Spezies handelt oder ob die Isolate aus
Maastricht und England die ersten beschriebenen Vertreter verschiedener Kladen
bilden. Seit 2004 sind bereits weitere RCMV-Isolate aus australischen Wildratten
bekannt (Smith et al., 2004). Erste phylogenetische Analysen basierend auf dem
Protein R87 deuten an, dass diese Viren eine gemeinsame Klade mit RCMV-E
bilden. Diese Vermutung lasst sich aber erst udberprifen, wenn weitere

Sequenzinformationen dieser Viren verfiigbar sind.

Basierend auf diesen Ergebnissen wurde beim International Committee on
Taxonomy of Viruses (ICTV) beantragt, RCMV-E als neue Virusspezies mit dem
Namen Murid herpesvirus 8 (Rat Cytomegalovirus, English Isolate) innerhalb des

Genus Muromegalovirus zu klassifizieren.

5.2 RCTL als Inhibitor NK-Zell-vermittelter Lyse

RCMV-E kodiert fur einige Gene, die bislang noch nicht in anderen CMVs
untersucht wurden. Das RCMV C-Typ-Lektin-dhnliche Protein (RCTL) ist eines
dieser Gene und wurde bereits 2001 identifiziert und die Transkription
nachgewiesen (Voigt et al., 2001). In dieser Arbeit wurde dieses Gen funktionell

charakterisiert und sein Einfluss im Rahmen der Immunevasion aufgeklart.
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5.2.1 Ursprung und Aufbau von RCTL

Im Rahmen der Primarinfektion missen Viren sich mit dem angeborenen und
adaptiven Immunsystem auseinandersetzen, um eine Eradikation zu verhindern.
Im Falle persistenter Viren muss diese Kontrolle Uber die gesamte Lebensdauer
des Wirtes aufrecht erhalten werden. Die virale Immunevasion bildet folglich einen
essentiellen Bestandteil im Infektionszyklus von Herpesviren. Cytomegaloviren
haben im Laufe ihrer Entwicklung zahlreiche Gene erworben, welche es ihnen
ermdglichen, die Immunantwort ihres Wirtes zu manipulieren und sind erst so in
der Lage, nach der Primérinfektion ein fir die Persistenz geeignetes Milieu zu
schaffen. Wie eingangs erwahnt handelt es sich dabei um ein speziell auf den Wirt
abgestimmtes Repertoire an Genen, dass eine hohe Wirtsspezifitat zur Folge hat.
Die an der Immunabwehr beteiligten Mechanismen sind in den verschiedenen
Wirten héaufig identisch. Die Proteine, die von den Viren genutzt werden um das
Immunsystem zu manipulieren unterscheiden kénnen sich von Spezies zu
Spezies unterscheiden. MCMV und HCMV verflgen Uber verschiedene Strategien
der NK-Zell-Inhibition (Lodoen & Lanier, 2005; Reddehase, 2002), ohne dass C-
Typ-Lektin-ahnliche Proteine gefunden wurden. In beiden Viren wird die NK-Zell-
Inhibition durch MHC-I-Homologe vermittelt. Nicht selten werden dabei
Wirtsproteine in das virale Genom rekrutiert und in den Infektionszyklus integriert.
Dies wird bei Herpesviren durch das groe dsDNS-Genom beginstigt, jedoch
fuhrt die beschrankte Kodierungskapazitat des viralen Genoms dabei haufig zu
Veranderungen in der Gen- und Proteinstruktur. So werden Introns und Protein-
domanen, die im viralen Kontext keine Rolle spielen, haufig entfernt, sodass auch
bei grofien DNS-Viren kaum gespleil3te Gene zu finden sind. Die daraus
resultierenden verkirzten viralen Genprodukte zeigen bisweilen noch eine
auffallend hohe Identitat zu ihren zellularen Homologen, variieren jedoch in ihrer

Funktion.

