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2 Zusammenfassung

Das Gen ml138 des Maus Cytomegalovirus (MCMV) kodiert fur ein Glykoprotein,
welches den Fc Teil von IgG bindet und auf der Zelloberflache von infizierten Zellen
lokalisiert ist und daher einen virus-kodierten Fcy-Rezeptor bildet. Im Rahmen dieser
Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass m138 Homologe von Cytomegaloviren der
Ratte (RCMV) gleichfalls diese Eigenschaft besitzen und somit Fcy-Rezeptoren
darstellen. Um weitere Aussagen Uber die Struktur des m138 Glykoproteins treffen zu
konnen, wurde ein Sequenzvergleich mit den RCMV kodierten Homologen, sowie der
zellularen Fcy-Rezeptoren CD16, CD32 und CD64 durchgefuhrt. Aus den sich
ergebenden Homologien wurde ein hypothetisches Modell des MCMV kodierten Fcy-
Rezeptors entwickelt, in dem die Fcy Bindung durch drei putative
Immunoglobulinsupergenfamilien (IgSF)-artige (Ig) Domé&nen vermittelt werden konnte.
IgSF Doménen werden typischerweise durch Disulfidbricken, die durch zwei
positionskonservierte  Cysteine  ausgebildet  werden, strukturell  stabilisiert.
Veranderungen in der Sekundarstruktur sollten ein veréndertes Fcy-Bindungsverhalten
zu Folge haben.

Um die hypothetische Sekundarstruktur des m138 experimentell untersuchen zu
kénnen, wurden die positionshomologen Cysteine systematisch mutagenisiert und
durch Alanin ersetzt. Das Einfliigen der Punktmutationen wurde durch PCR Mutagenese
und Klonierung dieser Produkte in verschiedene Vektoren realisiert. Rekombinante
Vaccinia Viren wurden zur Prifung der Fcy Bindung der ml138 Mutanten durch
Durchflusszytometrie und Fcy Préazipitation verwendet. Parallel dazu wurden die
gleichen Punktmutationen mittels BACmid Mutagenese ins MCMV Genom eingeflhrt,
um eine anschlieRende in vivo Analyse in der Maus zu ermdglichen.

Es konnte gezeigt werden, dass sich bei den verschiedenen Punktmutationen die Fcy-
Bindungsfahigkeit in unterschiedlicher Intensitat &ndert. Der erwartete dominante
Einfluss der generierten Punktmutationen auf die Fcy Bindungsfahigkeit von m138

konnte nicht gezeigt werden.



Summary

Mouse cytomegalovirus (MCMV) m138 encodes for a surface resident glycoprotein that
binds the Fcy part of IgG, thus constituting a viral Fcy receptor (FcyR). In this
dissertation it is shown for the first time that m138 homologues of rat cytomegaloviruses
(RCMV) encode also for an Fcy binding glycoprotein. To gain deeper insight into the

structure of the m138, glycoprotein sequence alignments with gene homolog’s of RCMV
and cellular FcyRs of the mouse, i.e. CD16, CD 32 and CD64 were performed. From

the resulting homologies a hypothetical model of MCMV encoded FcyR was developed
in which Fcy binding is mediated by 3 putative immunoglobulin supergene family (IgSF)
like-domains. These IgSF domains are characterized by 2 positionally conserved
cysteins, stabilizing the protein structure through disulphide bonds. Changces in the
secondary structure should lead to a modified Fcy binding capability.

To validate the hypothetical secondary structure of m138, in a comprehensive approach
positionally conserved cysteins were replaced by alanin. The construction of the point
mutants was achieved by PCR mutagenesis and subcloning of the resulting products
into different vectors. Recombinant vaccinia viruses were used for testing point mutants
for Fcy bindung in cytofluorometry and protein precipitation. In parallel the point mutants
were integrated to the MCMV genome via BACmid based mutagenesis to allow future in
vivo analysis in the mouse.

It could be demonstrated that the some of the point mutants exhibited a loss of Fcy
binding capabilities at various intensities. However the expected strong effect of the

generated point mutants on the Fcy binding could not demonstrated.
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3 Einleitung

3.1 Herpesviren

Der Name ,Herpesviren® leitet sich von Beschreibungen der charakteristischen
klinischen Hautmanifestationen (griechisch herpein: kriechen, schleichen) einer Herpes
simplex Virus (HSV) Infektion ab. Die ersten Beschreibungen stammen von Gelehrten
aus der griechischen Antike und des rémischen Reiches (Wildy 1973). Der erste
eindeutige Nachweis einer infektiosen Genese wurde 1919 von Lowenstein erbracht.
(Lowenstein 1919) Bei den verschiedenen S&augerspezies sind inzwischen utber 100
verschiedene Typen von Herpesviren bekannt.

Die bisher als humanpathogen identifizierten Herpesviren zeigt die Tabelle 1.

Virusfamilie |[humanpathogene assoziierte Latenzort
Typen Erkrankungen
o- Herpes simplex Virus 1|Herpes labialis, Stomatitis | Trigeminus-

Herpesviren |(HSV-1 bzw. HHV-1) aphtosa, Konjunktivitis, | ganglien
Enzephalitis

Herpes simplex Virus 2|Herpes genitalis, Herpes|Ganglion

(HSV-2 bzw. HHV-2) neonatorum sacrale
Varizella Zoster Virus Windpocken, Herpes | Trigeminus-,
(VZV bzw. HHV-3) zoster Spinalganglien
B- Cytomegalievirus (CMV | Mononukleose-ahnliche latent in
Herpesviren |bzw. HHV-5) Erkrankung, assoziiert mit| Endothelzellen
Arteriosklerose und fund in

Restenose, generalisierte | Vorlauferzellen
Infektionen bei immun-|von Monozyten
supprimierten  Patienten |/ Makrophagen
(Pneumonie, Enzephalitis,
Hepatitis, Meningitis),

kongenitale Infektion

Humanes Herpesvirus 6 | Exanthema subitum B-und T-
(HHV-6) Zellen
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Virusfamilie [humanpathogene assoziierte Latenzort
Typen Erkrankungen
B- Humanes Herpesvirus 7 | Exanthema subitum? T-Zellen (?)
Herpesviren | (HHV-7) (Tanaka, Kondo et al.
1994), Pityriasis Rosea?
(Offidani, Pritelli et al.
2000; Watanabe,
Kawamura et al. 2002)
y-Herpesviren | Epstein Barr Virus (EBV | Infektiose Mononukleose, |B-Zellen
bzw. HHV-4) Lymphadenopathie,
Burkitt-Lymphom (NHL),
Nasopharynxkarzinom
Humanes Herpesvirus 8 |Kaposi Sarkom, primares |B-Zellen,
(HHV-8  bzw. KSHV |Effusionslymphom (B- T-Zellen (?)
Kaposi sarcoma | NHL), multizentrische

Herpesvirus) (Moore and
Chang 1995)

Castleman’sche
Erkrankung (Hengge,
Ruzicka et al. 2002)

Tabelle 1

Die Einteilung der Herpesviridae in die drei Unterfamilien, a-, - und y»~Herpesvirinae,

beruht auf ihren verschiedenen Eigenschaften hinsichtlich Pathogenitéat, Zelltropismus

und Replikationseigenschaften.

- a-Herpesviren besitzen ein breites Wirtsspektrum und ein kurzen Replikationszyklus

in vitro. Wahrend ihrer Latenzperiode in vivo persistieren sie in den Nervenzellen der

Ganglien.

- PB-Herpesviren

besitzen eine enges Wirtsspektrum und einen
Replikationszyklus (48 — 72 h).
besitzen ebenfalls ein enges Wirtsspektrum, haben

- y-Herpesviren

langen

aber

unterschiedlich lange Replikationszeiten und vermehren sich in lymphoblastischen

Zellen, besonders in T-, und B- Lymphozyten.
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Auf Genomebene lassen sich zwischen allen Herpesviren deutliche Homologien im
Bereich von essentiellen Genregionen nachweisen, was fur die phylogenetische
Entwicklung aus einem ,Ursprungs-Herpesvirus® spricht. Weiterhin besitzt jeder
einzelne Herpesvirustyp eine groRe Anzahl von uniquen Genregionen, was die hohe

Spezifitat der einzelnen Herpesviren erklaren konnte.

3.1.1 Struktur und Grof3e von Herpesviren

Viren der Gruppe Herpesviridae gehoren zur Gruppe der behillten doppelstrangigen
DNA Viren (dsDNA-Viren).

Nukleokapsid

Tegument
=4 doppelstranige DNA

f=ot—— Hullmembran

Glykoprotein B

————— Glykoprotein H

Abbildung 1: Cytomegalievirus, Oberflachenstruktur (Sarah Butcher, Universitat Helsinki,
Finnland) und Aufbau (Dr. Marko Reschke, Universitat Marburg, Deutschland)

Die Virionen der Herpesviren haben einen Durchmesser von 150-200 nm und lassen
sich elektronenmikroskopisch sehr schwer differenzieren, da sie sich im &aul3eren
Aufbau kaum unterscheiden. Das lineare doppelstrdngige DNA-Genom ist mit einer
Core genannten fibrillaren Proteinmatrix assoziiert und von einem ikosaedrischen
Kapsid bestehend aus 162 Kapsomeren umgeben. Sein Durchmesser betragt 130nm.
(Butcher, Aitken et al. 1998)

Die Hullmembran der Herpesviren besteht aus einer Lipid—Doppelschicht, die von
Membranbestandteilen der Wirtszelle abgeleitet ist, sowie spikeférmig angeordneten
viralen Glykoproteinen. Zwischen aufRerer Hullmembran und dem Kapsid befindet sich

das Tegument, eine unstrukturierte Proteinmatrix, die regulatorische Proteine enthélt.
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Die verschiedenen Glykoproteine der Hullmembran sind wichtige Interaktionspartner
des Virus bei Infektion der Wirtszelle, (Wang, Huong et al. 2003) sowie bei der

Replikation.

3.1.2 Infektion, Replikation und Latenz

Nach der Adsorption des Virus an die Wirtszelle erfolgt die Penetration der
Zellmembran. Beide Prozesse werden durch verschiedene Rezeptoren und
Glykoproteine vermittelt. Dabei gelangt das Genom schlie3lich tber das Zytoplasma,
die Mikrotubuli und die Kernporen in den Zellkern. Dort wird die lineare DNA zu einem
ringférmigen Genom, einem sogenannten Episom, umgewandelt und verbleibt so als
extrachromosomale genetische Information tUber einen langen Zeitraum im Zellkern. Die
nachfolgende Expression der viralen Proteine von Herpesviren erfolgt typischerweise in
drei Phasen.

In der sehr frihen Phase (o / immediate early, IE, 0-3h) werden regulatorische Gene
(Transaktivatoren) transkribiert. Diese schalten die frihe Genexpression (1 und B2 /
early, E, 3-24h) an, wobei keine virale DNA synthetisiert wird. Die Genprodukte der
frthen Phase sind fur die Vorbereitung und Durchfihrung der Replikation
verantwortlich. Die spate (y; und v, / late, L, 24-72h) Transkription von Genen geschieht
nach der viralen DNA - Synthese und dient dem Aufbau der an der Virusstruktur
beteiligten Strukturproteine.

Die Synthese der Virus DNA sowie deren Verpackung erfolgt im Zellkern. Ein weiteres
spezifisches Merkmal aller Herpesviren ist die irreversible Zerstérung der infizierten
Zelle durch Lyse im Zuge der Virusreplikation. Bei CMV ist diese Eigenschaft geringer
ausgepragt als bei anderen Herpesviren (z.B. HSV) und fir die Zerstérung der
Wirtszelle wird ein langerer Infektionszeitraum bendétigt. Auch die Fahigkeit nach einer
Primérinfektion eine Latenz auszubilden und lebenslang im Organismus zu
persisitieren, ist typisch fur alle Herpesviren. Dabei wird die Synthese von viralen
Proteinen auf ein Minimum beschrankt. Das Genom liegt dabei als Episom im Kern vor.
Eine Aktivierung der latenten Infektion kann durch verschiedene Faktoren wie Stress,
UV-Exposition oder allgemeine Immunsuppression ausgeldst werden. Eine Reinfektion
mit verschiedenen antigenen Varianten einer Herpesvirenspezies ist moglich. (Fields,
Knipe et al. 1996)
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3.2 Cytomegaloviren als Prototypen der B-Herpesviren

Die durch nukleare und zytoplasmatische Einschliisse gekennzeichneten
charakteristischen CMV — infizierten Zellen wurden erstmals 1904 von Jesionek und
Ribbert sowie 1905 von Tietze beschrieben. Dabei wurde allerdings an eine Infektion
mit Protozoen gedacht. Der Name ,Cytomegalie® wurde 1921 von Goodpasture
eingefihrt und leitet sich von der GréRenzunahme durch die Virusreplikation in der
infizierten Zellen ab (Weller 2000). Diese sogenannten ,Eulenaugenzellen®, fihrten

auch zu der klinischen Bezeichnung ,Cytomegalic Inclusion Disease® (CID).

T s W RO )

Abbildung 2: typische EinschluR3kdrperchen, so genannte Eulenaugen, bei einer
CMV-Infektion der Lunge. 480x VergroRerung, HE-Farbung.

(Dan Wiedbrauk, Ph.D., Warde Medical Laboratory, Ann Arbor, MI, USA)

Allen Cytomegalieviren ist gemein, dass ihre Genome zu den groé3ten der Herpesviren

und der Viren insgesamt zahlen. Genauer wird unterschieden zwischen:
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Bezeichnung und Referenz Basenpaare
Humanem CMV (HCMV, Stamm AD169) (Chee, Bankier et al. 1990) |229354
Humanem CMV (HCMV, klinische Isolate) (Cha, Tom et al. 1996) bis zu 250000

Murinem CMV (MCMV) (Rawlinson, Farrell et al. 1996) 230278
Ratten CMV (RCMV) (Vink, Beuken et al. 2000) 229896
Rhesus CMV (RhCMV) (Hansen, Strelow et al. 2003) 211456
Tabelle 2

CMV besitzt damit eine geschétzte kodierende Kapazitét fur bis zu 220 Genprodukte.

Das Genom besteht aus jeweils einmal vorkommenden Sequenzen unique long, U, -
Region und unique short, Us-Region und sich wiederholenden Sequenzen. Diese
Wiederholungen werden Terminal repeat (TR) und internal repeat (IR) genannt und
befinden sich jeweils am Ende und in der Mitte des Genoms. Befindet sich die U,-
Region zwischen den Wiederholungssequenzen, so nennt man diesen Bereich TR.
bzw. IR, umgekehrt bei der Us-Region TRs bzw. IRs. Bei den Wiederholungssequenzen
handelt es sich um inverted repeats, was eine intramolekulare Rekombination des

Genoms erlaubt, wobei vier isomere Strange gebildet werden kdénnen.

3.2.1 Epidemiologie und Ubertragungswege

Die frihe Kindheit ist der wichtigste Infektionszeitraum von CMV. Bis zu einem Alter von
5 bis 6 Jahren erfolgt die Ubertragung hauptsachlich von der Mutter auf das Kind. Dies
kann pranatal, perinatal, oder postnatal geschehen, wobei der Ubertragung durch
Muttermilch und Speichel eine besondere Bedeutung zukommt. Weiterhin kommt es zu
Infektionen bei Kontakt mit virusausscheidenden Kindern (Urin), z.B. in Kindergarten
oder anderen Tageseinrichtungen.

Im jungen Erwachsenenalter wird die endgiltige Seropréavalenzrate einer
Bevolkerungsgruppe erreicht. Die Ubertragung erfolgt dabei hauptsachlich sexuell,
wobei CMV in Samen, sowie im mannlichen und weiblichen Genitale nachgewiesen

werden kann.
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Die Pravalenzraten sind in den verschiedenen geographischen Gebieten der Erde und
in differierenden Bevdlkerungsgruppen unterschiedlich verteilt. So schwanken die
Angaben fur Deutschland zwischen 43.3 und 64.4%. (Ludwig and Hengel 2009)

Abbildung 3: Weltweite Seropravalenz von CMV. (Bull. WHO 49: 103-6, 1973)

Enger sozialer Kontakt und ein niedriger sozialer und 6konomischer Standard scheinen
dabei eine wichtige Rolle fiur eine hohe Pravalenz zu spielen. Anhaltspunkte hierfur
finden sich in Unterschieden zwischen verschiedenen sozialen Schichten mit
unterschiedlichem soziobkonomischem Status. So liegen die Seropositivitdtsraten in
Westeuropa und den USA bei Erwachsenen aus héheren sozialen Schichten bei ca. 40-
50%, wogegen sie bei Erwachsenen aus niedrigen sozialen Schichten bei ca. 90-100%

liegt.

3.2.2 Risikogruppen

Als besonders gefahrdete Bevolkerungsgruppen gelten Schwangere, Frih- und
Neugeborene, Empfanger von Bluttransfusionen, immunsupprimierte Personen, z.B. mit
HIV Infektion oder nach Transplantation (Knochenmark/Stammzellen und solide
Organe).
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Die CMV Infektion ist die haufigste kongenitale (= prd-, und perinatal) Infektion
Uberhaupt. Die Inzidenz betragt zwischen 0,15% und 2,2% (Trincado and Rawlinson
2001; Gaytant, Steegers et al. 2002) was z.B. in den Vereinigten Staaten ca. 30000-
40000 infizierten Kindern pro Jahr entspricht. Als Infektionsfolge kénnen sowohl milde
als auch lebensbedrohliche Symptome resultieren. Auch Langzeitschaden, wie
Horverlust, Taubheit oder Entwicklungsstorungen kdnnen auftreten.

Bei AIDS - Patienten ist CMV eine der wichtigsten opportunistischen Infektionen. Ca.
90% der Patienten zeigen Anzeichen einer aktiven CMV - Infektion und 40% entwickeln
symptomatische, generalisierte Infektionen mit CMV, die lebensbedrohlich sein kdnnen.
Bei Transplantationspatienten besteht die besondere Gefahr in der Auslosung einer
Primarinfektion von CMV durch das Transplantat selbst (solides Organ), oder die
Infektion des Transplantates (Knochenmark) bei seropositiven Empfanger. Auch die
Reaktivierung einer vorhandenen latenten Infektion durch die posttransplantativ
notwendige medikamentdse Immunsuppression ist moglich.

Die Ubertragung von CMV durch Bluttransfusionen ist seit tiber 30 Jahren bekannt. Um
Infektionen zu vermeiden, kommen bei besonders gefahrdeten Patientengruppen, wie
Frihgeborenen, Patienten unter Chemotherapie, oder nach Transplantationen
leukozytendepletierte  und  bestrahlte  Blutkonserven zum  Einsatz.  Die
Leukozytendepletion bietet dabei einen hinreichend sicheren Schutz (Ljungman,
Larsson et al. 2002), wobei aber eine 100%ige Entfernung von CMV aus Blutkonserven
nicht erreicht wird (Rios, Pennington et al. 2003) was eine Infektion theoretisch méglich
erscheinen laft.