Bei rCIr-b und RCTL handelt es sich um Typ-ll-Transmembranproteine, deren
N-Terminus fir die cytoplasmatische Domane kodiert. Der C-Terminus ist
extrazellular und dient der Bindung an die NK-Zell-Rezeptoren. Der endogene
inhibitorische NK-Zell-Ligand verfugt Giber einen deutlich verlangerten N-Terminus.
Hier kbnnten sich putative Modifikations- und Bindedomanen befinden, die an der

Regulation nachgeschalteter Signalkaskaden beteiligt sind.
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Der Sequenzvergleich von RCTL und rClIr-b ergab, dass der cytoplasmatische
Anteil des viralen Proteins deutlich kirzer ist als der des zellularen rClr-b. Eine
solche Modifikation des ehemaligen Wirtsproteins ist schon deshalb nétig, damit
das virale Homolog bei @hnlicher Funktion nicht derselben Regulation unterliegt
wie das Wirtsprotein (Mesci et al., 2006). Zusammen mit der Verklrzung der
Introns wurde die Gesamtlange des RCTL-Leserahmens um ca. 80 % reduziert.
Beide Modifikationen deuten darauf hin, dass eine Komprimierung des Gens

bereits stattgefunden hat, aber noch nicht abgeschlossen ist.

Bei der Erstbeschreibung von RCTL wurden aufgrund der Sequenzahnlichkeit
verschiedene NK-Zell-Rezeptoren wie CD69, Ly49 und NKR-P1 als mdégliche
Homologe identifiziert und folglich eine Funktion des RCTL wahrend der initialen
Immunantwort angenommen (Voigt et al., 2001). Die Sequenzen der NK-Zell-
Rezeptoren und Liganden wurden erst 2006 publiziert (Hao et al.,, 2006). Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Proteinsequenz des RCTL mit den
Sequenzen dieser Proteine verglichen und eine wesentlich hohere
Sequenzidentitat zum zellularen Liganden des NKR-P1B-Rezeptors, rClr-b, fest-
gestellt (Voigt et al., 2007). Die Bedeutung des NKR-P1B-Signalweges wurde
bereits in murinen Tumorzellen untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass rClir-b
auf Tumorzellen vermindert exprimiert wird und die entarteten Zellen somit
empfindlich fir NK-Zell-mediierte Lyse sind (Carlyle et al., 1999, 2004).

5.2.2 Reziproke Regulation von rClrb und RCTL bei einer Infektion

Unter Berticksichtigung der unter 1.2.1 beschriebenen und fir die NKR-P1B:Clr-b-
Interaktion postulierten missing-self-Regulation konnte gezeigt werden, dass
unmittelbar nach Infektion mit RCMV die Transkription von rClr-b geblockt und das
Protein von der Zelloberflache entfernt wird. Die infizierte Zelle verliert somit ihre
self-Determination und ist folglich empfanglich fir die Eliminierung durch
NK-Zellen. RCTL wird im Rahmen der frihen Phase der Infektion exprimiert und
ersetzt die Funktion des endogenen rClr-b. Durch Bindung an den NKR-P1B
Rezeptor wird der fehlende inhibitorische Stimulus kompensiert und die infizierte
Zelle ist vor NK-Zell mediierter Lyse geschutzt. Ein Verlust von RCTL hat, wie die
in vitro Infektion mit RCMV-E ARCTL zeigt, keinen Einfluss auf die negative
Regulation von rCir-b (Abbildung 9). Somit kann ein kausaler Zusammenhang

zwischen den Expressionen von RCTL und rClr-b ausgeschlossen werden.
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Vielmehr ist zu vermuten, dass es sich beim Verlust von rClr-b um eine
intrinsische Reaktion der Wirtszelle als Reaktion auf die Infektion handelt
(Matzinger, 2002), um so eine mdoglichst frihzeitige Eliminierung der Zelle noch
vor Freisetzung neuer Viruspartikel zu ermdéglichen. Bei Infektion von REFs mit
UV-inaktivierten RCMV-E Viren konnte gezeigt werden, dass rClr-b auf der
Zelloberflache verbleibt. Ebenso flihrt eine Inhibition der Infektion mit CHX nicht zu
einer reduzierten rClr-b Expression (Kutschenko, 2008). Somit ist erwiesen, dass
nicht allein das der Viren in die Zelle ausreichend fir die negative Regulation der
rClr-b Expression ist, sondern eine Expression viraler Gene diese induziert. Die
Infektion von murinen und humanen Zellen mit MCMV bzw. HCMV hat keinerlei
Einfluss auf die Expression von mClr-b und hClIr-b (Kutschenko, 2008). Entweder
haben diese beiden Viren andere, bislang noch nicht untersuchte Mechanismen
entwickelt, um zu verhindern, dass Clr-b von der Oberflache verschwindet, oder
aber ein bislang ebenfalls noch nicht aufgeklarter Mechanismus der RCMV-E
Infektion veranlasst die Zelle zur Reduktion des rClir-b Proteins auf der Oberflache.
Die dem raschen Verlust von rClr-b zu Grunde liegenden Mechanismen sind
bislang unklar. Ob es sich bei rClr-b um ein Protein mit sehr kurzer Halbwertszeit
auf der Zelloberflache handelt und ein Block der Transkription auch zum Verlust
des Proteins fihrt, oder ob ein zweiter Prozess die Depletion des rClr-b an der

Zelloberflache bewirkt, ist noch ungeklart.

Wie schon 2001 gezeigt, ist RCTL fiur die in vitro Replikation in REFs entbehrlich
(Voigt et al., 2001). Frisch isolierte NK-Zellen werden in Kokultur mit
RCMV-E ARCTL infizierten Zellen lysiert, wahrend mit RCMV-E wt infizierte Zellen
geschutzt sind. Die Zugabe des bispezifischen Antikorpers R3A8 bindet an RCTL,
und die mit RCMV-E wt infizierten Zellen werden nicht langer vor der durch die
NK-Zelle vermittelten Lyse geschutzt (Voigt et al., 2007). In vivo setzt der Verlust
von RCTL die Virulenz von RCMV-E ARCTL in WAG-Ratten so weit herab, dass
bereits die Primarinfektion stark beeintrachtigt wird. Eine Depletion der NK-Zellen
stellt die volle Virulenz wieder her, und es werden Organtiter ahnlich einer RCMV-
E wt Infektion erreicht. Bei RCTL handelt es sich demzufolge um ein Protein, das
an der frihen Immunevasion beteiligt ist und hochspezifisch die Aktivitat von NK-

Zellen hemmt.
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5.2.3 Anpassung des Immunsystems des Wirts an RCTL

Wahrend Viren und andere Pathogene sich im Laufe der Evolution besser auf die
Wirtsabwehr einstellen, ist es im Gegenzug fur den Wirt von immanenter
Bedeutung, auf solche Manipulationen zu reagieren, um erneut eine
funktionierende Abwehr gegen Pathogene aufzubauen. Eine besondere
Herausforderung besteht darin, dass die naturlichen, endogenen Liganden von
den Stellvertreterproteinen unterschieden werden missen, ohne die eigenen
Signalkaskaden zu stéren. Die grof3e Vielzahl verschiedener NKR-P1-Allele der
Rattenstamme ist moglicherweise auf eine solche evolutiondre Anpassung
zurtckzufihren (Kveberg et al.,, 2006; Rabinovich et al., 2003). Die beiden im
Rahmen dieser Arbeit naher betrachteten Rezeptoren NKR-P1B und NKR-P1A
weisen unter den NKRs die grofdte Diversitat auf (Carlyle et al., 2006). In einigen
Rattenstammen haben sich stimulatorische Rezeptoren wie NKR-P1A
dahingehend veréndert, dass sie in der Lage sind, RCTL zu binden und so den
inhibitorischen Stimulus zu kompensieren (Chambers et al., 1989; Giorda et al.,
1990).

Die These, diese Diversitat sei eine Folge der Reaktion auf virale Immunevasion
(Mesci et al., 2006), wird durch die Infektionsversuche in SD-Ratten unterstutzt.
Die Bindung von RCTL an NKR-P1B®P ist deutlich schwacher und entspricht in
etwa der Interaktion mit dem stimulatorischen NKR-P1ASP (Voigt et al., 2007). Der
Organtiter in den Organen der SD-Kohorten betragt nur in etwa 10 % der in WAG-
Ratten gemessenen Viruslast, und ein Verlust von RCTL spielt in diesem
Rattenstamm keine Rolle. Die vorhandenen Allelpolymorphismen resultieren zwar
in einer verlangsamten Virusmanifestation im Wirt, reichen jedoch nicht aus, um
das Virus vollstandig zu eliminieren. Méglicherweise sind aber auch andere, noch

nicht identifizierte virale Proteine an der Inhibition der NK-Zellen beteiligt.