3.2.3 Klinische Symptomatik von CMV Infektionen

Infektionen mit CMV verlaufen bei immunkompetenten Personen in der Regel
asymptomatisch. In seltenen Fallen kann ein Mononukleose - &hnliches Krankheitsbild
auftreten, wobei dieses klinisch nicht von einer EBV - assoziierten Mononukleose zu
unterscheiden ist. 7-16% aller Mononukleosen (Klemola and Kaariainen 1965; Lajo,
Borque et al. 1994; Taylor 2003) werden durch CMV verursacht.

Sehr seltene Komplikationen sind Pneumonien, Hepatitis, aseptische Meningitiden und

immunologische Veranderungen (Leukozytopenie, atypische Lymphozytose).
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Uber die Bedeutung von CMV - Infektionen fiir die Genese der Arteriosklerose wird
noch diskutiert. Der Nachweis von CMV - DNA in der Arterienwand (Horvath, Cerny et
al. 2000), eine erhohte Aufnahme von LDL in die Zellen der GefalBwand bei CMV
Infektion (Zhou, Guetta et al. 1996) und die Expression eines HCMV Chemokin —
Rezeptors (Hengel and Weber 2000), sprechen fur eine ursachliche Beteiligung von
CMV. Weiterhin gibt es zunehmend Hinweise auf eine Assoziation von CMV mit
Restenosen bei Koronararterien, wobei hier aber die Bewertung in der Literatur nicht
einheitlich ist (Speir, Modali et al. 1994; Pauletto, Pisoni et al. 1996).

Bei der kongenitalen CMV - Infektion hangen die Ubertragungshaufigkeit, die Schwere
der Erkrankung und die resultierenden klinischen Symptome zu einem erheblichen Teil
vom Infektionsstatus der Mutter ab. Die Zugehorigkeit zu einer bestimmten sozialen
Schicht spielt fur kongenitale CMV-Syndrome eine wichtige Rolle (Trincado and
Rawlinson 2001). So kommt es bei Frauen aus sozial besseren Schichten haufiger zu
einem schwereren angeborenen CMV Syndrom, da hier die CMV-Seropravalenz
niedriger ist (Enders, Bader et al. 2003). Weiterhin kommt es bei einer Primarinfektion
der Mutter in 35-50% der Féalle zu einer Transmission des Virus auf den Féten, wahrend
es bei Reaktivierung nur in 0,2 - 2,0% der Félle zu einer Ubertragung kommt (Stagno,
Pass et al. 1982; Griffiths and Baboonian 1984). Das zeigt, dass die miutterliche
Immunitat einen wichtigen Schutz vor einer Transmission des Virus darstellen kann.
Allerdings ist dieser Schutz unvollstindig und kann nicht immer vor einer
symptomatischen Infektion schitzen. Die genauen Mechanismen dieser Schutzfunktion
sind unbekannt. So kénnten der Antikorpertiter, die aktuelle Viruslast und die Virulenz
des infizierenden Stammes eine Rolle spielen. In einer nicht randomisierten Studie
konnte gezeigt werden, dass die Gabe von CMV spezifischem Hyperimmunglobulin das
Risiko einer kongenitalen Infektion senken kann (Nigro, Adler et al. 2005).

Eine besondere Bedeutung hat die mutterliche Immunitat fur den Verlauf der Infektion.
Allgemein lasst sich sagen, dass bei Neugeborenen von Mittern mit bestehender
Immunitat (also einer Infektion oder Superinfektion durch Reaktivierung) seltener
klinische Symptome auftreten als bei Mittern mit einer Primarinfektion und diese milder
sind. Allerdings gibt es hierzu keine einheitlichen Befunde. So wurde beschrieben,
(Stagno, Pass et al. 1982; Fowler, Stagno et al. 1992) dass miutterliche Antikdrper
Schutz vor einer kongenitalen CMV Infektion bieten und nur bei Kindern mit mutterlicher
Primarinfektion und einer symptomatischen CMV Infektion mit ernsteren Folgeschaden

fur das Neugeborene zu rechnen ist. In neueren Untersuchungen (Boppana, Fowler et
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al. 1999; Gaytant, Steegers et al. 2002) konnten allerdings keine unterschiedlichen
Schweregrade der kongenitalen Infektion und der Folgeschdden in den zwei
verschiedenen Gruppen (Infektion bei mutterlicher Primarinfektion vs. Reaktivierung)
festgestellt werden.

Die Bandbreite der klinischen Symptome reicht von leichten Formen der
Hepatosplenomegalie Uber Thrombozytopenie, Petechien, Mikrozephalie, Retinitis und
Hepatitis bis hin zu schwersten Schadigungen mit letalem Ausgang (11 bis 20% der
Falle).

Abbildung 4: Schwere kongenitale CMV-Infektion mit petechialen
Blutungen, so genanntes ,blueberry muffin syndrom*®. (Prof. Dr. G. Jahn,
Institut fir Medizinische Virologie, Tibingen, Deutschland)

Als langfristige Folgeschdden wurden HoOrminderung (5-15%), Taubheit und eine
verzogerte geistige und motorische Entwicklung beobachtet. Da infizierte Kinder
infektibses Virus oft sehr lang und in hohen Dosen ausscheiden, stellen sie eine
bedeutende Infektionsquelle fur ihre Umgebung dar.

Bei Transplantationspatienten ist die Infektion mit CMV ein grof3es Problem, wobei der
Grad der Immunsuppression eine wichtige Rolle fiur die Entstehung einer
symptomatischen Infektion spielt. Primarinfektionen mit einer schweren, generalisierten
CMV Infektion kommen bei Ubertragung von seropositiven, soliden Transplantaten auf
seronegative Spender vor.

Umgekehrt kann es bei Knochenmarktransplantationen (KMT) bei Ubertragung von
Knochenmark eines seronegativen Spenders auf einen seropositiven Empfanger zu
Symptomen einer Primarinfektion kommen, da die transplantierten spezifischen

Immunzellen mit einer Immunantwort auf die CMV - Infektion des Empfangers
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reagieren. Die klinische Diagnose wird dabei durch das zusatzliche Auftreten der ,graft
versus host disease“ (GvHD) erschwert. Auch dabei kommt es durch die
transplantierten immunkompetenten Zellen zu einer Immunantwort gegen verschiedene
Empfangerstrukturen. Da ahnliche klinische Symptome auftreten, kann eine
Unterscheidung von GvHD vs. CMV - Infektion schwierig sein. Eine geflrchtete
Komplikation ist die interstitielle CMV — Pneumonie, die bei autologer / autogener KMT
eine Inzidenz von bis zu 8,6% und bei allogener KMT von bis zu 15% hat. Die sehr
hohe Letalitat (50-82%) macht sie zu einem der gro3ten Probleme bei
Knochenmarktransplantationen (Ljungman, Engelhard et al. 1992; Ljungman, Biron et
al. 1994).

Das Spektrum der Infektion bei Transplantation von soliden Organen reicht von einer
leichten Symptomatik mit Fieber, Leukozytopenie, atypischer Lymphozytose,
Thrombozytopenie, Myalgien und Arthralgien bis hin zu schweren Infektionen des
Gastrointestinaltrakts, interstitiellen Pneumonien, Retinitiden, Enzephalitiden und
Hepatitiden. Kompliziert werden diese Infektionen durch eine vermehrte Superinfektion
mit Pilzen, Protozoen und Bakterien, was die Behandlung zusatzlich erschwert.
Chronische  GefalRveranderungen und eine beschleunigte Entwicklung von
Arteriosklerose in den Transplantaten konnen zum Organverlust fihren.

Klinische Symptome bei HIV infizierte Personen kdnnen fast jedes Organ betreffen,
wobei die Retinitis die haufigste Manifestation ist. Diese kann zur Erblindung des
betroffenen Auges fiihren, wobei aber durch die Einfuhrung der HAART Therapie
(highly acitve antiretroviral therapy) eine deutliche Verbesserung der Prognose erreicht
werden konnte (Holbrook, Jabs et al. 2003). Weiterhin besonders betroffen sind Lunge,
ZNS und der Gastrointestinaltrakt.

3.2.4 Diagnostik und Therapie von CMV Infektionen

Diagnostische Methoden zur Bestéatigung einer CMV Infektion sind der Nachweis

- von spezifischen Antikdrpern (IgG, IgM) mit ELISA/EIA oder Immunoblot,

- von infektiosem Virus Uber den cytopathischen Effekt (CPE) in der Zellkultur, mit
anschlieRender Bestéatigung durch eine der nachgenannten Methoden

- von viralem Protein pp65 mit Methoden der Immunfluoreszenz und
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- von viraler Nukleinsaure durch die Amplifikation mit verschiedenen Formen der PCR
(onestep PCR, nested PCR, RT-PCR).

Antiviral wirksame Substanzen in der Therapie von CMV Infektionen sind

- Ganciclovir (Cymeven®, Hoffman-LaRoche (Lode 1990) Guanosinanalog mit
zyklischem Zuckerrest, Hemmung der viralen DNA-Polymerase),

- Valganciclovir (Valcyte®, Hoffman-LaRoche (Lode 2003)),

- Foscarnet (Foscavir®, ASTRA Chemicals (Lode 1990) Pyrophosphatanalog,
Hemmung der viralen DNA-Polymerase),

- Cidofovir (Vistide®, Gilead Sciences, Inc. (Lode 1997)) und

- Fomivirsen (Vitravene®, Novartis (Lode 2000)).

- 1263W94 (Maribavir®, GlaxoSmithKline, jetzt ViroPharma Inc. (Wang, Peck et al.
2003))

Der prophylaktische Einsatz von Virostatika bei CMV assozierten Erkrankungen wird

kontrovers diskutiert. Die Gabe von Hyperimmunglobulinpraparaten (z.B. Cytotect®)

wird praktiziert, eine eindeutige Empfehlung fur den regelrechten Einsatz gibt es aber

noch nicht (Nigro, Adler et al. 2005). Problematisch ist die Entwicklung von resistenten

Virusstammen nach langerer Behandlung, besonders bei Ganciclovir (Gilbert, Bestman-

Smith et al. 2002). Durch die Einfihrung der neuen antiviralen Substanzen Cidofovir,

Fomivirsen und 1263W94 ergeben sich erweiterte Behandlungsmdglichkeiten

resistenter Virusstamme, wobei aber auch hier schon neue Resistenzen beschrieben

worden sind (Komazin, Ptak et al. 2003). Durch das breite antivirale Spektrum von

Cidofovir ist es auRerdem erstmals mdglich, zusatzliche Infektionen mit Viren aus der

Gruppe der Poxviridae, Papovaviridae, Adenoviridae, sowie andere Herpesviren

chemotherapeutische zu behandeln (De Clercq 2003).

Anwendungsbeschrankungen ergeben sich durch die Toxizitat der Substanzen, die

entweder stark myelotoxisch (GCV) oder nephrotoxisch (Foscarnet, Cidofovir) wirken.

Die geringsten Nebenwirkungen wurden bisher fiir 1263W94 (Maribavir®) beschrieben.

Bei einer Behandlung traten als h&ufigste unerwinschte Arzneimittelwirkungen (UAW)

lediglich Geschmacksirritationen und Kopfschmerzen auf.

Weitere Substanzen, die sich in der Entwicklungs- und Erprobungsphase befinden und

moglicherweise bei CMV Infektionen eingesetzt werden kénnen, sind Adefovir und

Lobucavir (Sia and Patel 2000).
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3.3 MCMV als Modell fir HCMV

Cytomegalieviren haben ein enges Wirtsspektrum und kdénnen nur ihren natirlichen
Wirt infizieren. Diese Speziesspezifitat fuhrt dazu, dass sich z.B. ein Mensch nur mit
dem humanen CMV (HCMV) infizieren kann, nicht aber mit CMV von Maus (MCMV),
Ratte (RCMV) oder Rhesusaffe (RhCMV). Somit gibt es keine Mdglichkeit, HCMV
Infektionen experimentell in vivo zu untersuchen. Da der Infektionsverlauf und die
Etablierung der Latenz bei MCMV mit dem von HCMV vergleichbar ist, kann die
Infektion mit MCMV als Modellsystem genutzt werden (Hudson 1979; Krmpotic, Bubic
et al. 2003).

Die groRen molekularen und biologischen Ahnlichkeiten machen MCMV zu einem
geeigneten Modellsystem fir HCMV und bieten so einen wichtigen Ansatzpunkt fir eine
Hypothesenbildung von Infektionen des Menschen mit CMV.

Inzwischen stehen vielfaltige Moglichkeiten zur Veranderung des Genoms zur
Verfligung. So kann sowohl der Wirt, als auch das Virus genetisch verandert werden,
um Antworten auf verschiedene Fragestellungen zu erhalten. Ein wichtiger Schritt war
dabei die Klonierung des gesamten Genoms von MCMV (Messerle, Crnkovic et al.
1997) und HCMV (Borst, Hahn et al. 1999) in ein kinstliches bakterielles Genom
(bacterial artificial chromosome, BAC) (Brune, Messerle et al. 2000) in Escherichia coli
(E.coli). Der grol3e Vorteil dieses Systems ist die einfache Handhabung von kompletten
viralen Genomen und die Mdoglichkeit, mit molekularbiologischen Methoden gezielte
oder ungezielte Mutationen in das Genom einzubringen. Eine Rekonstitution von
infektiosen Viren ist nach Transfektion des BACmids in permissive Zellen ebenfalls zu
erreichen. Das Erzeugen und Untersuchen von Virusmutanten wird durch dieses

System erheblich erleichtert.

3.4 Abwehr von viralen Erregern durch das Immunsystem

Das Immunsystem reagiert auf das Eindringen von viralen Erregern mit verschiedenen
Abwehrmechanismen. In der frihen Phase einer Infektion spielt die angeborene,
unspezifische Immunantwort die wichtigste Rolle. Dieser Teil des Immunsystems
besteht aus zellularen Komponenten wie Makrophagen, neutrophilen Granulozyten und

NK-Zellen sowie extrazellularen Iéslichen Proteinen, zu denen das Komplementsystem,
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Typl Interferone / Zytokine und das C-reaktive Protein zahlen. All diese Komponenten
bewirken, dass Viren und virusinfizierte Zellen erkannt und durch verschiedene
Effektormechanismen zerstort werden.

Makrophagen, neutrophile Granulozyten und T-Lymphozyten kénnen virale Pathogene
Uber spezifische Rezeptoren (z.B. Toll like Receptors, MHC) erkennen und diese dann
direkt bekampfen. Zusatzlich wird das Komplementsystem aktiviert. Die Makrophagen
werden aktiviert, sezernieren dann verstarkt Zytokine und prasentieren virale Antigene.
Das Komplementsystem kann nach seiner Aktivierung zur Bildung von Poren und damit
zur Lyse der infizierten Zellen fuhren. Die sezernierten Zytokine (Interferon o+B+y,
TNFa, IL1, IL6) fordern die Aktivierung von nattrlichen Killerzellen (NK-Zellen) und
hemmen die virale Replikation durch Inhibition der Transkription von viraler mRNA
sowie durch Degradation des viralen Genoms. Weiterhin werden Proteasomen, TAP
(transporter associated with antigen processing) und andere Gene stimuliert, wodurch
die Antigenprasentation durch MHC | Molekile verbessert wird.

Die angeborene Immunantwort filhrt so zur verbesserten Aktivierung der adaptiven
(erworbenen bzw. antigenspezifischen) Immunitat, allerdings nicht zu einer
langanhaltenden Immunitat mit Gedachtnisbildung. Die Entwicklung der erworbenen
Immunitat bendtigt einige Zeit, da die T-, B-Lymphozyten ihren spezifischen Antigenen
erst begegnen mussen. Danach werden sie im lymphatischen Gewebe aktiviert und
differenzieren sich zu Effektorzellen. Intrazellulare virale Antigene werde proteolytisch
gespalten und kénnen dann auf der Zelloberflache via MHCI Molekile prasentiert
werden. Dort kdnnen sie von zytotoxischen CD8'T-Lymphozyten erkannt werden und
so zur Zerstorung der infizierten Zelle beitragen. CD4" T-Helferzellen werden durch auf
MHC Il Molekulen préasentierte Antigene stimuliert, produzieren dann Zytokine und
wirken somit stimulierend auf Makrophagen und B-Zellen, was wiederum eine
vermehrte Phagozytoseaktivitdt und eine erhohte Antikdrperproduktion zur Folge hat.
Eine langanhaltende Immunitat wird durch die Differenzierung von B- und T-Zellen zu
Gedachtniszellen erreicht. Bei erneutem Kontakt mit dem Antigen sind diese Zellen in
der Lage, den bendtigten, spezifischen Antikorper oder T-Zell Klon schnell und in
groen Mengen zu produzieren. Damit kann eine Infektion verhindert, oder aber

zumindest der Verlauf gemildert werden (Nairn and Helbert 2002).
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3.5 Immunantwort gegen CMV

Bei der Kontrolle einer Primarinfektion mit CMV spielt die zellulare Immunantwort in
Form von NK-Zellen und zytotoxischen CD8" T-Lymphozyten eine wichtige Rolle, wobei
CD4" T-Lymphozyten die CD8" T-Zell Funktion verbessern, aber nicht essentiell sind
(Lucin, Jonjic et al. 1994). Interferon-gamma (IFN-y) kann die Antigenprasentation
verstarken und wirkt so Immunmodulationsmechanismen des Virus entgegen, die die
Antigenprasentation reduzieren (Hengel, Lucin et al. 1994).

Antikdrper spielen bei der primaren CMV Infektion keine entscheidende Rolle, da
Mause mit normaler Antikorperproduktion denselben Infektionsverlauf zeigen wie
M&ause ohne Antikorperproduktion. Bei Reaktivierung fiihrt das Fehlen von Antikdrpern
allerdings zu erhdhten Virustitern. (Jonjic, Pavic et al. 1994) Durch einen Transfer von
Gedachtniszellen kann dieser Mangel jedoch ausgeglichen werden (Klenovsek, Weisel
et al. 2007).

CMV hat eine Vielzahl weiterer Mechanismen entwickelt, die Immunantwort seines
Wirtes zu verandern oder zu umgehen. (Hengel, Koopmann et al. 1997; Hengel, Brune
et al. 1998) Mit diesen verschiedenen Strategien kann CMV die Immunantwort seines

Wirtes umgehen und lebenslang im Organismus persistieren.

3.6 Fcy-Rezeptoren

Das Immunsystem von Saugern verfugt Gber verschiedene Formen von zellularen Fc-
Rezeptoren, wobei es fur jede Immunglobulinklasse (lgA, IgD, IgE, 19G, IgM)
mindestens einen Fc-Rezeptor gibt. Fc-Rezeptoren gehéren zur Immunglobulin-
Superfamilie (IgSF) und sind mdgliche Bindungspartner verschiedener Immunglobuline.
IgSF Doméanen enthalten ca. 70-110 Aminosauren und besitzen eine charakteristische
Ig-Doméne die aus zwei antiparallelen B-Faltblattstrukturen besteht. Zwischen den
hydrophoben Aminosduren auf der inneren Seite des Sandwiches befinden sich
hochkonservierte Disulfidbriicken, die durch 2 Cysteine zwischen dem B und F strand
gebildet werden. Diese Bricken stabilisieren die Ig-Doméane. Es wird unterschieden
zwischen variablen (IgV), konservierten (IgC) und intermedidren (Igl) Domanen. IgV-

Domanen sind langer und besitzen 9 p-Faltblatter, die IgC-Doménen sind kirzer und
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besitzen nur 7 p-Faltblatter. Manche Ig-Domanen ahneln in der Aminosauresequenz
IgV, besitzen aber nur die Grol3e einer IgC und werden deshalb 1IgC2 genannt (Harpaz
and Chothia 1994). Die Affinitat der IgG Bindung der einzelnen IgSF Domanen bei den
verschiedenen Fc-Rezeptoren ist in Abbildung 5 dargestellt. Einzelheiten fur IgG -

bindende Fcy-Rezeptoren zeigt Tabelle 3.

Fcy- Grole | Affinitat / |Expressionsort /| Signal / Wirkung
Rezeptor |(kDa) |Aviditat Effektorzelle
FcyRI 72 hoch fur Makrophagen, stimulierend,
(CD64) monomeres Neutrophile, Eosinophile, | Endozytose /
IgG dendritische Zellen Phagozytose
FcyRII-A |40 niedrig far Makrophagen, stimulierend,
(CD32) monomeres Neutrophile, Eosinophile, | Endozytose,
IgG, hoch fur Freisetzung von
Immun- sekret. Granula
FcyRII-B2 komplexe Makrophagen, inhibierend,
(CD32) Neutrophile, Eosinophile, | senkt die Schwelle,
FcyRII-B1 B-Zellen, Mastzellen ab der Immun-
(CD32) komplexe

Effektorzellen

aktivieren kdnnen

FcyRIN 50-80 |Niedrig fur NK-Zellen, Mastzellen, |stimulierend fur NK-
(CD16) monomeres Makrophagen, Zellen, infizierte
IgG, hoch fur Neutrophile, Eosinophile, | Zellen mittels IgG
Immun- zu lysieren (ADCC)

komplexe

FcyRIV 75 Mittel fur IgG2a | Neutrophile, Eosinophile, | stimulierend fur NK-
und IgG2b Zellen, infizierte
Zellen mittels IgG
zu lysieren (ADCC)
(Nimmerjahn,
Bruhns et al. 2005)

Tabelle 3
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Immunglobuline kénnen mit ihrem variablen Fg-Teil (fragment antigen binding)
verschiedene Antigene erkennen und werden dann mit dem konservierten Fc-Teil
(fragment constant / crystallizable) von der o-Kette des Fc-Rezeptors gebunden.
Zellulare Effektorzellen, wie T-Zellen oder Makrophagen, kénnen so Pathogene
erkennen und dann in der ihnen eigenen Weise an deren Bekdmpfung mitwirken. Die
anderen Ketten des Fc-Rezeptor - Komplexes (z.B. die y-Kette) sorgen dabei fur die
Signalubermittlung und den Transport an die Zelloberflache. Verschiedene
Effektorfunktionen von zellularen FcyR sind:

- die antikorperabhangige Lyse von infizierten Zellen (ADCC) durch NK-Zellen, die
von FcyR via Antikdrper gebundenes virales Antigen auf der Oberflache erkennen,

- Phagozytose und Endozytose von Immunkomplexen, die nach Bindung an FcyR und
Komplexierung in der Zelle durch MHC Molekiile (major-histocompatibility-complex)
der Klassen | und Il CD8 positiven und CD4 positiven T-Zellen auf der Zelloberflache
prasentiert werden

- Stimulierung oder Hemmung von Immunzellen, dadurch Verédnderungen bei der
Freisetzung von inflammatorischen Mediatoren

- Stimulation der Antikorperproduktion in B-Zellen

Fcy-Rezeptoren sind damit ein integraler Bestandteil des Immunssystems. Sie
verbinden Antikérper mit den Zellen des spezifischen und unspezifischen
Immunsystems, die humorale Immunantwort mit der zellularen Immunantwort und die
erworbene Immunitat mit der angeborenen Immunitat. Damit sorgen sie fir eine

verbesserte Erkennung und Elimination von Mikroorganismen.
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Herpesvirale FcyRs

Zelluléare FcyRs HCMV MCMV RCMV HSV, VZV
FcyRI FcyRII FcYRIII TRL/IRL11 m138  rl38 gE/gl
(CD64) (CD32) (CD16) UL119-118

Abbildung 5: zellulére und herpesvirale Fcy-Rezeptoren. Die Rolle fir die Affinitéat der IgG Bindung der
einzelnen IgSF Domaénen ist durch die Farben rot (hochaffine Bindung), gelb (niedrigaffine Bindung)
und orange (unklar) dargestellt. g und gl besitzen keine IgSF Domane.

ITAM: immunoreceptor tyrosine-based activation motif, ITIM: immunoreceptor tyrosine-based inhibition
motif, GPI: Glycosylphosphatidylinositol anchor, geandert nach Budt et al.

3.7 Virale Fcy-Rezeptoren

Herpesviren besitzen verschiedene Madoglichkeiten zur Modulation des wirtseigenen
Immunsystems und kdnnen damit eine Verbesserung der eigenen Replikationseffizienz
und Persistenz erreichen. Zellulare Immunmechanismen kénnen beispielsweise durch
Hemmung der Antigenprasentation Uber MHCI Molekile inhibiert werden (Hengel,
Reusch et al. 1999). Auch humorale Immunmechanismen sind Ziel herpesviraler
Immunevasion. So kénnen wirtseigene Komplementproteine (z.B. CD46, CD55, CD59)
in die Virushulle eingebaut werden, um einem Angriff des Komplementsystems zu
entgehen (Abb. 6A). Weiterhin exprimieren fast alle Herpesviren Fcy-bindende Proteine
mit potentiell immunevasiver Funktion.

Bei den a-Herpesviren HSV-1, HSV-2 und VZV wurden die heterodimeren
Glykoproteine E (gg) wund | (gl) Dbeschrieben. Die viralen Typ |
Transmembranglykoproteine E (gE) und | (gl) von HSV-1 bilden mit dem Fcy-Teil von
IgG einen Komplex und schitzen so die Zelle vor antikbrperabhangiger Zerstdérung
durch  zytotoxische  Effektorzellen  (Dubin, Socolof et al. 1991) und

komplementvermittelter Neutralisierung (Frank and Friedman 1989). gl und gE werden
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dabei auf der Zelloberflache HSV infizierter Zellen exprimiert und in Viruspartikel
eingebaut. Wird nur gE exprimiert, so andert sich die Affinitat des Rezeptors und es
kénnen nur noch IgG-Aggregate, aber kein monomeres IgG mehr gebunden werden.
Isoliertes gl kann weder Monomere noch Aggregate von IgG binden, sondern wirkt nur
in Verbindung mit gE, wo es die 1gG Bindung verstarkt. Erklart wird dieser Schutz HSV -
infizierter Zellen mit antibody bipolar bridging (Abb. 6C).

—

virales
Antigen

virales
1‘ ntigen

Infizierte Zelle

oder Virion
gl gE gl gE gE gl
Komplement Antikdrper vermittelte
vermittelte Lyse Erke?mung von Schutz vor Schutz durch
viralem Antigen durch zelgﬂ?gﬁr aErzlgﬁ(r;g;ng sterische Hinderung
cFerR bipolar bridging*

Abbildung 6: Modelle zur Funktion von viralen Fcy-Rezeptoren, geandert nach Budt et al.

Dabei wird der freie Fc-Teil eines IgG, der ein HSV-1 Antigen erkannt hat, vom viralen
Fcy-Rezeptor (gl/gE) gebunden und steht so nicht mehr fur die Effektorkomponenten
des Immunsystems, wie Komplement oder zytotoxische Effektorzellen zur Verfiigung
(Nagashunmugam, Lubinski et al. 1998). Durch die Kristallisierung des Rezeptors
konnte diese These inzwischen bestatigt werden (Sprague, Wang et al. 2006). Die
Antwort des wirtseigenen Immunsystems kann auf diese Weise zum Teil inhibiert
werden. Eine weitere Hypothese besagt, dass virale Fcy-Rezeptoren durch gebundene
Antikorper eine sterische Hinderung erzeugen und so das virale Antigen vor der
Erkennung durch das Immunsystems geschutzt wird (Chapman, You et al. 1999) (Abb.
6D).



29

Bei den B-Herpesviren sind Fcy- bindende Proteine bzw. Fcy-Rezeptoren von MCMV
(m138 / fcr-1) (Thale, Lucin et al. 1994), RCMV (Bruggeman, Reinders et al. 1984) und
HCMV (Lilley, Ploegh et al. 2001; Atalay, Zimmermann et al. 2002) bekannt. Sehr friih
wurden Fc-bindende Eigenschaften bei HCMV infizierten Fibroblasten beschrieben
(Furukawa, Hornberger et al. 1975; Keller, Peitchel et al. 1976; Sakuma, Furukawa et
al. 1977). Der molekulare Mechanismus war aber lange Zeit unbekannt. Inzwischen
konnten die dafur verantwortlichen viralen Fcy-Rezeptoren (vFcyR) genetisch
identifiziert und molekular charakterisiert werden. (Atalay, Zimmermann et al. 2002)
Hierbei handelt es sich um die Typ | Transmembranglykoproteine gp34 und gp68 die
den Fc-Teil von humanem, monomerem IgG binden kénnen. Der 68 kDa vFcyR gp68
wird durch ein Spleil3produkt der Genregion UL119-118 kodiert, der 34 kDa vFcyR gp34
von dem sequenzhomologen ORF TRL11/IRL11. Beide Gene sind nicht essentiell flr
die HCMV-Virusreplikation in vitro und werden unabh&ngig voneinander in der E- und L-
Phase exprimiert, wobei die Expression 72-96h p.i. maximal ist. gp34 und gp68 findet
man auf der Zelloberflache von infizierten Zellen und gp68 zuséatzlich im Viruspartikel.
Verschiedene Glykosylierungsformen von gp34 und gp68 zeigen eine Reifung der
vFcyR-Glykoproteine auf dem Weg durch die Zelle. So kommt gp34 mit
Molekulargewichten von 31 kDa und 34 - 41 kDa vor, gp68 mit 68 kDa und 95-105 kDa.
Im Gegensatz zum HSV FcyR konnte die funktionelle Bedeutung der CMV kodierten
Fcy-Rezeptoren noch nicht eindeutig geklart werden.

Es konnte jedoch gezeigt werden, dass der vFcyR m138 als immunerosives Protein
wirkt, indem er die immunologisch wichtigen NK-Liganden MULT-1 und H60 auf der
Zelloberflache herunterreguliert und damit fir eine schlechtere Erkennung der CMV

infizierten Zelle durch das Immunsystem sorgt (Lenac, Budt et al. 2006).

4 Zielsetzung der Arbeit

Wie in Kapitel 3.3 beschrieben, ist MCMV ein wichtiges Modell fiir die experimentelle
Analyse und das Verstandnis von CMV-Infektionen. Da auch MCMV einen Fc-Rezeptor
besitzt (Thale, Lucin et al. 1994), kann hier seine Rolle in allen Phasen der CMV -
Infektion in vivo studiert werden. Untersuchungen mit einer MCMV Am138

Deletionsmutante (Insertion eines E. coli lacZ Gens und einer m138 Deletion mittels cre
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Rekombinase) ergaben einen massiv attenuierten Phanotyp in vivo, was fir eine
wichtige immunmodulatorische Rolle von m138 spricht. Allerdings konnte in T-Zell und
NK-Zell depletierten Mausen kein Einflul3 von Antikérpern auf die Replikationsfahigkeit
in vivo nachgewiesen werden. Sowohl in Mausen mit als auch ohne Antikorper war die
Replikationsfahigkeit der MCMV m138 Deletionsmutante vermindert (Crnkovic-Mertens,
Messerle et al. 1998). Dabei wurde die Replikation von MCMV allerdings in der Phase
der Primarinfektion studiert, in der Antikorper fur die Abwehr einer viralen Infektion
keine wesentliche Rolle spielen (Jonjic, Pavic et al. 1994). Da m138 in vitro keinen
Einflud auf die Replikation hat, kdnnte es sein, dass die in vivo gesehene Attenuierung
auf andere Funktionen von m138 zurtickzufiihren sind, die durch die komplette Deletion
von m138 mit ausgeschaltet wurde.

So wurde nicht Uberprift, ob die benachbarten Genregionen der Am138
Deletionsmutante korrekt transkribiert werden. So spielen m139, m140 und m141 eine
wichtige Rolle fir die in vivo Replikationsfahigkeit von MCMV in Makrophagen. Es
konnte gezeigt werden, dal3 bei einer Deletion der open reading frames (ORF) M139,
M140 und M141 eine effiziente Replikation von MCMV nicht moglich ist und die
Deletionsmutanten in vivo stark attenuiert waren (Hanson, Slater et al. 1999; Hanson,
Slater et al. 2001). Eine Deletion des ORF m137 fihrte in vivo ebenfalls zu einem
attenuierten Phanotyp von MCMV (Visalli, Fairhurst et al. 2002).

Die Struktur der m138 Genomregion wurde deshalb eingehend untersucht. Es wurden
Alignments mit anderen viralen und zellularen Fc-Rezeptoren durchgefuhrt, um die
hypothetische Struktur des vFcyR ml138 zu belegen. Aus den gewonnenen
Homologiedaten wurde ein Strukturmodell entwickelt, das als Grundlage fur die
weiteren Uberlegungen diente. Um den Zusammenhang zwischen Struktur und
Funktion von m138 zu untersuchen, wurde nach einer Mdglichkeit gesucht, die Fc-
Rezeptor - codierende Region m138 so minimal zu modifizieren, dass die Transkription
der benachbarten Genregionen nicht beintrachtigt war. Das Einfligen von
Punktmutationen bietet diese Moglichkeit. Durch den gezielten Austausch einer
einzigen Aminoséaure wird die Sekundarstruktur des Fcy-Rezeptors moglicherweise so
verandert, dass sich dabei die Fcy - Bindungsfahigkeit &ndert, ohne alle andere
Strukturen des Proteins pauschal zu zerstéren. Durch die Herstellung rekombinanter
m138 MCMV Punktmutanten mit dem BAC System und die Konstruktion von
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rekombinanten Vaccinia-Viren kann das veranderte Fc-Bindungsverhalten des

Rezeptors dann in vitro und in vivo untersucht werden.

Ziele dieser Arbeit waren daher:

Die hypothetische Struktur der viralen Fcy-Rezeptoren von MCMV und RCMV durch
Sequenzvergleiche und phylogenetische Untersuchungen zu modellieren und
vorherzusagen

geeignete Genorte in m138 fur die Veranderung der Sekundéarstruktur zu
identifizieren und dort Punktmutationen einzufligen

diese Punktmutationen in den ORF m138 von MCMV einzufligen, sie dann

in geeigneten Systemen (rVV, rMCMC) zu exprimieren

in funktionellen in vitro Essays die Fcy-Bindungsfahigkeit der Punktmutanten zu
Uberprufen und

rekombinante MCMV Mutanten fir zukinftige in vivo Versuche zu konstruieren.



5 Material & Methoden

5.1 Material

5.1.1 AntikGrper

32

Name Katalog - Nr. |Hersteller

mouse IgG Fc - Fragment FITC |010-0203 Rockland Inc., Gilbertsville, USA
mouse IgG Fc - Fragment 010-0103 Rockland Inc., Gilbertsville, USA
rat IgG Fc - Fragment 012-0103 Rockland Inc., Gilbertsville, USA
rat IgG 012-0102 Rockland Inc., Gilbertsville, USA
anti rat IgG FITC (goat) F-6258 Sigma, Steinheim, Deutschland
anti FLAG® M2 monoclonal AK |F-3165 Sigma, Steinheim, Deutschland

Alle Antikdrper von Rockland wurden tber Biotrend, Koln, Deutschland bezogen.

5.1.2 Bakterien

Escherichia coli, Stamm XL1blue: Stratagene, Heidelberg, Deutschland
Escherichia coli, Stamm DH10B: RecA’, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Escherichia coli, Stamm DH5a.: Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

5.1.3 Bakterielle Nahrmedien

LB - Medium: pH 7,5 1 % Bacto - Hefeextrakt (w/v)
0,5 % Bacto - Trypton (w/v)
1 % NaCl (w/v)

LB - Agar: pH7,5 1 % Bacto - Hefeextrakt (w/v)
0,5 % Bacto - Trypton (w/v)
1 % NaCl (w/v)
1,5 % Bacto - Agar (w/v)
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Je nach Anforderung wurden unter sterilen Bedingungen Ampicillin (100 pg/ml),
Chloramphenicol (25 pg/ml), Kanamycin (30 pg/ml), oder 5 % Sucrose zu

Selektionszwecken zugegeben.