5.2.4 RCTL-vermittelte NK-Zell-Inhibition bei Cytomegaloviren

NK-Zell-Evasion ist bei Cytomegaloviren schon lange bekannt und gut untersucht
(Jonji¢ et al., 2008; Krmpotic et al., 2005, 2006; Pyzik et al., 2008). Zur Pravention
einer T-Zell-Antwort inhibieren Viren die Antigenprasentation via MHC, in dem sie
auf verschiedene Weise den MHC-Gehalt auf der Zelloberflache reduzieren. Ein
Mangel an MHC-Molekilen dient als wichtiges Erkennungszeichen im missing

self-Signalweg und fuhrt zur NK-Zell-vermittelten Lyse. So greifen viele virale
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Evasionsproteine an dieser Stelle an, und ihre Wirkmechanismen sind gut
untersucht (Lodoen & Lanier, 2005; Reddehase, 2002; Vidal & Lanier, 2006).
RCTL ist das erste beschriebene, virale nicht-MHC-Molekdl, das Uber eine direkte
Interaktion mit einem inhibitorischen Rezeptor zu einem Block der NK-Zell-Antwort
fuhrt. Eine solche direkte Interaktion hat den entscheidenden Vorteil, dass weitere
Proteine, die in den Signalweg der infizierten Zelle eingreifen, unnétig sind. Ob die
Genome von HCMV und MCMV ebenfalls Gene Lektin-ahnlicher Proteine
kodierten, die sie im Laufe der Isolation und jahrzehntelanger Passage in
Zellkultur verloren haben (Wills et al., 2005), kann erst durch die

Genomsequenzierung frischer Virusisolate untersucht werden.

Neben den bekannten, lektin-dhnlichen Genen in Myxoma- und Poxviren
(Cameron et al.,, 1999; Goebel et al., 1990), wurden in RCMV-M mit r153
(Brocchieri et al., 2005) und in RCMV-E ein weiteres Lektin-ahnliches Gen
(RCTLZ2) identifiziert, von denen noch keines in seiner Funktion aufgeklart ist. Das
parallele Auftreten dieser Gene deutet darauf hin, dass es sich bei der Lektin-
vermittelten Immunevasion um eine generelle, aber bislang nicht ausreichend
untersuchte Strategie von Viren und maoglicherweise auch anderer Pathogene
handelt. Sollte sich dies in weiteren Untersuchungen bestétigen, wirden sich
blockierende Antikérper als neue Therapiemoglichkeiten gegen diese Erreger

anbieten.

5.3 Reparatur und Charakterisierung des RCMV-E BAC

Bakterielle artifizielle Chromosomen (BAC) haben sich in der Vergangenheit als
nutzliche Werkzeuge zur Mutagenese grol3er DNS-Viren etabliert. Durch die
enorme GroRe von Herpes- und Pockenvirusgenomen ist es in vielen Fallen
unmdglich, geeignete Restriktionsschnittstellen fur klassische Klonierungsansatze
zu finden. Der Einbau sogenannter BAC-Kassetten in das virale Genom
ermdglicht es, diese Genome in E.coli zu vermehren. Dadurch wird die
Vermehrung der viralen DNS vom Replikationszyklus der Viren entkoppelt und
kann durch homologe Rekombination manipuliert werden. Da BAC-Konstrukte nur
in einer Kopie je Bakterium weitergegeben werden, ist es mdglich, schon zu
Beginn der Mutagenese klonal zu arbeiten. Darlber hinaus sind Manipulationen