5.1.4 Chemikalien und Reagenzien

Produkt / Bezeichnung Hersteller

Acrylamid, Rotiphorese® Gel 30 Roth, Karlsruhe, Deutschland

Agarose, SeaKem® LE (840.004) Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf,
Agarose, NuSieve® 3:1 Deutschland
Ammoniumpersulfatldsung (APS) Sigma, Steinheim, Deutschland

Amphotericin B

Sigma, Steinheim, Deutschland

Ampicillin

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Bacto — Agar

Sigma, Steinheim, Deutschland

Bacto — Hefeextrakt

Sigma, Steinheim, Deutschland

Bacto — Trypton

Difco, Detroit, USA

Bromphenolblau

Merck, Darmstadt, Deutschland

Calciumchlorid

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Chloramphenicol

Sigma, Steinheim, Deutschland

Ciprofloxacin

ICN Biomedicals Inc., Aurora, USA

DTT

Sigma, Steinheim, Deutschland

Endoglykosidase H

Roche, Mannheim, Deutschland

Ethanol

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Essigsaure 96 %

Merck, Darmstadt, Deutschland

Ethidiumbromid

Sigma, Steinheim, Deutschland

Filme, Biomax MR

Eastman Kodak, Rochester, USA

Glycin Sigma, Steinheim, Deutschland

L — Glutamin Gibco BRL / Lifetech / Invitrogen,
Karlsruhe Deutschlands

Igepal Sigma, Steinheim, Deutschland

lodoacetamid

Sigma, Steinheim, Deutschland
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Produkt / Bezeichnung

Hersteller

Isopropanol

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Kaliumchlorid

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Kanamycin

Sigma, Steinheim, Deutschland

Leupeptin

Sigma, Steinheim, Deutschland

Nitrocellulosemembran Protran B85

Schleicher & Schuell, Dassel, Deutschland

Nystatin

Sigma, Steinheim, Deutschland

Marker, Hyper Ladder |

Bioline, Luckenwalde, Deutschland

Marker, 1kb DNA Ladder

Gibco BRL / Lifetech / Invitrogen,
Karlsruhe, Deutschland

Magnesiumchlorid

Roth, Karlsruhe, Deutschland

B - Mercaptoethanol

Sigma, Steinheim, Deutschland

Methanol

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Penicillin

Gibco BRL / Lifetech / Invitrogen,
Karlsruhe, Deutschland

Phenol, Roti® Phenol / C /|

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Pepstatin

Sigma, Steinheim, Deutschland

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Protein - A - Sepharose " Cl 48

Amersham Biosciences AB, Uppsala,
Schweden

Quicksafe A Puffer

Zinsser Analytic, Berkshire, UK

radioaktiver Marker, *C  Methylated

Proteins, CFA626

radioaktives Cystein, Redivue **S Cystein

Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, UK

Saponin

Sigma, Steinheim, Deutschland

SDS

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Serum, FCS, fetal calf serum

Gibco BRL / Lifetech / Invitrogen,

Karlsruhe, Deutschland

Serum, NCS, newborn calf serum

Gibco BRL / Lifetech / Invitrogen,
Karlsruhe, Deutschland

Streptomycin

Gibco BRL / Lifetech / Invitrogen,

Karlsruhe, Deutschland

Sucrose

Roth, Karlsruhe, Deutschland
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Produkt / Bezeichnung Hersteller
Tetramethylethylendiamine (TEMED) Sigma, Steinheim, Deutschland
Tris Roth, Karlsruhe, Deutschland
Trypsin Gibco BRL / Lifetech / Invitrogen,
Karlsruhe, Deutschland

5.1.5 Enzyme

Die verwendeten Restriktionsenzyme, sowie andere DNA modifizierende Enzyme
wurden von:

1 Gibco BRL / Life Technologies / Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

2 New England Biolabs Inc., Beverly, USA

3 MBI Fermentas, Vilnius, Litauen

4 Roche, Mannheim, Deutschland
bezogen und nach den jeweiligen Herstellerangaben mit den dazugehdrigen
Reaktionspuffern verwendet.
Ase | (1); Avr 1l (2); BamH | (1); Bgl Il (1); CIP [alk. Phosphatase] (1); EcoRI (1,2,3);
EcoRV (1,3); Hpa | (2); Hind 11l (1,2); Kpn I (1,3); Msc | (2); Nco | (2); Not | (1); Nhe | (1);
Polymerase (4); Pst | (1); Pvu | (1); Sac | (2); Sac Il (2); Sma | (2); SnaBl (2); Spe | (1);
Sph1(1); Sstl(1); Sst 1l (1); T4 DNA Ligase (4); Vsp | (1); Xba | (1); Xho I (1)

5.1.6 Gerate

Gerat Typ Firma

Sterilbank Heraeus Typ LaminAir 2472 |Kendro, Langenselbold,
Zellkulturzentrifuge | Heraeus Megafuge 1.0R Deutschland
Schwenkrotor Heraeus Sepatech #2704

Kuhlzentrifuge Heraeus Biofuge 15R

Zellkulturinkubator |Heracell 150

Elektroporator EasyJetPlusD2000 EquiBio, Needham Heights, USA

Gelkammer Agagel Mini, Midi, Maxi Biometra, Gottingen, Deutschland
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Gerat

Typ

Firma

Netzteil flr

Gelkammern

Power Supply EPS 301 und
EPS601

Amersham / Pharmacia Biotech,

Uppsala, Schweden

Pipetten

5 - 20pl, 100pl, 200!, 1000ul

Gilson Inc., Middleton, USA

Pipetten

0,5 - 10y

Thermoblock

Thermomixer comfort

Tischzentrifuge

Centrifuge 54150

Eppendorf, Hamburg,

Deutschland

Kihlzentrifuge

Sorvall RC5C plus

Rotoren fir

Kihlzentrifuge

Sorvall SM 24 Rotor, 20000

U/min.

Sorvall GSA Rotor, 13000

U/min.

Kendro, Langenselbold,

Deutschland

Geltrockner

Model 583 Gel Dryer

BioRad, Hercules, USA

Szintigraph

Liquid Scintillation Counter,
Wallac 1409

Wallac Oj., Turku, Finnland

Thermocycler

GeneAmp PCR System
2400

Perkin Elmer, Wellesley, USA

5.1.7 Kits

Verwendung

Name

Hersteller

DNA Praparation

QlAprep® Spin Miniprep Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

DNA Praparation

Concert' Rapid Plasmid

MiniPrep System

LifeTech, Detroit, USA

DNA Pré&paration

QIlAfilter Plasmid Midi Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

Gel - Extraktion

QIAquick Gel Extraction Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

BAC DNA

Praparation

Nucleobond® AX Kit

Macherey - Nagel, Duren,

Deutschland

Transfektion

SuperFect® Transfection Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

PCR

Expand High Fidelity PCR —
System

Roche, Mannheim, Deutschland
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Verwendung Name Hersteller

PCR Deoxynucleoside - Roche, Mannheim, Deutschland

triphosphate Set

Western Blot ECL plus Western Blotting | Amersham Pharmacia Biotech,
Detection System Buckinghamshire, UK
Sequenzierung ABI Prism BigDye Applied Biosystems / Perkin EImer

terminator cycle

sequencing kit

Alle Kits wurden nach den Herstellervorschriften verwendet.

5.1.8 Losungen und Puffer

TAE - Puffer: 40 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0

(Ansatz 50x, 1l: 242 g Tris; 57,1 ml Essigsaure; 100 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0; H,0)
TBE - Puffer 0,5x: 45 mM Tris, 45 mM Borsaure, 1 mM EDTA

(Ansatz 5x, 1l: 54 g Tris; 27,5 g Borséaure; 40 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0; H,0)

6x Probenpuffer TAE: 6x TAE, 10 % Glycerol (v/v), Bromphenolblau

(400 pl Glycerol 100%, 200ul 50x TAE, 1000ul H,0, Spitze Bromphenolblau)

6x Probenpuffer TBE: 3x TBE, 10 % Glycerol (v/v), Bromphenolblau

Immunpréazipitation / IP

Lysispuffer:

140 mM NacCl, 5 mM MgCl,, 20 mM Tris pH 7,6, 1 % Igepal (v/v), 1 mM PMSF, 100 puM
Leupeptin; 1 uM Pepstatin

(Ansatz 10 ml: 100 pl Igepal, 100 pl 200 mM PMSF, 10 ul 10 mM Leupeptin,
10 pl 1 mM Pepstatin)

Waschpuffer B:

0,15 M NaCl; 10 mM Tris pH 7,6; 2 mM EDTA pH 8,0; 0,2 % Igepal (v/v)
Waschpuffer C:

0,5 M NaCl; 10 mM Tris pH 7,6; 2 mM EDTA pH 8,0; 0,2 % Igepal (v/v)
Waschpuffer D:

10 mM Tris pH 8,0
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Fixationspuffer:
10 % Essigsaure (v/v), 40% Methanol (v/v)
(Ansatz 0,5I: 250 ml H,O, 50 ml 100 % Essigséaure, 200 ml Methanol)

SDS - Gele

1x Probenpuffer: 0,2 M Tris pH 6,8, 5mM EDTA, 34 % Sucrose, 4 % SDS,
Bromphenolblau (Ansatz: 16 ml 0,5 M Tris pH 6,8; 22,7 ml 60 % Sucrose, 0,4 ml 0,5 M
EDTA, 0,9 ml H,0, 0,4 g Bromphenolblau)

vor Gebrauch 1 ml mit 50 pl 1 M DTT (1,4- Dithiothreit), 200 pl 20 % SDS

5x IP - Laufpuffer: 0,25 M Tris, 2 M Glycin, 0,1% SDS

(Ansatz: 300 ml 5x IP - Laufpuffer, 1200 ml H,O, 7,5 ml 20 % SDS)

Sammelgel:

5 % Acrylamid (v/v); 125 mM Tris pH 6,8; 14 % Sucrose (w/v); 0,1 % SDS (w/v);
TEMED; 0,05 % APS

Trenngel:

10 % Acrylamid; 0,5 M Tris pH 8,8; 15 % Sucrose; 0,1 % SDS; TEMED; 0,03 % APS
Endo H - Puffer:

0,5 M Natriumcitrat pH 5,5; 10 % PMSF (w/v)

Probenpuffer Endo H 4x:

0,5 M Tris pH 6,8; 0,5 M EDTA, 60 % Sucrose (w/v), 12 % SDS (w/v), Bromphenolblau

Western Blot:

RIPA - Puffer:

1 % NP40, 0,5 % Natriumdesoxycholat, 0,1 % SDS, mit 1 x PBS auffullen, 10 pl/ml
PMSF (100 puM) 10 pl/ml Leupeptin, 2 pl/ml Pepstatin

Blotting - Puffer:

48 mM Tris, 39 mM Glycin, 20 % Methanol (v/v)

1x TBST:

10 mM Tris pH 8,0; 150 mM NacCl; 0,05 % TWEEN 20

Sammelgel:

6,5 % Acrylamid; 125 mM Tris pH 6,8; 0,1 % SDS; TEMED; 0,15 % APS

(2,2 ml 30% Acrylamid, 2,5 ml 0,5 M Tris pH 6,8; 6,2 ml H,O, 0,1 ml 10 % SDS, sowie
10 pl TEMED und 100 pl APS)

Trenngel:
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10 % Acrylamid, 0,5 M Tris pH 8,8; 0,1 % SDS; TEMED; 0,15 % APS

(3 ml 30% Acrylamid, 2,5 ml 2 M Tris pH 8,8; 4,3 ml H,0, 0,1 ml 10 % SDS, sowie 10
pul TEMED und 100 pl APS)

Laufpuffer 1x Laemmli:

25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1 % SDS

2x Probenpuffer:

100 mM Tris pH 6,8; 20 % Glycerol; 8 % SDS; 0,2 % 3 - Mercaptoethanol

DNA Praparation

Lésung 1: 50 mM Glucose; 10 mM EDTA pH 8; 25 mM Tris
Lésung 2: 0,2 M NaOH, 1 % SDS (w/v)

LOsung 3: 3 M KAc, pH 4,6

FACS

FACS Puffer:

1x PBS + 2,5 % FCS + 0,05 % Na — Azid

FACS Permeabilisierungspuffer:

1Ix PBS + 2,5 % FCS + 0,05 % Na — Azid + 0,05% Saponin
FACS Fixationsspuffer:

PBS + 3% Paraformaldehyd

Sonstige
Proteinase K - Puffer:
5 mM Tris pH 8,0; 5 mM EDTA,; 0,5 % SDS (w/v)

5.1.9 Oligonukleotide

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG Biotech, Ebersberg b.
Munchen, Deutschland synthetisiert. In der folgenden Tabelle sind alle Primer
zusammengefasst, die zum Einbringen der Punktmutationen, zum Amplifizieren der
flankierenden Sequenzen und Klonieren der Genregion m138 von MCMV benutzt
wurden. Gerade Nummerierung der Primer bedeutet ,Vorwartsprimer® (3->5°) eine

ungerade Nummerierung ,Ruckwartsprimer” (5->3%)
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Legende: K = Primer zum Klonieren, M = Primer mit Punktmutation, RS = Primer mit

zusatzlicher Restriktionsschnittstelle, S = Primer zum Sequenzieren, FLAG = Primer mit

FLAG —tag

Name Sequenz Typ

ab-fcr-up2 5'CGCGACTCTAGACCTACGTAACTCAAGTCATCGACTACT |K
AACACTT3' (Xba I)

ab-fcr-upl S'CAATTAGGTACCAAGTTAACGCCGTCTCGATCTTCTGGG (K,
TGTCC3' (Kpn 1) RS

ab-fsh-1 5'GAATTCGAGCTCGCTAGCGGCC_TGACGGCGCATCAAT |M
TAC3' (Nhe I)

ab-fshBam 5'CTCTTGGATCCATGGCGCCTTCGACGCTGATCGCACTC (K, M,
TGCCTGCTAGCGGCCTGACGGCGCATCAATTAS3 (BamH 1) |RS

ab-fcr-do6 5TTAACGCATGCTCCTAGGGAGATCACGGGGCGA K
CTGTG3' (Sph 1)

ab-fcr-do5 5'CCGTTTICTAGAAGCTAGCAGGCAGAGTGCGAT K
CAGCG3' (Xba I)

ab-fcr-do4 5TTAACGCATGCTCCTAGAGCCGATGAAACTGCTGGGTG |K
GCG3' (Sph )

ab-fcr-do2 S5TTAACGCATGCTCCTAGGTCGCGCTGTACACCCCCGGA K
TTC3' (Sph I)

ab-fcr-dol 5'CCGTTICTAGAAGCTAGCAGGCAGAGTGCGATCAGCGT |K
CGAAG3' (Xball)

ab-fcr-cds4 5'GCATGCTTACTTGTCGTCGTCGTCCTTGTAGTCCGTGTT |K
ACGTACGCCAGTGTTACAACCAATTAACCS3 (Sph 1)

ab-fcr-cds3 5'CTCTTGGATCCATGGCGCCTTCGACGCTGATCGCACTC |K
TGCCTGCTAGCGCGATTTATTCAACAAAGCCACG3'

ab-fcr-cds2 5'CGATCCGAAGCTTTACGTATGACGTACGCAACCCGGCA K
GGTTA3' (Hind Il1)

ab-fcr-cdsl |5'ATATATGAGCTCGCTAGCGGCCGTGACGGCGCATCAAT |K
TACCT3' (Sstl/ Sac )

ab-cysxm-1 |5'GTCGCCAACAGAGTC_GCCGCTAAGCTCGATGATTAC3' |M




Name Sequenz Typ
ab-fcr- 5'GAGAGAGAAGCTTTTACTTGTCGTCGTCGTCCTTGTAGT |K,
flagHind CAGCAGCCGTATGACGTACGCAACCCGGCAG3! RS
ab-fcr- 5'GAGAGAGAAGCTTTTACGTATGACGTACGCAACCCGGC (K,
cdsHind AG3' RS
ab-fcr- 5'CTCTTGGATCCATGGCGCCTTCGACGCTGATCGCACTC |K,
cdsBam TGCCTGCTAGCGGCCGTGACGGCGCATCAATTAS' RS
ab-cysém-2 |5'TCCCGAGCGGACGCGGGCCCTAAACCGGCCGATS3 M
ab-cys6-1 5'GACTCCATCTCGATCAACGS' K
ab-cysbm-2 |5'CACCGCGTCGAAGGTAGCCGTTATTTGGATCTC3 M
ab-cys5-1 5'’AAATTCCCGGGTGAGTACCAGTGTATCTTCS K, S
ab-cysdm-1 |5’ATTCCCGGGTGAGTACCAGGCTATCTTCGAGAG M
AGAG3'

ab-cys3m-1 |5’AGAACGACCGTCCAGGCCGCAGAACCCCAGTTC3' M
ab-cys3-2 5'CGATTCCAGCGGCTTTTCCAS K,S
ab-cys2m-2 |5'GAGGAGTCATGATGGCCTGATATTTCACGTGC3 M
ab-cys2-1 5'CTAGACCTCTCACATCGCAACGG3! K, S
ab-cyslm-1 |5'GAGACTTTGTCCTCGCCACCGTGACGGGCATC3 M
ab-cysl-2 5TCCGGGTTTTGTGAAGTTGACS' K, S
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Weiterhin wurden die m138 Homologe von RCMV, die Stamme Maastricht und England

kloniert. Die dazu benutzen Primer finden sich in der folgenden Tabelle.

Name Sequenz Typ

NL-fcrl 5'CTCTCAAGCTTGGCGGGATGGGAAAAATGG3I' (Hind IlI) |K, RS

NL-fcr2 5'CTCTCGAGCTCTTATATACAGCTTTT K
TTTATTGAG3' (Sstl/ Sac )

NL-fcrF1 5'CTCTCGAGCTCTTACTTGTCGTCGTCGTCCTTGTAGTC |K,
AGCAGCTATACAGCTTTTTTTATTGS' (Sstl/ Sac ) FLAG

Sv-fcrl 5'CTCTCAAGCTTGCCAAGATGATGCCTTCCG3' (Hind Ill) |K

Sv-fcr2 5'CTCTCGAGCTCTTATACATGACGTAG K
GTTCTGG3' (Sstl/ Sac )
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Name Sequenz Typ
SV-fcrF1  |5'CTCTCGAGCTCTTACTTGTCGTCGTCGTCCTTGTAGTC | K,
AGCAGCTACATGACGTAGGTTCTGGSI' (Sst | / Sac 1) FLAG

Legende: K = Primer zum Klonieren, FLAG = Primer mit FLAG - tag, RS = Primer mit
Restriktionsschnittstelle, NL = Ratten - CMV, Stamm Maastricht, SV = Ratten - CMV,

Stamm England

5.1.10 Plasmide und BACmide

pUC19: Gibco BRL / Lifetech / Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Die folgenden Plasmide / BACmide wurden freundlicherweise zur Verfiigung gestellt:
p7.5k131: von Dr. Hans - Jurgen Schlicht, Universitat Ulm, Deutschland
pST76KSR: von Prof. Dr. Martin Messerle, Universitat Hannover, Deutschland
MCMV - BAC (MW97.01): von Dr. Markus Wagner, z.Zt. Harvard Medical School,
Boston, MA, USA

5.1.11 Software

Software Programm Hersteller

fur Sequenzvergleiche DNAStar /|DNA Star Inc., Madison, WI,
Lasergene USA

fur Klonierung, Alignments, | MacVector 7.0 Accelrys, Cambridge, UK

phylogenetische Analyse

5.1.12 Viren

Folgende Viren wurden freundlicherweise zur Verfligung gestellt.
MCMV Wildtyp Stamm C3X: von Dr. Martin Messerle, Universitat Halle / Wittenberg,
Deutschland
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MCMV Wildtyp Stamm Smith: American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA
(ATCC, VR-1399)

RCMV Wildtyp Stamm Maastricht: von Dr. Sebastian Voigt, Charité, Berlin,
Deutschland

RCMV Wildtyp Stamm England: von Dr. Sebastian Voigt, Charité, Berlin, Deutschland
Vaccinia Wildtyp Stamm Kopenhagen: von Dr. Hans - Jurgen Schlicht, Universitat
Ulm, Deutschland

Temperatursensitiver Vaccinia Stamm ts7: von Dr. Hans - Jurgen Schlicht,

Universitat Ulm, Deutschland

5.1.13 Zelllinien

CV1: Nierenzelllinie aus der Griinen Meerkatze(ATCC, CCL-70)

NIH 3T3: Fibroblastenzelllinie aus der Maus (ATCC, CRL-1658)

MEF: Embryonale Fibroblasten aus der Maus (mouse embryonal fibroblast)

REF: Embryonale Fibroblasten aus der Ratte (rat embryonal fibroblast)

143B tk: Humane Osteosarkomzelllinie, (ATCC, CRL-8303) Deletion des Enzyms

Thymidinkinase, resistent gegeniber 5-Bromo-2-desoxyuridin (BrDU)

5.1.14 Zellkultur Nahrmedien

Alle Stammlésungen (DMEM, Glutamin, Penicillin, Streptomycin, Trypsin), sowie die
Seren wurden von Gibco / BRL (Gibco / BRL, Life Lab., Paisley, Scotland jetzt
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) bezogen. Die Seren wurden vor Verwendung
hitzeinaktiviert. (30 min, 56°C).

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) pH 7,2

Zusatzlich: Glutamin 2 mM; Penicillin 100 U/ml; Streptomycin 100 pug/ml; Ciprofloxacin
25 pg/ml; fotales Kalberserum (fetal calf serum, FCS) oder neugeborenen Kalberserum
(newborne calf serum, NCS) 10 % ig, hitzeinaktiviert

Um die Wachstumsgeschwindikeit der Zellen zu verringern, kann die Konzentration von
FCS / NCS im Nahrmedium auf 5 % gesenkt werden.
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Phosphatpuffer Salzlosung pH 7,2 (PBS)
Zum Waschen bei Zellkulturarbeiten:
9,1 mM NayHPO,, 1,7 NaH,PO,4 150 mM NacCl

5.2 Methoden

5.2.1 Mikrobiologische Methoden

5.2.1.1 Kultivierung von E.coli

Die Anzucht von E.coli (Stdmme XL1 blue, DH10b und DH5q) erfolgte bei 37°C auf LB -
Agarplatten oder in LB - Medium Schuttelkulturen (200 U/min.) im Inkubator oder
Brutraum.

Mit dem Shuttle Plasmid pST76KSR transformierte E.colis wurden zur Selektion des
temperatursensitiven Plasmids bei einer Temperatur von 30°C kultiviert.

Eine Selektion erfolgte Uber Antibiotika - Resistenzgene. (Ampicillin, Chloramphenicol
und Kanamycin)

Ausgangsmaterialien zum sterilen Beimpfen von Kulturen waren Einzelklone von einer
LB - Agarplatte.

Die Lagerung uber langere Zeitraume erfolgte bei —20/-70°C mit Zusatz von 15 %

Glycerin.

5.2.1.2 Herstellen von kompetenten Bakterien

Die folgende Prozedur beschreibt die Herstellung von chemisch kompetenten E.coli zur

Transformation von Plasmid - DNA. Hierzu wurden die E.coli Stamme XL1 blue, DH10Db,

DH5a, sowie Klone von E.coli XL1 blue mit BACmid, verwendet.

1. In 5 ml LB Medium wird bei 37°C Uber Nacht eine Mini Kultur vom gewinschten
E.coli Stamm aus einem Glycerolstock oder einem kontrollierten E.coli Klon

angelegt.
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2. Am nachsten Tag werden 100 — 200 ml LB Medium mit 1 — 2 ml aus der
Ubernachtkultur angeimpft.

3. Diese Bakterienkultur lat man bei 37°C bis zu einer optischen Dichte (ODsgp) von
0,4 - 0,5 wachsen. (Kontrolle nach ca. 2 h, LB Medium als Nullwert)

4. Die Bakterien werden durch Zentrifugation bei 4°C, 4000 U/min., 10 Minuten in
geeigneten Gefalien (z.B. 50 ml Falcons) geerntet.

5. Das entstandene Pellet wird auf Eis mit 50 ml kaltem 0,1 M MgCl, resuspendiert und
10 Minuten auf Eis inkubiert.

6. Die Bakterien werden durch Zentrifugation bei 4°C, 4000 U/min., 10 Minuten
pelletiert.

7. Das entstandene Pellet wird auf Eis mit 50ml kaltem 0,05 M CacCl, resuspendiert
und 20 Minuten auf Eis inkubiert.

8. Die Bakterien werden durch Zentrifugation bei 4°C, 4000 U/min., 10 Minuten
pelletiert.

9. Das entstandene Pellet wird auf Eis mit 2 ml kaltem 0,05 M CaCl, + 15 % Glycerol
resuspendiert und aliquotiert.

10.Die Aliquots werden im Stickstoff schockgefroren und dann zur Lagerung in eine —
70°C Truhe etc. Uberfuhrt.

Bei der Herstellung von elektrisch kompetenten E.coli zur Transformation von Plasmid -

DNA via Elektroporation wurde MgCl, und CaCl, durch steriles aqua bidest ersetzt und
das Resuspendieren erfolgt dann mit sterilem aqua bidest + 10 % Glycerol. Der Rest
des Protokolls bleibt gleich.

5.2.2 Molekularbiologische Methoden

Es wurden molekularbiologische Standardmethoden verwendet.
Planungen fur Klonierung sowie Kontrolle von Primern und Plasmiden wurden mit dem

Programm Mac Vector durchgefinhrt.
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5.2.2.1 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Alle PCRs wurden mit dem Expand High Fidelty PCR - System von Roche

durchgefuhrt. Polymerase und PCR Puffer aus dem Kit wurden nach Angaben des

Herstellers verwendet. Weiter wurden Nukleotide (dNTP) 100 mM von Roche und

steriles, gefiltertes H,O benutzt. Oligonukleotide / Primer wurde nach den

entsprechenden Bedurfnissen synthetisiert und in einer Konzentration von 5 - 10 pM

pro Ansatz verwendet.

Folgendes Programm wurde zum Amplifizieren genutzt.

touch down PCR:

1. Denaturierung: 95°C, 5 Minuten; 40°C 1 Minute

2. Denaturierung: 94°C, 80 s; Annealing: 62°C->43°C, 2 Minuten; Elongation: 72°C, 3
Minuten; 20 Zyklen (nach jedem Zyklus sinkt die Annealingtemperatur um 1°C)

3. Denaturierung: 94°C, 1 Minuten; Annealing: 43°C, 2 Minuten; Elongation: 72°C,
150s; 15 Zyklen

4. 10 min 72°C; dann 4°C «

Bei einigen PCR Produkten, wurde die Annealingtemperatur (siehe 2.) variiert:

65°C ->46°C, 63,5°C -> 44,5°C, 60°C -> 41°C, um bessere Ergebnisse zu erhalten.

5.2.2.2 Klonierung von Plasmiden

Bei der Klonierung von Plasmiden wurden sowohl Vektor als auch die einzufligende
DNA (Insert) mit spezifischen Restriktionsenzymen geschnitten. Je nach verwendetem
Restriktionsenzyme entstehen DNA - Fragmente mit Uberh&ngenden (sticky end) oder
geraden (blunt end) Enden. Blunt end Restriktionsverdaue wurden nach Méglichkeit
vermieden, da diese die Tendenz besitzen zu re-ligieren und keine gerichtete
Klonierung erlauben.

Es folgte die Aufreinigung im TAE — Agarose - Gel mit anschlieiendem Ausschneiden
der bendétigten Banden / DNA Fragmente und deren Eluation aus der Agarose. Danach
wurde zur DNA Mengenbestimmung ein weiteres TAE - Agarose - Gel gefahren und die
bendtigten Mengen an Vektor und Insert fir die Ligation ermittelt. Die Ligation erfolgte

Uber Nacht bei 16°C im Wasserbad. Der fertige Ligationsansatz wurde dann in
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kompetente E.coli transformiert (chemisch oder elektrisch) und auf LB - Agaroseplatten
mit entsprechendem Antibiotika ausplattiert und tber Nacht bei 30°C / 37°C inkubiert.
Die so entstandenen Einzelkolonien wurden gepickt und daraus Mini - LB -
Ubernachtkulturen angesetzt, aus welchen am folgenden Tag die Plasmid - DNA
prapariert wurde. Diese wurde mit entsprechenden Restriktionsenzymen geschnitten
und zur Kontrolle auf ein TAE - Agarose - Gel aufgetragen. Bei korrektem
Bandenmuster konnte eine Midi oder Maxi LB - Ubernachtkultur angesetzt werden, aus
der wiederum die Plasmid - DNA isoliert und fir die nachsten Klonierungsschritte

verwendet wurde.

5.2.2.3 Agarose Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA durch Elektrophorese erfolgte zur GréRenbestimmung nach
Restriktionsverdau, zur Isolierung und Aufreinigung von DNA Fragmenten, zu
Kontrollzwecken und zu DNA Mengenbestimmungen bei Klonierungen. Es wurden
hauptsachlich horizontale TAE Agarose - Gele in einem Konzentrationsbereich von 0,8
% bis 1,5 % (w/v) in verschiedenen Grol3en eingesetzt. Dabei wurde die Agarose mit
TAE - Puffer in der Mikrowelle gel6st, in den Gelschlitten gegossen und in die mit 1x
TAE - Puffer gefillte Elektrophoresekammer eingesetzt. Alle Gele wurden beim Giel3en
mit Ethidiumbromid versetzt (0,5 — 1 pg/ml Gel). Die DNA - Proben wurden mit einer
entsprechenden Menge Probenpuffer (TAE 6x oder TBE 8x) versetzt und zusammen
mit einem Marker (z.B. von Bioline, 1 ul) auf das Gel aufgetragen. Die Auswertung
erfolgte unter UV - Licht, wobei das Bandenmuster dokumentiert und benétigte Banden
ausgeschnitten wurden.

Fur die prazise Grolenunterscheidung von kleinen DNA Fragmenten (Unterschied <
40bp) wurden 3 % NuSieve Gele genutzt.

BACs und aus MCMYV isolierte DNA wurden in 0,5 % igen TBE Gelen tberprift.

5.2.2.4 Restriktionsverdau

Die Spaltung von DNA - Doppelstrangen mit Restriktionsendonukleasen wurde bei der

Analyse, Klonierung und Fragmentisolierung von DNA eingesetzt. Es wurden jeweils ca.
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500ng - 50pg DNA aus PCR oder DNA Praparation verwendet und dann mit Enzym,
sowie dem jeweiligen Puffer nach Herstellerangaben fur 1 - 5h inkubiert.
Reaktionstemperatur (25°C / 30°C / 37°C) und Menge des Enzyms (Grundregel:1
Einheit (U) Enzym pro ug DNA) wurden je nach Enzymtyp variiert.

Wenn die Pufferbedingungen es erlaubten, wurden teilweise auch 2 verschiedene
Restriktionsenzyme gleichzeitig eingesetzt (Doppelverdau). Bei Problemen mit dem
Doppelverdau erfolgte der Einsatz der Enzyme nacheinander, oder es wurde
zwischenzeitlich eine Ethanolféallung durchgefiihrt. Bei gréRerem Probenaufkommen,
wie bei der Kontrolle von Mini - Preps wurde ein ,Master - Mix“ mit Enzym und Puffer
hergestellt und dann gleichmaRig auf alle Proben verteilt.

Mit alkalischer Phosphatase dephosphorylierte DNA wurde bei 65°C 30 Minuten
inaktiviert.

Die geschnittene DNA wurde auf Agarose - Gele (1 %TAE + EtBr oder 0,5 %TBE +
EtBr) aufgetragen. Es folgte die Kontrolle des Bandenmusters unter UV - Licht und das
Ausschneiden der bendétigten Banden. Die ausgeschnittenen Banden wurden aus der

Agarose eluiert und weiterverwendet.

5.2.2.5 Reinigung von DNA Fragmenten und Gelelution

Die Reinigung von DNA Fragmenten erfolgte Uber Auftrennung auf Agarose - Gelen
oder durch Ethanolfallung. Es wurden hauptséchlich 1 % ige TAE Agarose - Gele
verwendet.

Um die DNA nach Reinigung oder Restriktionsverdau aus dem Agarose - Gel zu I6sen,
wurde das QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers
genutzt.

Das Prinzip beruht auf der Verflissigung des Agarose - Gels durch speziellen
salzhaltigen Puffer und die Bindung der enthaltenen DNA an Silica - Gel - Saulen. Diese
DNA Bindung ermdéglicht die Entfernung von unerwinschten Verunreinigungen, wie
Enzymen, BSA, Agarose, Ethidiumbromid, und anderen Detergentien, da diese nicht an
das Silica - Gel binden. Salze werden durch einen ethanolhaltigen Waschpuffer
guantitativ entfernt. Die Elution erfolgt dann unter basischen Bedingungen mit wenig

Salz.
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5.2.2.6 Ligation von DNA Fragmenten

Als Ligation bezeichnet man die Verknipfung von DNA Fragmenten mit tberhdngenden
(sticky end) oder glatten Enden (blunt end) mit Hilfe des Enzyms Ligase. Es wurde T4
DNA Ligase mit dem entsprechenden Puffern nach Angaben des Herstellers (Roche,
Mannheim) verwendet. Dabei wurden 500ng - 1pg Vektor und die funf- bis zehnfache
Menge Insert benutzt. Die richtigen Mengenverhaltnisse wurden vorher mit einem TAE -
Agarose - Gel kontrolliert. Bei einigen Ligationen, insbesondere bei grof3en Plasmiden
und blunt - end - Ligationen, wurde die DNA vorher mit alkalischer Phosphatase (CIP)
behandelt. Die Inkubation erfolgte Uber Nacht bei 16°C im Wasserbad. Die ligierte DNA
wurden dann in chemisch oder elektrisch kompetente Bakterien transformiert. Bei
Verwendung der elektrischen Transformation wurde der Ligationsansatz mit Ethanol

geféllt, oder auf eine Dialysemembran aufgebracht, um die Salze zu entfernen.

5.2.2.7 Transformation von Plasmid - DNA

Das Einbringen von DNA in Bakterien erfolgte Uber verschiedene Stimuli, durch die
Bakterien befahigt werden, DNA aufzunehmen.

Bei der chemischen Methode geschieht dies durch Auflockerung der Bakterienwand
und Bildung von ,Ca®* - DNA - Komplexen®, die dann bei kurzzeitiger
Temperaturerhbhung (heat shock) aufgenommen werden.

Bei der elektrischen Methode erfolgt die Auflockerung der Bakterienwand durch das
Einbringen der Bakterien in ein elektrisches Feld. Dabei wird die DNA in das Bakterium

,hineingeschossen®.

chemische Transformation:

1. chemisch kompetente E.coli XL1blue Aliquots (50 pl) auf Eis auftauen

2. 5 pl DNA / Ligationsansatz (100 ng bis 1 ug) in die Bakterien pipettieren und 30
Minuten auf Eis inkubieren

3. heat shock bei 42°C fiir 60 bis 90 Sekunden

4. 2 bis 5 Minuten auf Eis inkubieren

5. 1 ml LB Medium dazu und 30 - 60 Minuten bei 37°C (30°C) auf dem Schittler

inkubieren
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6. 30 Sekunden bei 12000 U/min zentrifugieren
7. 900 pl Uberstand verwerfen, Rest resuspendieren und auf Agarplatten ausspateln
8. Uber Nacht bei 37°C (30°C) im Brutraum inkubieren

elektrische Transformation:

1. elektrokompetente E.coli XL1blue oder DH10b (50ul) auf Eis auftauen

2. 25 u DNA / Ligationsansatz in die Bakterien und dann in die
Elektroporationskivette pipettieren

3. Elektroporieren, mit folgenden Parametern: 2500 V, 25 pF, 200 QQ, 5 ms (Gerat:
EasyJetPlusD2000)

4. sofort 1 ml LB Medium dazu und 30 - 60 Minuten bei 37°C (30°C) auf dem Schduttler
inkubieren

5. 900ul Uberstand verwerfen, Rest resuspendieren und auf Agarplatten ausspateln

6. Uber Nacht bei 37°C (30°C) im Brutraum inkubieren

Bei temperatursensitiven Plasmiden, wie dem Shuttle Plasmid pST76KSR erfolgten die
Inkubationsschritte bei 30°C statt bei 37°C.

Die Selektion erfolgt durch die im transformierten Plasmid enthaltene Antibiotika -
Resistenz.

Nach erfolgreicher Transformation wurden Klone gepickt, LB - Ubernachtkulturen
angesetzt und daraus die Plasmid - DNA isoliert. Nach anschlieBendem
Restriktionsverdau und der Auftrennung im TAE - Agarose - Gel konnte das

Bandenmuster und damit der Erfolg der Transformation kontrolliert werden.

5.2.2.8 Praparation von Plasmid - DNA

Die Praparation von Plasmid DNA erfolgte je nach bendétigter Menge mit den
entsprechenden Kits aus LB - Ubernachtkulturen (2 - 5 ml fir Mini Preps und 50 — 200
ml fir Midi / Maxi Preps), wobei die Protokolle der Hersteller verwendet wurden.

BAC - Plasmid - DNA wurde mit Phenol / Chloroform und Isopropanol extrahiert. (10 ml
LB Ubernachtkulturen) GroRere Mengen BAC Plasmid DNA wurden aus 200 ml LB -

Ubernachtkulturen mit dem Nucleobond® AX Kit nach Herstellerangaben gewonnen.
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Die DNA wurde zum Schluf3 in einem geeigneten Volumen TE (Lifetech), EB (Qiagen)

Puffer oder Bidest gelost.

5.2.2.9 Praparation von viraler und BACmid DNA

DNA wurde aus Viren und Bakterien isoliert, die mit verschiedenen Plasmiden und
BACmiden transformiert worden waren. Dies geschah mit Hilfe einer Phenol- /
Chloroformextraktion und anschlieRender Reinigung durch Fallung mit Isopropanol.

Bei Bakterien wurde die DNA zuerst unter Verwendung verschiedener kommerzieller
Losungen (Qiagen, Liftech) oder der Lésungen 1 - 3 von den zellularen Bestandteilen
getrennt und anschliel3end 1:1 mit Phenol / Chloroform behandelt. Es wurde gemischt,
3 Minuten bei 13000 U/min. zentrifugiert und die obere Wasserphase vorsichtig
abpipettiert. Danach erfolgte die Zugabe von kaltem lIsopropanol (0,7x Volumen).
Anschliel3end wurde gemischt und 20 Minuten zentrifugiert. Das so gewonnene Pellet
wurde durch Zentrifugation mit 70 % igem Ethanol 10 Minuten gewaschen, dann
getrocknet und zum Schluf3 in einem geeigneten Volumen TB (Lifetech), EB (Qiagen)

Puffer oder Bidest gelost.