auch in den fur die Virusreplikation essentiellen Genomabschnitten mdglich.
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Der Einbau zusatzlicher DNS in das Virusgenom ist aus verschiedenen Griinden
problematisch. BAC-Kassetten enthalten neben den fir die Replikation in E.coli
notigen Genen eukaryotische und prokaryotische Selektionsmarker und erreichen
eine GrolRe von ca. 8 kBp. Die Integration in das Genom fuhrt somit zu einer
GenomvergréRerung und unter Umstanden zur Unterbrechung von Leserahmen.
DarlUber hinaus haben die Kapside nur ein limitiertes Fassungsvermogen, sodass
die verlangerten Genome schlechter verpackt werden. Erst durch Deletionen wird
die GenomgrofRe wieder auf eine verpackungsfahige Groflie reduziert. Diese
Deletionen erfolgen entweder spontan bei der Insertion der BAC-Kassette wie bei
der Klonierung des GPCMV (Cui et al., 2008) oder kénnen wie bei MCMV schon
im Vorfeld eingeflgt werden (Messerle et al., 1997). Folglich enthalten diese als
BAC klonierten Viren nicht das vollstdndige Genom (Brune et al., 2005). Da die
Deletion bei RCMV-E mit 7,7 kBp in etwa der Grof3e der 8,8 kBp BAC-Kassette
entspricht, ist zu vermuten, dass diese Verkirzung im RCMV-E ABAC entstand,
um einen Verpackungsnachteil auszugleichen. Der infolgedessen aufgetretene
Verlust der nicht essentiellen Gene €128, ECK, €133, el35, e136, €138 und €139
hatte keinen Einfluss auf die in vitro Replikation. RCMV-E ABAC war noch immer
in der Lage, REF zu infizieren und infektidse Viruspartikel freizusetzen, wuchs mit
unveranderter Kinetik und erreichte vergleichbare Endtiter wie das Wildtyp-Virus .
Die infizierten Zellen zeigten jedoch eine deutlich veranderte Zellmorphologie in

Form von Syncytienbildung.

In Bakterien wird das virale Genom als Plasmid vermehrt und nicht in Kapside
verpackt, sodass der deletierte Bereich wieder eingefugt und der veranderte
Phanotyp vollstandig revertiert werden konnte. Somit ist die Syncytienbildung
eindeutig mit diesem Genabschnitt assoziiert und nicht auf eventuelle
Nebenmutationen zurickzufuhren. Vieira et al. haben 1994 MCMV-Mutanten
hergestellt, in denen die Leserahmen von sggl und den umgebenden Genen
durch Insertion des bakteriellen lacZ-Gens unterbrochen wurden (Vieira et al.,
1994). Keine dieser Mutanten zeigte Einschrdnkungen beziglich der
Wachstumskinetik oder einen verdnderten Phanotyp. Da bei den Mutanten die
Gene nicht vollstandig entfernt wurden, kénnten Fragmente dieser Proteine die
Syncytienbildung verhindert haben oder aber dieser Effekt ist erst zu beobachten,
wenn es zum Verlust mehrerer Gene kommt. Es ist auch vorstellbar, dass die

Syncytienbildung nach einem Genverlust in dieser Region ein RCMV-E-
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spezifisches Phanomen ist. Ob ein einzelnes Gen oder eine Kombination
deletierter Gene fir den veranderten Phanotyp verantwortlich ist, wurde nicht

naher untersucht.

Sollte eine mangelnde Kapazitat des Viruskapsids urséachlich fur die Deletion
verantwortlich sein, ist zu erwarten, dass nach wenigen Passagen des RCMV-E
BAC Virus in REF abermals Deletionen in nicht essentiellen Bereichen auftreten.
Auch die in den Wachstumskurven beobachteten Defizite in der Virusvermehrung
waren dadurch zu erklaren. Die daraus resultierenden Virusgemische waren fur
in vivo Experimente nicht verwendbar, da je nach Position der Mutationen das

tatsachliche Infektionsgeschehen verandert wiirde.

Durch Cotransfektion der Cre-Rekombinase mit dem RCMV-E BAC wurde die
BAC-Kassette wieder entfernt und das Genom wieder auf seine urspringliche
GroRe reduziert. Zurlck blieb nur ein einzelnes LoxP-Motiv in einem
intergenischen Bereich. Die BAC-Kassette kodiert unter anderem fur das grin
fluoreszierende Protein egfp, sodass die Effizienz der Cre-Rekombinase anhand
der egfp-Expression lichtmikroskopisch Uberprift werden konnte. In keinem der
Transfektionsansatze konnte eine egfp-Expression beobachtet werden. Mdglicher-
weise existiert ein Selektionsdruck beziglich der Verkleinerung des Genoms,

sodass die Exzision der Fremd-DNS die Rekonstitution des Virus begunstigt.