5.2.2.10 Kontrollen

Alle Plasmide wurden nach jedem Klonierungsschritt mit spezifischen
Restriktionsenzymen verdaut und zuerst im Agarose - Gel (1 % TAE + EtBr oder 0,5 %
TBE + EtBr) auf das korrekte Bandenmuster tUberprift. Wenn nétig wurden grol3ere
Mengen eines Plasmids hergestellt und wiederum tberpruft.

Die Kontrolle der eingefiihrten Punktmutationen erfolgte durch Sequenzierung mit
spezifischen Primern.

Um die Insertion des m138 Genoms in Vaccinia Viren zu bestatigen wurde eine Kontroll
- PCR mit den Primern ab-cys2-1 und ab-cys3-2 durchgefiihrt. Bei vorhandenem m138
resultierte ein ca. 350bp Fragment.

Die Klone des Shuttle Plasmids pST76KSR und seine Konstrukte wurden einem

Wachstumstest auf Agarplatten mit 5 % Sucrose unterzogen.
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5.2.2.11 Sequenzierung

Alle Sequenzierungen wurden nach der Kettenabbruchmethode durchgefiihrt. Es
wurden die vorhandenen technischen Moglichkeiten am Robert Koch - Institut genutzt.
Dabei wurde das ABI Prism BigDye terminator cycle sequencing kit von Applied

Biosystems / Perkin Elmer verwendet.

Punktmutation verwendeter Primer
FSH, M1 ab-cys1-2
M2, M4 ab-cys2-1
M3, XM ab-cys3-2
M5, M6 ab-cys5-1

Ein Gesamtansatz von 10 pl, bestehend aus 4 pl Kit, 1 pl Template DNA (ca.0,5 pg),
0,5 ul spezifischen Primer (max. 5 pmol) und 4,5 pl H,O wurde hergestellt und mit
folgendem Programm im Thermocycler amplifiziert.

96°C, 30 Sekunden Denaturierung; 54°C, 15 Sekunden Annealing; 60°C, 4 Minuten
Elongation, 25 Zyklen

Danach erfolgte die Aufarbeitung und Analyse durch eine automatisierte
Sequenziereinrichtung im institutseigenen Labor.

Die Auswertung der Sequenzdaten erfolgte mit der Software DNAStar.

5.2.2.12 BAC Mutagenese

Die BAC Mutagenese basiert auf einem modifizierten Protokoll von O’Connor
(O'Connor, Peifer et al. 1989). Dieses wurde dann weiterentwickelt und fur
verschiedene Viren etabliert. (Messerle, Crnkovic et al. 1997; Borst, Hahn et al. 1999)

Dabei werden Mutationen durch gerichtete, homologen Rekombination in das MCMV
Genom eingebracht. Durch verschiedene Selektionschritte ist es moglich die einzelnen
Konstrukte voneinander zu trennen und so nur die gewtinschte Insertion zu erhalten.

Vorraussetzung fir die BAC Mutagenese ist das Vorhandensein von homologen
Sequenzen in Form eines Shuttle Plasmids. (Siehe Kapitel Ergebnisse: Klonierung der
m138 vFcyR Punktmutationen in verschiedene Plasmide) Weiterhin werden E.coli
bendtigt, die das BACmid enthalten, um eine Transformation mit dem Shuttle Plasmid
ermdglichen. Hierfur wurden E.coli mit MCMV Wildtyp BAC und E.coli mit dem MCMV
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BAC ohne m138 Sequenz (Am138 - BACmide) kompetent gemacht. (Siehe Kapitel
Material und Methoden: Herstellen von kompetenten Bakterien)

Nach der elektrischen oder chemischen Transformation mit dem entsprechenden
Shuttle Plasmid, wurden die verschiedenen Selektionsschritte durchgefiuhrt.

Der erste Selektionsschritt erfolgt bei 43°C, mit Chloramphenicol (30 pg/ml) und
Kanamycin (30 pg/ml) auf LB - Agarplatten.

Der zweite Selektionsschritt erfolgt bei 30°C mit Sucrose (5 %) und Chloramphenicol
auf LB - Agarplatten.

Zwischen den einzelnen Arbeitschritten und am Ende wurden jeweils 12 Klone gepickt,
Mini Ubernachtkulturen angelegt und die BACmid - DNA isoliert. ZurUberpriifung wurde
ein Restriktionsverdau durchgefuhrt, die DNA auf einem 0,5 %igem TBE Agarose - Gel
aufgetrennt und das Bandenmuster kontrolliert.

Die Kontrolle der einzelnen Punktmutationen in den BACmiden erfolgte durch
Sequenzierung mit entsprechenden Primern. Von korrekten BACmiden wurden
Ubernachtkulturen angelegt und aus 500ml LB Medium Kulturen die BACmid - DNA
isoliert. Die Praparation erfolgte mit dem Nucleobond® AX Kit der Firma Macherey -
Nagel.

Die gewonnene BACmid - DNA mit den Punktmutation wurden spater in eukaryotische
Zellen transfiziert (Siehe Kapitel Material und Methoden: Transfektion von BACmid -
DNA in eukaryotische Zellen) Nach erfolgreicher Rekonstitution wurden die
rekombinanten MCMV 7x passagiert, um die BACmid - Sequenz aus dem Virus zu

entfernen. (Wagner, Jonjic et al. 1999)

5.2.3 Zellbiologische Methoden

5.2.3.1 Kultivierung / Handhabung

Die Kultivierung der verschiedenen Zelltypen erfolgte bei 37°C im begasten Brutschrank
(5 % CO,) in Dulbecco’s Modified Eagles Medium D-MEM-Vollmedium mit 1 %
Penicillin, 1 % Streptomycin und 2 mM Glutamin. Je nach Zelltyp und Anforderungen

wurden dem Medium 5 - 10 % fotales Kalberserum (FCS) oder 10 % neugeborenen
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Kalberserum (NCS), sowie Ciprofloxacin (1:1000 / 10 pg/ml), Nystatin (1:2000 / 0,5
pg/ml) oder Amphotericin B (1:500 / 0,5 pg/ml) zugesetzt.

Bei Erreichen einer 100 % igen Konfluenz wurde das Medium abgenommen, 1 mal mit
PBS gewaschen und die Zellen mit 1 ml Trypsin bei 37°C abgeldst. Die Zellen wurden
in Medium resuspendiert und im gewlnschten Verhéaltnis auf neue Zellkulturflaschen
oder Platten verteilt.

Vor Gebrauch wurden Medien, Waschpuffer und andere Losungen im Wasserbad auf

37°C erwarmt.

5.2.3.2 Herstellung von Vaccinia Rekombinaten

Die Herstellung von Vaccinia - Rekombinanten erfolgte in 6 well Zellkulturschalen auf
CV1 Zellen. Nachdem diese 80 - 90 % konfluent waren, wurden sie mit einer MOI von
0,005 bis 0,008 mit Vaccinia ts7 infiziert und fir eine Stunde bei Raumtemperatur und
dann zwei Stunden bei 33°C inkubiert. Vaccinia ts7 ist ein temperatursensitiver
Vacciniastamm, der fir die nichtinfektiose Vaccina Wildtyp DNA die IE Phase Proteine
liefert. Danach wurde der Transfektionsmix, bestehend aus 0,5 pug Vaccinia Wildyp
DNA, 62ul 2M CaCl, 1 pg des Rekombinations Plasmids (p7.5k131), einer
entsprechenden Menge Bidest (500 pl Gesamtvolumen) und 500ul 2xHBS (pH 7,15)
hergestellt, dieser 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und dann zu denn Zellen
gegeben und 3 bis 6 Stunden bei 39,5°C inkubiert. Nach Waschen mit PBS und Zugabe
von frischem Medium wurden die Zellen bei 39,5°C so lange inkubiert bis Plaques
sichtbar wurden. Wéhrend dieser Zeit wurden in 6 well Zellkulturschalen 143B tk™ Zellen
mit 100 pg/ml Bromdesoxyuridin (BrDU) vorbereitet und bis zu einer Zelldichte von 70 -
80 % kultiviert. Um eine Scherung der DNA zu vermeiden, wurde Vaccinia - DNA immer
mit abgeschnittenen Spitzen pipettiert. Die Inkubationschritte bei 33°C, 37°C oder
39,5°C wurden im Brutschrank bei 5 % CO, durchgeflhrt.

1. Selektion

Waren bei den CV1 Zellen Plaques sichtbar wurden sie bei —20°C fur min. 1 Stunde
eingefroren, dann aufgetaut, resuspendiert und 3 mal 5 Sekunden im Ultraschallbad
behandelt. Diese Zellsuspension wurde in verschiedenen Verdinnungsstufen (1:10

oder 1:5) zusammen mit 100 pg BrDU/ml auf die 143B tk” Zellen gegeben und 1 Stunde
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bei RT inkubiert. Das Medium wurde dann abgesaugt und durch frisches (mit BrDU)
ersetzt und bei 37°C inkubiert, bis Plaques sichtbar wurden.

2. Selektion

Die neuen Plaques wurden markiert, mit 50 yl PBS gepickt, 3 mal 5 Sekunden
ultrabeschallt und wiederum in verschiedenen Verdinnungsstufen (1:10 oder 1:5)
zusammen mit 100 pg BrDU/ml auf 143B tk™ Zellen gegeben, 1 Stunde bei RT inkubiert,

das Medium gewechselt und wiederum bei 37°C inkubiert bis Plaques sichtbar wurden.

Herstellen eines Ministocks

Einzelstehende Plagues aus der héchsten Verdinnungsstufe wurden gepickt, 3 mal 5
Sekunden ultrabeschallt und komplett auf zwischenzeitlich vorbereitete CV1 Zellen
gegeben. Nach 2 - 4 Tagen Inkubation bei 37°C zeigte sich bei allen Zellen ein
zytopathischer Effekt und der Virusstock konnte geerntet werden. Die Zellsuspension
wurde wiederum 3 mal 5 Sekunden im Ultraschallbad behandelt und konnte dann fir
weitergehende Analysen eingesetzt (PCR, Western Blot, FACS, IP) werden. Ergab die
Rekombination das gewilnschte rekombinante Vaccinia Virus (rVV) wurde ein gro3erer
Stock angelegt, dieser titriert und bei —70°C eingelagert.

5.2.3.3 Transfektion von BACmid - DNA in eukaryotische Zellen

Zum Zweck der Transfektion wurden MEF oder 3T3 Zellen verwendet und die BACmide
mit dem SuperFect® Transfection Kit der Firma Qiagen in die Zellen eingebracht.
Dieses Reagenz bildet Micellen, wodurch die BACmid - DNA in die Zellen gelangen
kann.

Hierfir wurden MEF oder 3T3 Zellen in 60 mm Zellkulturschalen ausgeséat und bis zu
einer 60 - 80 % igen Konfluenz kultiviert. Der Transfektionsmix bestand aus BACmid -
DNA (5 ug), 30 pl SuperFect® Reagenz und 145 pl Medium ohne Serumzusatz und
wurde 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Da BACmid - DNA sehr grol} ist,
wurden abgeschnittenen Pipettenspitzen verwendet, um eine Scherung der DNA zu
vermeiden. Vor der Zugabe des Transfektionsmixes wurden die Zellen 2x mit PBS
gewaschen, dann der Transfektionsmix sowie 1 ml Medium mit Serum zu den Zellen
gegeben und 2 — 3 h im Brutschrank (37°C 5 % CO,) inkubiert. Es folgte ein
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Mediumwechsel mit 1x PBS waschen und nach einer Woche Inkubationszeit die
Umsetzung in eine neue Zellkulturflasche T25 (25 cm?), wobei 50 % neue nicht infizierte
Zellen zugegeben wurden. Nach einer weiteren Woche wurden Herde von infizierten
Zellen (Plaques) sichtbar und konnten dann in eine gro3ere Zellkulturflasche T75 (75
cm?) umgesetzt werden. Es wurde abgewartet bis alle Zellen infiziert waren und sich ein
vollstandiger cytopathischer Effekt (CPE) ausbildete. Zum Schlul3 wurden die Zellen

geerntet und titriert.

5.2.3.4 Infektion

Die Infektionsdosis (MOI: multiplicity of infection) wird in pfu (plaque forming units,
Plaquebildende Einheiten) / Zelle angegeben. Sie beschreibt das Verhaltnis zwischen
der Menge infektioser Einheiten und der Zellzahl. Bei einer MOI von 1 kommt auf jede

Zelle ein infektioses Viruspartikel.

5.2.3.5 Herstellung von Virusstocks

In 14,5er Schalen (175 cm?) wurden NIH3T3 Zellen subkonfluent (ca. 75 %) ausgesat
und die Infektion so lange mikroskopisch weiterverfolgt, bis alle Zellen einen
zytopathischen Effekt zeigen. Dies dauert in der Regel 4 - 6 Tage. Danach wurde der

virushaltige Uberstand abgeerntet, aliquotiert und bei -70°C gelagert.

5.2.3.6 Titration

MCMV

Die MEF — Zellen wurden so auf eine 96 Loch Mikrotiterplatte ausgeséat, dass sie am,
nachsten Tag subkonfluent (ca. 75 %) waren.

Dann wurde eine 12 stufige Verdiinnungsreihe (logio) des Virusstocks angelegt. In der
1. Verdinnungstufe wurden 10 pl Virussuspension und 990 pl N&ahrmedium
resuspendiert. In jede weitere Verdinnungsstufe (die bereits 1350 ul Medium enthalt)

wurden dann je 150 pl der vorherigen Verdiinnungsstufe Gbertragen und resuspendiert.
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Danach wurde das Medium der 96 Loch Mikrotiterplatte abgesaugt und 100 pl neues
Medium zugegeben. Von den 8 Verdiinnungsstufen 10 — 10", wurden je 100 pl auf
eine Reihe (12 Locher) der Mikrotiterplatte tGbertragen und dann 30min, 2000 U/min bei
RT zentrifugiert.

Nach 4 Tagen Inkubation im Zellkulturinkubator wurden die infizierten Plaques in jeder
Verdinnungsreihe gezéhlt und Uber eine Tabelle (Margarita del Val) kann daraus der

Titer (pfu/ml) bestimmt werden.

Vaccinia-Viren

Vaccinia Viren wurden auf CV1 — Zellen in 24 oder 48 Loch Mikrotiterplatte titriert. Dann
wurde ebenfalls eine Verdinnungsreihe des Virusstocks angelegt. Damit wurden die
Zellen infiziert und nach 24 — 36 Stunden Inkubationszeit konnten die Plaques

abgelesen und daraus der Titer bestimmt werden.

5.2.4 Immunchemische Methoden

5.2.4.1 Immunprazipitation

Immunprazipitationen wurden unter Verwendung von Protein A - Sepharose und
radioaktivem **S — Cystein / Methionin durchgefiihrt. Die prazipitierten und markierten
Immunkomplexe wurden in einem 10 % igen SDS - Polyacrylamidgel aufgetrennt.

Im ersten Schritt wurden Zellen ausgeséat und infiziert. Dabei wurden CV1 und NIH 3T3
Zellen sowie rekombinante Vaccinia Viren und MCMV eingesetzt. Zur Kontrolle wurde
jeweils eine Probe nicht infiziert (MOCK) und von jedem Virustyp eine Probe mit dem
Wildtyp Virus infiziert. Nach Ubernachtinfektion wurden die Zellen gewaschen und im
zweiten Schritt 1 — 2 h mit Methionin und Cystein freiem Medium (37°C, P/S, 5 % FCS)
ausgehungert. Nach einem Hungermediumwechsel wurde radioaktives *°S — Cystein /
Methionin zugegeben, was dann von der Zelle verstarkt aufgenommen wird und so die
Markierung von Proteinen ermdglicht. Die Markierungszeit (Pulse) betrug 1 Stunde.
Danach wurden die Zellen gewaschen, lysiert (1% NP-40 mit PMSF und Leupeptin) und
die Zellreste abzentrifugiert (15 Minuten, 13000 U/min, 4°C). Im dritten Schritt wurde
Antikdrper zugegeben (5 pg) und rotierend 45 - 60 Minuten bei 4°C inkubiert. Die dabei
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entstandenen Immunkomplexe werden dann an die Protein A - Sepharose gekoppelt.
Dieses Protein aus Staphylococcus aureus hat eine hohe Affinitat zum Fc - Teil von
Antikdrpern. Damit werden die von spezifischen Antikorpern gebundenen markierten
Proteine von anderen Proteinen separiert. Dies geschieht wiederum durch rotierende
Inkubation bei 45 - 60 Minuten, 4°C. An diesem Punkt wurde in den Lysaten die Menge
des radioaktiv markierten Proteins bestimmt. Dazu wurden je 3 pl Lysat und 1 ml
Quicksave A Puffer (Zinsser Analytic) verwendet und in einem Szintigraph (Wallace)
gemessen. Dies ermdglicht das Angleichen von verschiedenen Proteinmengen und
damit ein gleichm&Riges Bandenmuster in den verschiedenen Proben. Im vierten Schritt
werden die PAS - Pellets mehrfach mit verschiedenen Puffern (Waschpuffer B, C, D)
gewaschen. Vor dem Auftragen des Uberstandes auf das SDS - Gel wurden die PAS -
Pellets mit 40 pl Probenpuffer versetzt und 5 Minuten bei 95°C erhitzt. Dabei I6sen sich
die Immunkomplexe von der Sepharose.

Um verschiedenen Glykosilierungsstufen von Glykoproteinen darstellen zu kénnen,
erfolgte ein Endoglykosidase H (Endo H) Verdau. Dazu wurden die
Protein - A - Sepharose - Pellets mit 30 ul Endo H Puffer, 6 pl 0,1 M
B - Mercoptoethanol und 2 pl Endo H bei 37°C Gber Nacht verdaut und dann mit Endo H
Probenpuffer 4x auf das SDS - Gel aufgetragen. Dabei ist zu beachten, dass auch
Proben, die nicht mit Endo H verdaut wurden mit Endo H Probenpuffer 4x versetzt
werden mussen, da sonst unterschiedliche Spurdicken im SDS - PAGE resultieren.

Die Laufzeit des SDS - PAGE betrug je nach Gré3e des gesuchten Proteins 12 bis 14
Stunden bei 60 V und 20 mA.

Zur Detektion wurde das Gel auf dem Wiegeschittler 1 h mit Fixationspuffer inkubiert
und dann 2 h bei 80°C unter Vakuum getrocknet. Es wurde ein Film auf das
getrocknete Gel aufgelegt und dieser nach einem Tag oder langer Inkubationszeit (bis

zu 2 Monate) entwickelt.