Alle drei hergestellten Replikate des RCMV-E CRE zeigten in den Wachstums-
kurven die gleiche Kinetik wie die BAC-Viren und erreichten in etwa nur die Halfte
des RCMV-E wt Endtiters. Somit ist die Attenuierung des RCMV-E BAC nicht auf
das Vorhandensein der BAC-Kassette zurtickzufihren. Wahrscheinlicher ist das
Auftreten einer oder mehrerer Mutationen wahrend der Passagierung in E.coli. Die
BAC-DNS wird in der Bakterienzelle nicht einfach nur transportiert und vermehrt,
sondern die darauf kodierten viralen Gene werden teilweise auch translatiert.
Allein die Synthese dieser Proteine stellt eine Belastung der Zelle dar. Es ist
Uberdies vorstellbar, dass einige der viralen Proteine in E.coli zytotoxische
Eigenschaften aufweisen und die Mutagenese dieser ORFs zu einem
Selektionsvorteil fur die Bakterien fuhrt. Welche Mutationen mdoglicherweise
aufgetreten sind, ist erst durch eine de novo Sequenzierung der BAC-Konstrukte

moglich. Diese wurde aus finanziellen und zeitlichen Griinden im Rahmen dieser
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Arbeit nicht mehr durchgefihrt, ware jedoch fur die Verwendung der hergestellten

BACs in Tierversuchen unabdingbar.

Durch die konsequente Weiterentwicklung der Rekombinationstechniken und der
verwendeten E.coli-Stamme ist es mittlerweile moglich, kleinere und sogenannte
self-excisable BAC-Kassetten einzusetzen (Roth et al., 2011; Tischer et al., 2007,
2010; Warming et al., 2005). Das Einsetzen einer self-excisable BAC-Kassette in
einem essentiellen viralen Gen erzeugt einen Selektionsdruck zugunsten einer
gezielten Exzision der bakteriellen Fremd-DNS. Ein weiteres Problem stellen
zelleigene Rekombinationsenzyme und die sogenannten IS-Elemente dar. Bei
letzteren handelt es sich um mobile Sequenzelemente innerhalb des E.coli-
Genoms. Diese konnen im Laufe der Passagierung entweder durch eine
bakterielle Transposase oder andere Rekombinationsenzyme in das virale BAC-

Genom inserieren und so zu unerwiinschten Mutationen fiihren.

Im von Posfai et al. entwickelten E.coli-Stamm MDS42 wurden sowohl
IS-Elemente als auch zelleigene Rekombinationsenzyme aus dem Genom
entfernt, wodurch die Stabilitat der BAC-Konstrukte in den Bakterien erhoht ist
(Pésfai et al., 2006). Diese Mdoglichkeiten bieten eine Alternativstrategie zur
Konstruktion eines RCMV-E BAC.
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6 Zusammenfassung

Die beiden bislang im Wesentlichen untersuchten Isolate des Ratten-
Cytomegalovirus (RCMV) sind RCMV-Maastricht (RCMV-M) und RCMV-England
(RCMV-E). Im Gegensatz zur veroffentlichten kompletten RCMV-M Sequenz
wurden von RCMV-E bislang Sequenzen nur partiell publiziert. Aufgrund der
Sequenzdaten und Unterschiede bezlglich ihrer Genomgréof3e und
Restriktionsmuster wurde angenommen, dass es sich bei den beiden Isolaten um
eigenstandige Virusspezies handelt. Um dies zu bestéatigen, wurden im Rahmen
dieser Arbeit die Leserahmen des RCMV-E Genoms identifiziert und mit RCMV-M
und dem murinen CMV (MCMV) verglichen. Sowohl im strukturellen
Genomaufbau als auch in den kodierten Genen weisen die Viren deutliche
Unterschiede auf. Der direkte Vergleich der Proteinsequenzen deutet auf eine
nahere Verwandtschaft des RCMV-E zu MCMV als zu RCMV-M hin. Anhand
ausgewahlter konservierter Proteine wurden phylogenetische Analysen zur
Eingruppierung des RCMV-E innerhalb der CMVs durchgefihrt. Diese Analysen
belegen, dass es sich bei den beiden Viren um distinkte Spezies handelt.