5.2.4.2 FACS - Analyse

Zur Analyse der Expression (extra- oder intrazelluléar) von Proteinen wurden Zellen in
6well Lochplatten ausgesat und mit verschiedenen Viren (MOI 5-10) infiziert. Bei der
Verwendung von Vaccina Viren wurden CV1 Zellen benutzt, bei der Verwendung von
MCMV MEF oder NIH3T3 Zellen und bei RCMV REF Zellen. Nachdem alle Zellen
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infiziert waren wurden sie mit Trypsin abgeldst, gewaschen, in eine 96well Lochplatte
Uberfihrt und schlieBlich mit PFA fixiert. Sollte nicht ausschlie3lich die
Oberflachenexpression bestimmt werden wurden die Zellen an diesem Punkt
permeabilisiert. Dies erfolgte mit FACS Permeabilisierungspuffer fir 10 Minuten auf Eis.
AnschlieBend wurden sie auf Eis fur 45 Minuten mit dem spezifischen Antikdrper
inkubiert und dann 3x mit FACS Puffer gewaschen. Bei indirekter Farbung, die einen
zweiten Antikorper erfordert, wiederholen sich die zuvor aufgefiihrten Schritte. Es
wurden FITC gekoppelte Primar- oder Sekundarantikdrper verwendet. Nach beendeter
Farbung wurden die Zellen nochmals mit PFA fixiert. Dies garantiert eine Mel3barkeit
der gefarbten Zellen von bis zu 2 Wochen. Die Fluoreszenz wurde dann in einem FACS

- Excalibur der Firma Becton - Dickenson bestimmt und ausgewertet.

5.2.5 Proteinchemische Methoden

5.2.5.1 Western Blot

Probengewinnung und -vorbereitung

Es wurden CV1 oder NIH 3T3 Zellen ausgeséat und bei 80 % Konfluenz mit den
verschiedenen Vaccinia Viren mit einer MOI 1 infiziert und Gber Nacht im Brutschrank
inkubiert (37°C, 5 % CO,). Danach wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit PBS
gewaschen und dann mit 1 ml PBS abgeldst und eine Minute bei 13000U/min und 4°C.
zentrifugiert. Das Pellet wurde zum Lysieren in 100 pl RIPA Puffer aufgenommen und
15 Minuten auf Eis inkubiert. Um die Membranbestandteile abzutrennen wurde bei 4°C
10 Minuten und 13000 U/min zentrifugiert. Der gewonnene Uberstand wurde mit 100 pl
2x Probenpuffer versetzt und 5 Minuten auf 95°C erhitzt und konnte dann auf das Gel

aufgetragen werden.

Western Blot Polyacrylamidgelelektrophorese

Fur Western Blot Analysen wurden 10 % ige Gele mit einer Grof3e von 8,6 x 6,8 cm
verwendet. Zuerst wurde das Trenngel bis ca. 1,5 cm unterhalb des unteren
Kammtaschenrandes gegossen. Das Gel wurde mit 1 - 2 ml 0,1 % SDS uberschichtet

und die Polymerisierung abgewartet. Nach 5 - 10 min konnte das SDS abgesaugt und
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das Sammelgel gegossen werden. Die Proben wurden aufgetragen und das Gel lief bei
20 mA fur 45 Minuten. Leere Gel - Taschen wurden mit Probenpuffer aufgefllt.

semi dry Blotten

Zuerst wurde das Sammelgel entfernt und das Trenngel auf einer Seite mit 3
passenden, mit Blotting Puffer angefeuchteten Filterpapieren (Whatman), versehen. Auf
der anderen Seite wurde die Nitrocellulosemembran (Protran B85, Schleicher &
Schuell) und wiederum 3 Lagen Filterpapier aufgelegt. Alle Schichten wurden mit
Blotting Puffer angefeuchtet und ohne Luftblasen aufeinandergelegt und dann in der
Blotting - Apparatur (Biorad) 40 Minuten bei 12 Volt und 2 Ampere geblottet.

Blocken

Um unspezifischen Bindungen zu adsorbieren, wurde die Membran 1 h auf dem
Wiegeschdittler in einer Losung aus 5 % Milchpulver in TBST inkubiert.

Die Membran wurde fur 1 h mit dem Primarantikérper (in 0,5 % Milchpulver / TBST
1:1000 verdunnt) auf dem Wiegeschiittler inkubiert und anschlie3end 3x 10 Minuten in
TBST gewaschen. Der Sekundarantikorper (Peroxidasegekoppelt, in 0,5 % Milchpulver
/ TBST 1:.5000 verdinnt) wurde ebenfalls 1 h auf die Membran gegeben und
anschlieBend 3 - 6 mal 10 Minuten mit TBST gewaschen. Zum Schlu? wurde die
Membran zwischen 2 Filterpapieren getrocknet und dann mit 2 ml ECL+plus -
Detektionslosung  (Amersham  Biosciences) uberschichtet. Danach  wurde
Uberschissige Losung entfernt, ein Film (Biomax MR, Kodak) aufgelegt und nach

verschieden langen Expositionszeiten entwickelt.

5.2.5.2 Proteinase K Verdau

Um DNA aus Viren zu praparieren, wurden Zellkulturflaschen (175 c¢cm?) mit 1 ml
Virusstock infiziert und bei 100 % igem zytopathischen Effekt (cpe) geerntet, bei 1200
U/min. 10 min zentrifugiert und das Pellet mit PBS gewaschen. In einem 2 mil
Reaktionsgefald wurde das Pellet in 760 ul Proteinase K - Puffer resuspendiert, dann
mit 20 ul Proteinase K (20 mg/ml, 50 U/ml, Roche) und 20 ul SDS (20 %) versetzt und
bei 56°C tber Nacht inkubiert.



61

Danach erfolgte die DNA Extraktion mittels Phenol / Chloroform und Isopropanol- bzw.
Ethanolfallung. Am Schlul® wurde das DNA - Pelett in einem geeigneten Volumen mit
TE Puffer (Qiagen), EB Puffer (LifeTech) oder Bidest geltst.

5.2.5.3 SDS - Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS PAGE)

Um Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufzutrennen, wurden 10 % ige Gele
gegossen. Zur Polymerisierung werden Ammoniumpersulfatlosung (APS) und TEMED
zugegeben. Zuerst wird das Trenngel gegossen bis zu einer Hohe von 3 - 4 cm
unterhalb der Kammtaschen, der Kamm zwischen die Glasplatten geschoben und mit 2
ml 0,1 % SDS Uberschichtet. Nach ca. 30 Minuten Polymerisierungszeit wird das SDS
entfernt und das Sammelgel bis zum Rand eingeflllt. Nach einer weiteren halben
Stunde ist das Sammelgel vollstandig polymerisiert. Nach dem Auftragen der Proben
lief das Gel, je nach GrolRe des gesuchten Proteins, 12 - 14 h bei 60 Volt und 20 mA.

Nicht genutzte Gel - Taschen wurden mit Probenpuffer aufgefullt.
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6 Ergebnisse

6.1 Sequenzvergleiche von m138 und RCMV Homologen mit zellularen Fcy-
Rezeptoren
Die kodierende Sequenz der zellularen Fcy-Rezeptoren der Maus (CD16, CD32, CD64)
und des viralen Fcy-Rezeptors von MCMV (m138) und dessen Homologen RCMV (r138
NL / Maastricht, r138 UK / England) wurden verglichen und verschiedene
Sequenzmerkmale Uberpruft.
Die Genregionen der viralen Fcy-Rezeptoren (VFycRs) besitzen eine ahnliche Grolie:
der vFcyR von MCMV ml138 ist 569 Aminosauren lang, der vFcyR von RCMV
Maastricht, r138 NL ist 562 Aminosauren lang und der vFcyR von RCMV England r138
UK ist 523 Aminosauren lang.
Die Struktur der zellularen Fcy-Rezeptoren ist grofdtenteils bekannt. Zellulare Fcy-
Rezeptoren besitzen eine charakteristische Domanenstruktur, die aus zwei oder drei
IgSF Domanen besteht. Es wird unterschieden zwischen variablen (IgV, auch V-type Ig-
like domains), konservierten (IgC1, auch C-type Ig-like domains) und intermediaren (Igl)
Domaénen. IgV-Doméanen sind langer und besitzen 9 B-Faltblatter, die IgC-Doménen
sind kurzer und besitzen nur 7 p-Faltblatter. Manche Ig-Doméanen &hneln in ihrer
Aminosauresequenz IgV, besitzen aber nur die GroRe einer IgC und werden deshalb
IgC2 genannt (Harpaz and Chothia 1994).
Fcy-Rezeptoren enthalten C-type Ig-like domains aus ca. 70-110 Aminosduren und
besitzen eine charakteristische Ig-Domane die aus zwei antiparallelen
B-Faltblattstrukturen und  o-Helices bestehen. p-Faltblatt  Strukturen  sind
Sekundarstrukturelemente, bei denen die Aminosaureketten ziehharmonika&ahnlich
dreidimensional angeordnet sind. Bei den Polypeptidketten unterscheidet man eine
antiparallele, eine parallele und eine gemischte Verknupfung der p-Strange (Internet5
2010). a-Helices sind ebenfalls Sekundarstrukturelemente, wobei es sich hier um eine
rechtshandig gedrehte Spirale mit durchschnittlich 3,6 Aminosaureseitenketten pro
Umdrehung handelt (Internet6 2010).
Zwischen den hydrophoben Aminoséuren auf der inneren Seite des Sandwiches
befinden sich hochkonservierte Disulfidbriicken, die durch 2 Cysteine zwischen dem B

und F strand gebildet werden. Diese Briicken stabilisieren die lg-Domane.
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Beim Sequenzvergleich zwischen viralen und zellularen Fcy-Rezeptoren wurde nach
IgSF ahnlichen Strukturen gesucht und auf Homologien im Bereich der einzelnen IgSF
Domaéanen geachtet.

Die Bezeichnung der homolgen Domanen orientiert sich an der Nomenklatur far
zellulare Fcy-Rezeptoren (Barclay, Brown et al. 1997). Die putativen IgSF Domanen
wurden in Anlehnung an diese Nomenklatur C2 Domanen (fur zweimal Cystein)
genannt, wobei C2-1 die am weitesten N-terminal gelegende Domane und C2-3 die am
weitesten C-terminal gelegene Domane ist. C2-2 befindet sich dazwischen. (Siehe
Abbildungen 8 und 20) Diese Doménen sind charakterisiert durch Cysteinpaare in
einem Abstand von ca. 65 Aminosauren und an einer Seite flankiert von benachbart
liegenden Tyrosin oder Phenylalanin. Diese Cysteine bilden in jeder Domane die schon
oben beschriebenen stabilisierenden Disulfidbricken.

Nicht zu verwechseln sind diese Domanen mit der funktionellen Membranproteinstruktur
die c2-domain genannt wird, aus 8 B-Faltblattern und zwei bis drei zentral angeordneten
Kalzium-lonen besteht und enzymatische Funktionen in der Protein-Zellmembran-
Interaktion (z.B. der Kalzium abhangigen Phospholipid-Bindung) hat (Sutton, Davletov
et al. 1995).
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Abbildung 7: Eine IgSF-artige Domé&ne kann anhand von 2 konservierten Cysteinen postuliert
werden. Hier ist diese am Sequenzvergleich der C2-1 Domane der viralen FcyR von MCMV
m138, den RCMV r138 Homologen und zellularen FcyR CD16, CD32 und CD64 gezeigt.

Die grauen Boxen heben Ubereinstimmungen hervor. Diese sind besonders zwischen den
zellularen Fcy-Rezeptoren zu finden.

Die folgenden Tabellen zeigen die Vergleiche einzelner C2 Domanen miteinander.

Als C2-Doméne wurde der Bereich zwischen 2 Cysteinen mit jeweils 20 Aminosauren
vor dem Cystein definiert (Abb. 7). Die Untersuchungen wurden mit dem Programm
Mac Vector; ClustalW (v.1.4) durchgefihrt. (Einstellungen: Pairwise Alignment Mode:
Slow; Open Gap Penalty: 10.0; Extended Gap Penalty: 0.1; Similarity Matrix: pam.)
Identitat bedeutet, dass beim Vergleich genau die gleiche Aminosaure vorkommt,
Ahnlichkeit bedeutet, dass beim Vergleich die gefundene Aminosaure zu selben
Aminosauregruppe (basisch / sauer / semisauer / neutral) gehort.

Tabelle 4 zeigt die Aminosduren beim Vergleich der einzelnen C2 Doméanen von
verschieden Fc-Rezeptoren. ,Parallel“ meint, dass z.B. die C2-1 Doméane von CD64 mit
der C2-1 Doméane von CD32 verglichen wurde. (Abb. 7) Auffallig ist die fast 100%ige
Ahnlichkeit der C2 Domanen C2-1 und C2-2 von CD16 und CD32, die fir die
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niedrigaffine Bindung von 1gG verantwortlich ist. Diese Homologie der Doménen ist
auch bei CD64 zu beobachten.

IgSF Doménen
Vergleich C2 Parallel C2-1 C2-2 C2-3
Identitat Ahnlichkeit | Identitat | Ahnlichkeit | Identitat | Ahnlichkeit

CD64 vs. CD32 53% 64% 44% 62% / /
CD64 vs. CD16 53% 62% 46% 66% / /
CD16 vs. CD32 95% 96% 94% 94% / /
m138 vs. r138UK 33% 46% 13% 31% 18% 39%
m138 vs. r138NL 32% 44% 21% 38% 23% 37%
m138 vs. CD64 12% 21% 10% 25% 15% 30%
m138 vs. CD32 17% 24% 6% 13% / /
m138 vs. CD16 17% 24% 7% 13% / /
r138UK vs. r138NL 35% 47% 20% 34% 23% 42%

Tabelle 4

Tabelle 5 zeigt die Homologien der verschieden C2 Domanen innerhalb eines Fc-
Rezeptors. ,Intern“ meint, dass z.B. die C2-1 Domane von CD64 mit der C2-2 Doméane
von CD64 verglichen wurde. (Abb. 8) Es kann festgestellt werden, dass die
Ahnlichkeiten der C2 Domanen in einem Fcy- Rezeptor nicht vom einzelnen

Rezeptortyp (zellular / viral) abhangig ist.

Fcy-Rezeptoren
Vergleich C2 Intern m138 CD 64 CD32 CD16
ID S ID S ID S ID S
C2-1vs. C2-2 12% | 23% | 20% | 34% | 25% | 43% [21% [33%
C2-1vs. C2-3 14% | 30% | 19% | 35% |Legende
C2-2 vs. C2-3 18% | 31% | 16% | 31% |ID: Identitét, SI: Ahnlichkeit

Tabelle 5
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Tabelle 6 zeigt die Homologien der drei C2 Domanen mit den verschiedenen C2
Domanen der Fcy-Rezeptoren. ,Quer” meint, dass z.B. die C2-1 Domane von m138 mit
der C2-2 Doméane von CD64 verglichen wurde. (Abb. 8)

Vergleich C2 Quer ID SI Vergleich C2 Quer ID Sl
m138 C2-1 vs. CD64 C2-2 | 12% | 24% | m138 C2-3 vs. CD16 C2-1 10% | 23%
m138 C2-1 vs. CD64 C2-3 | 10% | 26% | m138 C2-3 vs. CD16 C2-2 13% | 29%
m138 C2-2 vs. CD64 C2-1 | 11% | 23% |m138 C2-3 vs. CD32 C2-1 10% | 24%
m138 C2-2 vs. CD64 C2-3 | 15% | 31% |m138 C2-3 vs. CD32 C2-2 15% | 24%
m138 C2-3 vs. CD64 C2-1 | 14% | 30% |CD64 C2-3 vs. CD32 C2-2 26% | 49%
m138 C2-3 vs. CD64 C2-2 | 12% | 24% |CD64 C2-3 vs. CD32 C2-1 23% | 39%
m138 C2-1 vs. CD16 C2-2 | 12% | 24% | CD64 C2-2 vs. CD32 C2-1 21% | 39%
m138 C2-1 vs. CD32 C2-2 | 14% | 26% |CD32 C2-1 vs. CD16 C2-2 24% | 37%
m138 C2-2 vs. CD16 C2-1 | 13% | 21% |CD32 C2-2 vs. CD16 C2-1 23% | 38%
m138 C2-2 vs. CD32 C2-1 | 14% | 21% |Legende ID: Identitat, SI: Ahnlichkeit

Tabelle 6
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Eine Ubersicht der Verwandschaftsverhéltnisse zeigt die folgende Abbildung.
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Abbildung 8: Verwandschaftsverhaltnisse (Identitat / Ahnlichkeit) zwischen den zellularen Fcy-Rezeptoren
CD32 und CD64, sowie des viralen Fcy-Rezeptors m138 von MCMV (mit hypothetischer Struktur)

Die genauen Zahlen finden sich in den Tabellen 4-6; gelb: C2 Domane fur niedrigaffine Ig-Bindung,

rot: C2 Domane fiir hochaffine 1g-Bindung, orange: Ig-Bindung unklar;

griine Verbindungsbalken: Vergleich ,Parallel, blaue Verbindungsbalken: Vergleich ,Quer®,

schwarze Verbindungsbalken: Vergleich ,Intern®.

Es wurden weiterhin  phylogenetische Analysen durchgefihrt, um die
Verwandschaftsverhéltnisse der zellularen Fcy-Rezeptoren und der viralen Fcy-
Rezeptoren zu untersuchen und darzustellen. Dazu wurden die Fcy-Rezeptor-
Sequenzen von CD16, CD32, CD64, MCMV sowie den zwei RCMV Stammen

verwendet.
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Method:  Neighbor Joining; Best Tree; tie breaking = Systematic
Distance: Poisson-correction
Gaps distributed proportionally

0.244
RCMV r138 UK

0.517

MCMV FcyR m138

] 0.397
0.802 mFcyRI-CD64
0.244
0.151 [ mFcyR111-CD16
mFcyR11-CD32
0.483

RCMV r138 NL

0.2

—A

Abbildung 9: Der phylogenetische Baum zeigt die Sequenz-Verwandschaft der viralen FcyR
von MCMV m138, den RCMV r138 Homologen und zellularen FcyR CD16, CD32 und CD64.
Die zellularen Homologe bilden dabei eine homogene Gruppe, wahrend die viralen
Homologen groere Differenzen aufweisen. Verglichen wurde die gesamte
Aminosauresequenz unter Verwendung des Programms Mac Vector.