Eine weitere Besonderheit des RCMV-E besteht darin, eine Reihe von Genen zu
kodieren, die bislang nicht in anderen CMVs beschrieben wurden, zu welchen das
RCMV C-Typ-Lektin-dhnliche Protein (RCTL) gehort. In dieser Arbeit wurde RCTL
funktionell untersucht. Hierzu wurden zwei Rattenstdimme mit RCMV-E
Wildtypvirus und einer RCTL-Deletionsmutante infiziert. Es konnte gezeigt
werden, dass RCTL an den inhibitorischen NK-Zell-Rezeptor NKR-P1B eines
Rattenstammes bindet und die Funktion des NK-Zell-Liganden rClr-b substituiert.
Durch diese Interaktion werden NK-Zellen nicht aktiviert und die infizierte Zelle vor
NK-Zell-mediierter Lyse geschutzt. Hingegen fuhrt der Verlust von RCTL zu einer
effizienten Eliminierung infizierter Zellen. Durch Depletion der NK-Zellen kann
dieser Verlust des RCTL kompensiert werden und die Deletionsmutante ist wieder
in der Lage, sich im Tier auszubreiten. In dem anderen Rattenstamm hat der
Verlust von RCTL keinen Einfluss auf die Ausbreitung des Virus in der Ratte, so
dass davon ausgegangen werden kann, dass nicht nur evolutionérer Druck auf
das Virus ausgeubt wird, sich dem Immunsystem zu entziehen, sondern das
Immunsystem auch einem Druck unterliegt, auf die Immunevasion des Erregers

zu reagieren.
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7/ Summary

The two preponderant isolates of rat cytomegalovirus (RCMV) are RCMV-
Maastricht (RCMV-M) and RCMV-England (RCMV-E). In contrast to the
completely published RCMV-M sequence only partial sequence data of RCMV-E
are available. Based on this sequence data and differences in genome size and
restriction patterns, it has been assumed that both isolates represent independent
virus species. To verify this assumption, the open reading frames in RCMV-E were
identified and compared to those in RCMV-M and murine CMV (MCMV).
Differences among the viruses were observed in genome structure as well as in
the encoded genes. Direct comparison of the protein sequences revealed a closer
relationship between RCVM-E and MCMV than between RCMV-E and RCMV-M.
Based on a subset of conserved proteins, a phylogenetic analysis was performed
to classify the relationship of RCMV-E with other CMVs. This analysis proved that
RCMV-M and RCMV-E represent distinct species.

Another characteristic aspect of RCMV-E is that it encodes a couple of genes
which have not been described in other CMVs. One of those genes is the RCMV
C-type-lectin-like protein (RCTL). In this thesis, RCTL was functionally
characterized. Therefore, two different rat strains were infected with RCMV-E
wildtyp virus and a RCTL deletion mutant. It could be shown that RCTL binds to
the inhibitory NK-cell receptor NKR-P1B in one rat strain and functions as a decoy-
ligand for the host NK-cell ligand. By this interaction, NK-cell activation is silenced
and the infected cells are protected from NK-cell mediated lysis. In contrast, the
loss of RCTL results in an efficient elimination of the infected cells. By depleting
the NK-cells, the loss of RCTL can be compensated in that particular rat strain and
the virus is able to spread in the host. In the second rat strain, the loss of RCTL as
no effect on virus spread. Hence, it can be assumed that there is not only an
evolutionary pressure on the virus to evade the immune response but also on the
immune system to counteract the pathogen- associated immune evasion

mechanism.
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RCTL

REF
RhCMV
RNS

rpem

RT

Abkirzungsverzeichnis

Minuten

Milliliter
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multiplicity of infection
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107



Abkirzungsverzeichnis
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SD Ratten des Auszuchtstamms Sprague Dawley
SDS Sodiumdodecylsulfate (Natriumdodecysulfat)
Ss single stranded (einzelstrangig)

Suc Sucrose

THV Tupaia Herpesvirus

TLR Toll-like receptor

™ Schmelztemperatur

U Unit (Einheit fUr die Enzymaktivitat)

uN uber Nacht

us Uberstand

UND Versuchstiere, deren NK-Zellen nicht depletiert wurden
uv Ultraviolett

Y, Volt

VSB Virus Storage Buffer

WAG Ratten des Inzuchtstamms WAG

WT Wildtyp

X-Gal Brom-Chloro-Indolyl-Galactopyranosid

z. B. zum Beispiel
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