Zusatzlich wurde die Proteinsequenz mithilfe verschiedener Software-Algorithmen
untersucht, um genauere Vorhersagen uber die Struktur der vFcyRs treffen zu kdnnen.
Mit Scan Prosite wurde die hypothetische Sekundarstruktur der vFcyRs und die
Strukturen der bekannten zellularen Fcy — Rezeptoren untersucht. (Internetl 2004)
Erwartungsgemall wurden bei CD16 und CD32 zwei und bei CD64 drei
Ig - like - domains abgelesen. Bei den m138 Homologen von RCMV wurden je eine
Ig - like - domain  (r138UK C2-2, Aminosaureposition 243-358, rl138NL C2-2
Aminosaureposition 228-358) und bei vFcyR von MCMV wurde keine Ig - like - domain
gefunden. Auch wenn das Vorhersage-Ergebnis bei m138 von r138NL und r138UK
bezuglich der Zahl IgSF-artiger Doménen differiert, so finden sich in der
Aminosauresequenz Merkmale, die in den 3 putativen IgSF Domanen bei allen 3 viralen
FcyRs gleich sind. Ebenso besitzen alle vFcyR zwischen putativer IgSF Domane C2-1
und C2-2 an &ahnlicher Position ein zweifaches Cystein (m138 Position 239/241,
r138 UK Position 252/253, r138 NL Position 261/262).

Die Resultate des ,Dlpro - Cysteine Disulfide Bond Predictor® (Internet2 2004) ergaben
fur alle vFcyR ahnliche Vorhersagen fur Anzahl und Position der Disulfidbriicken, was
fur eine gemeinsame Grundstruktur spricht. Fir m138 werden insgesamt 7
Disulfidbriicken an den Positionen 10/23, 310/328, 127/194 (=C2-1), 539/565, 201/240,
39/54 und 239/263 vorhergesagt. Bei r138NL werden ebenfalls 7 Disulfidbriicken an
den Positionen 42/58, 521/561, 325/343, 262/280, 152/218, 449/517 und 378/443
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angenommen. Bei r138UK finden sich hingegen nur 6 putative Disulfidbriicken an den
Positionen 12/27, 317/340, 253/271, 445/502, 139/204 und 43/58. Zusammenfassend
ist zu sagen, dalR die Doméane C2-1 auch durch Vorhersage putativer Disulfidbriicken
aufgefunden wird, wahrend die Position der anderen putativen C2- Domanen hier nicht
bestatigt werden konnte.

Zusatzlich wurde die Proteinstruktur mit PSIPRED v2.4 (Internet3 2004) vorhergesagt.
So besteht die C2-1 Doméne bei allen m138 Homologen aus 7 putativen B-Faltblatt
Strukturen und ahnelt damit am ehesten einer IgC1 Doméne. Die C2-2 Doméane besteht
hingegen bei allen m138 Homologen aus 6 putativen p-Faltblatt Strukturen. Diese
werden von einer unterschiedlichen Anzahl (r138 NL: 3, r138 UK: 2, m138: 3) von
o-Helices unterbrochen. Damit konnte diese Doméne eine IgC2 oder eine Igl-Domane
sein. Die C2-3 Doméne besteht bei allen m138 Homologen aus 8 p-Faltblatt Strukturen,
wobei bei m138 zusétzlich eine a-Helix vorhergesagt wird. Diese Struktur kdnnte fur
eine IgC2 Doméane sprechen.

Die Vorhersage mit MEMSAT (Internet4 2004) ergab, dass alle m138 Homologen eine
ahnliche Transmembran Region besitzen: fur m138 von Position 533 bis 552, fur
r138UK von Position 500 bis 516, fur r138NL von Position 535 bis 550.

Wenn man die Ergebnisse im Zusammenhang betrachtet, weisen signifikante
Ahnlichkeiten zwischen allen CMV codierten Fcy-bindenden Proteinen auf eine
gemeinsame Grundstruktur, einen gemeinsamen Ursprung und moglicherweise auf
eine ahnliche Funktion hin (Abbildung 10).

C127 C194 C263 C328 (368 C436

P %

Ig-like C2-1 Ig-like C2-2 Ig-like C2-3

Abbildung 10: Strukturmodell des viFcyR m138. Gezeigt sind die in dieser Arbeit identifizierten
putativen IgSF-artigen Doménen C2-1, C2-2 und C2-3. Weitere Strukturelemente des m138
sind eine Signalsequenz (SP), die Transmembranregion (TM) und 10 in blau dargestellte
putative N-Glykosylierungsstellen.

Besonders wichtig sind dabei die signifikanten Ahnlichkeiten in der C2-1 Domane

zwischen Maus FcyR und Ratten Homologen. Dies konnte ein Hinweis sein, dass diese
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Domane bei der Fcy-Bindung eine besondere Rolle spielt, wobei natirlich keines der
Programme eine 100 %ige Vorhersage fir reale Strukturen der vFcyR liefern kann.
Dennoch erlauben die hier erhobenen Daten ein Strukturmodell von ml138 zu
entwickeln, woraus sich die Maoglichkeit ergibt weitere Experimente zu planen, mit

denen die genauere Struktur und Funktion untersucht werden kann.

Zusammenfassung:

In der Aminosauresequenz von m138 und den r138 Homologen finden sich
signifikante Hinweise, die auf das Vorhandensein von 3 putativen IgSF Doméanen
schlieRen lassen.

m138 weist besonders in der C2-1 Domane signifikante Homologie zu r138 auf.
Mit den gewonnenen Daten wurde ein Strukturmodell entwickelt, mit dem die
weiteren Experimente zur genauerern Bestimmung von Struktur und Funktion

geplant wurden.

6.2 Vergleich der Fcy-bindenden Funktion von r138 und m138

m138 wurde als MCMV kodierter Fcy-Rezeptoren beschrieben (Théle, Lucin et al.
1994). Fcy-bindende Proteine wurden auch im Kontext der RCMV Infektion beobachtet
(Bruggeman, Reinders et al. 1984). Das verantwortliche Genprodukt wurde jedoch
bisher noch nicht beschrieben.

Aufgrund der oben beschriebenen Sequenzvergleiche erschien es sehr wahrscheinlich,
dass die Fcy-Rezeptor Funktion der RCMV von den Sequenzhomologen des m138
wahrgenommen wird. Daher wurden das m138 und seine RCMV Homologen der
Stamme Maastricht (NL) und England (UK) in ein geeignetes Expressionssystem

integriert.
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6.2.1 Klonierung und Herstellung von rekombinanten Vaccinia Viren zur

Expression von r138 und m138

Das Klonieren der RCMV Wildtyp Stamme Maastricht und England, sowie des FcyRs
von MCMV Wildtyp erfolgte im ersten Schritt durch Amplifikation der r138 und m138
Sequenzen mit verschiedenen Primern. Als DNA-Matrix wurde isolierte Virus-DNA der
verschiedenen Stamme genutzt.

Daraus resultieren bei RCMV 4 PCR-Produkte: Die rl138 Genregion des RCMV
Stammes Maastricht (NL), die r138 Genregion des RCMV Stammes England (UK) und
beide Genregionen jeweils mit einem FLAG-Tag (NL FLAG und UK FLAG, C-terminal)
Bei MCMYV resultierten 2 PCR-Produkte: Die m138 Sequenz des MCMV Stammes C3x
mit und ohne FLAG-Tag (CDS und CDS FLAG).

Tabelle 7 zeigt eine Ubersicht der verwendeten Primer, der erhaltenen PCR-Produkte

und eine Auswahl der enthaltenen Restriktionsschnittstellen fur Klonierung und

Kontrolle.
Primer 1 Primer 2 |PCR - Produkt Restriktionsschnittstellen
Klonierung Kontrolle
NL-fcrl NL-fcr2 NL EcoR | + BamH |
NL-fcrF1 NL-fcr2 NL FLAG Alle (3177bp+789bp+376bp)
Sv-fcrl Sv-fcr2 UK mit EcoR | + BamH |
SV-fcrF1 SV-fcr2 UK FLAG Hind Il + | (3460bp+665bp+100bp)
ab-fcr-cdsl |ab-fcr-cds2 |CDS Sst | EcoR | + BamH |
ab-fcr-cdsl | ab-fcr- CDS FLAG (4155bp+1347bp+414bp)
flagHind
(Sst|=Sacl)
Tabelle 7

Wie Abbildung 11 zeigt, wurden die kodierenden Sequenzen von m138, r138 NL und
r138 UK zuerst in den pUC 19 Vektor kloniert, der eine einfache Insertion von PCR-
Produkten und die anschlieliende Sequenzierung mit Standartprimern erlaubt.

Dann erfolgte die Klonierung in den p7.5k131 Vektor, der fir die Gewinnung von

Vaccinia Rekombinanten benétigt wird:
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Vektor: p7.5k131

Insert: PCR-Produkte aus folgenden Primernpaaren:

1. ab-fcr-cdsBam und ab-fcr-cdsHind

2. ab-fcr-cdsBam und ab-fcr-flagHind

Die Primer ab-fcr-cdsBam und ab-fcr-cdsHind dienten der Einfihrung von
Restriktionsschnittstellen fur eine einfachere Klonierung. Mit dem Primer ab-fcr-flagHind
war es bei m138 mdglich einen FLAG Tag einzubringen.

Als Template wurden die Vektoren pUC CDS, pUC r138 NL, pUC r138 NL FLAG, pUC
r138 UK und pUC r138 UK FLAG genutzt.

Zur Klonierung wurden die Restriktionsenzyme BamH | und Hind Il (sticky end)
verwendet. Die Kontrolle erfolgte mit den Restriktionsenzymen EcoR | und BamH I.
Nach Auftrennung auf dem Agarose-Gel ergaben sich folgende Fragmente: 4155bp +
1347bp + 414bp. Abbildung 12 zeigt das Agarose-gel beispielhaft fir den Vektor p7.5k
CDsS.

. puccops/
;M3 A UKFLAG . ° rM38NL+UKFLAG/ :
als Tempiale - PCRProdut  \: MM38NL+UK .

p7,5k CDS/

-
o g e e 5 S

‘Transfektion

rekombinantes Vaccinia Virus (rvv)

Abbildung 11: Klonierung der vFcyRs von MCMV (CDS) und RCMV Maastricht (NL) und England
(UK) Wildtyp in den p7,5k131 Vektor fir die Herstellung von rekombinantem Vaccinia Virus

Vor der Erzeugung von rekombinanten Vaccinia Viren (rVV), wurden die daftr
verwendeten p7.5k-Plasmide sequenziert, um die Richtigkeit der im Plasmid

enthaltenen Punktmutationen zu tberprufen.
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Abbildung 12: Kontrolle des Vektors p7.5k CDS mit den Enzymen EcoRl
und BamHI in den Spuren 1-10im 1%igen TAE Agarose-Gel. Es finden
sich in den Spuren 4, 7und 9 die korrekten Fragmentgrof3en 4155bp+
1347bp+417bp. Diese Vektoren wurden spater fir die Herstellung von
rekombinantem Vaccina Virus verwendet. Die Spuren 11 und 12 zeigen
den Leervektors p7.5k nach Verdau mit Xbal und EcoRI mit den korrekten
FragmentgréRen 3396bp+796bp+15bp.

Die Herstellung von rVV erfolgt wie im Kapitel Material und Methoden beschrieben und
ist in Abbildung 13 graphisch dargestellt.

X B AE

% 1. Vaccinia Ts7 2. Vaccinia wt DNA (tk)

Transfektion, 2h, 33°C + p7,5k CDS Mx / XM / FSH
CVL1 Zellen ——n Plasmid DNA (tk")

ﬁl Vaccinia Rekombinanten (rvV)

K RE X Xx

Abbildung 13: Herstellung von rekombinantem Vaccina Virus (rVV), Vaccina ts7 ist ein
temperatursensitiver Vacciniastamm, tk- und tk* kennzeichnen die Thymidinkinaseaktivitat.
Die Vektoren p7,5k CDS / XM / FSH enthalten die DNA der m138 Genregion von MCMV
und sind jeweils von Thymidinkinasestiicken flankiert, CV1: Affennierenzellen, 143 B tk:
humane Osteosarkomzellen ohne Thymidinkinaseaktivitat, BrDU: Bromdesoxyuridin.
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6.2.2 Funktionalitat und IgG Spezifitat von m138 fcr-1, r138 NL und r138 UK in

der FACS Analyse und der Immunprazipitation

Die Proteine m138 und r138 wurden auf ihre Fahigkeit Fcy zu binden Uberprift. Dazu
wurden die zuvor generierten rekombinanten Vaccinaviren (rVV) verwendet und im
Falle von m138 mit Maus Fcy-Fragment und im Falle von r138 mit Ratten Fcy-Fragment

und Ratten 1gG auf ihre Fcy-Bindungsfahigkeit gepruft.

10
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3:rVV m138 CDS

y-Achse: Counts / gezéhlte Zellen
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grunen Fluoreszenz
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Abbildung 14: FACS Analyse des m138 viFcyRs mit FITC gekoppeltem Fcy-Fragment
der Maus auf CV1 Zellen. m138 bindet Maus-Fcy-Fragment, Mock und mit VV
Wildtyp Kopenhagen binden kein Maus Fcy-Fragment.

Wie in Abbildung 14 gezeigt wird, bindet der in rVV klonierte m138 Fcy-Rezeptor Maus
Fcy-Fragment. Bei Infektion mit Vaccinia Wildtyp Virus (wt) bzw. in der Mock—Kontrolle

konnte hingegen keine Fcy-Bindung im FACS nachgewiesen werden.

Um zu zeigen, das die Fcy-Bindungsfahigkeit des vFcyR m138 von einer intakten m138
Gensequenz abhéangt wurde die Deletionsmutante FLANK konstruiert. Bei FLANK
wurde die komplette m138 Genregion entfernt, nur die benachbarten Genregionen sind
erhalten. Weiterhin wurde parallel dazu eine Punktmutante mit einem Frameshift (FSH)
erzeugt. Diese enthalt weiterhin die komplette m138 Gensequenz, besitzt aber eine

veranderte Aminosauresequenz. (Siehe auch Kapitel 6.3)
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In Abbildung 15 wurde die Fcy-Bindungsfahigkeit mit Hilfe der Immunpréazipitation
getestet. Dazu wurde der mit **S-Cystein / Methionin radioaktiv markierte Fcy-Rezeptor
nach Fc-Prazipitation mit Protein-A-Sepharose im SDS-PAGE aufgetrennt. Eine genaue
Beschreibung des Experimentes findet sich im Teil Material und Methoden auf Seite 56.
Wie erwartet resultieren nach der Gelauftrennung die bereits beschriebenen
Glykoproteine gp86/88 und gpl05. Diese zeigen die gute Fcy-Bindungsfahigkeit von
m138. Bei der Deletionsmutante FLANK zeigt sich keine Fcy-Bindung.

.;: ‘ <gp105

97

<gp88

8 <gp86

69

Legende:
1: C 14 Marker (in kDa)

2: Mock-Kontrolle
3: MCMV Wildtyp C3x
4: IMCMV FLANK
5:rvV m138 CDS

46

Abbildung 15: Immunprazipitation des vFcyR m138 auf 3T3 Zellen. Beim MCMV Wildtyp
Stamm C3X und rVV m138 CDS finden sich die Glykoproteine gp86, gp88 und gp105,
die eine Bindung des Maus Fcy -Fragments anzeigen, wahrend bei rMCMV FLANK
(Deletionsmutante ohne die m138 Genregion) keine Fcy-Bindung zu beobachten ist.

In der FACS Analyse von r138 NL und r138 UK, den Ratten-Homologen zum m138,
zeigte sich, dass die exprimierten Proteine von r138 der Ratte spezifisch nur Ratten-Fcy
binden. Dies ist in Abbildung 16 gezeigt. Dabei wurde Ratten IgG (oder auch Ratten
Fcy-Fragment, Ergebnis hier nicht gezeigt) nur von r138 UK und r138 NL gebunden.
Eine Bindung in der Mock-Kontrolle oder bei Infektion mit m138 FSH (der

Frameshiftmutante des m138 Fcy-Rezeptors) konnte nicht gezeigt werden. Durch die
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Infektion mit rVV m138FSH konnte gezeigt werden, dass die Bindung von Ratten 1gG

nicht unspezifisch durch das verwendete Vektorsystem bedingt ist.
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Abbildung 16: FACS Analyse der Homologen vFcyRs von RCMV mit Ratten IgG auf CV 1 Zellen.

Die rvV r138 NL FLAG und rVV r138 UK FLAG binden Ratten IgG, was sekundar mit anti-Ratte-FITC
detektiert werden kann. In der Mock-Kontrolle und bei rVV m138 FSH ist keine Bindung zu detektieren.

Maus-Fcy wird hingegen von r138UK und r138 NL nicht gebunden. Dies ist in der
Abbildung 17 A gezeigt. Demgegenuber ist der vFcyR m138 der Maus in der Lage
sowohl Maus-Fcy (Abbildung 17 C) als auch Ratten-Fcy (Abbildung 17 B) zu binden.
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Abbildung 17: Spezifitat der Homologen vFcyRs von RCMV und MCMV mit Ratten IgG und
Maus-Fcy Fragment auf CV 1 Zellen in der FACS Analyse:
A: Die beiden Homologen der Ratte rVV r138 NL FLAG und rVV r138 UK FLAG zeigen, wie

die Mock- Kontrolle, keine Bindung bei Farbung mit Maus-Fcy-FITC.

B: Der vFcyR der Maus rVV m138 CDS bindet Ratten-Fcy-Fragment, welches sekundar mit
Anti-Ratte-FITC Antikdrpern detektiert wurde.
C: Der vFcyR der Maus rvVV m138 CDS und m138 CDS FLAG binden Maus-Fcy-FITC, rvV

m138 FSH, die Frameshiftmutante mit verdandertem m138, bindet kein Maus Fcy-FITC mehr.

1

Um Fcy-bindende Proteine auch zu detektieren wenn sie ihre Fcy-Bindungsfahigkeit
teilweise oder ganz verloren haben, wurden die rVV r138 UK FLAG und r138 NL FLAG

kloniert und in VV rekombiniert. Das Fcy-bindende Protein wird dabei Uber anti-FLAG

Antikdrper erkannt (Expressionskontrolle). Der anti-FLAG Antikorper kann wiederum mit

einem sekundaren FITC gekoppeltem anti-Maus Antikérper im FACS detektiert werden.
Abbildung 18 zeigt, dass der rVV r138 UK FLAG gut erkannt wird.
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Abbildung 18: Expressionskontrolle von r138 UK im FACS mit einem FLAG-tag auf 3T3 Zellen.
rvV r138 UK FLAG kann anti FLAG Antikérper binden, der sekundéar mit anti Maus FITC detektiert wird.
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Um die Expression des Proteins auch beim Maus Fcy-Rezeptor zeigen zu kdnnen,
wurde der Vektor m138 CDS FLAG kloniert. Eine Rekombination in das Vaccinia Virus
gelang jedoch nicht. Deshalb wurden an dieser Stelle die Punktmutanten M2 FLAG und
M4 FLAG (jeweils als rVV) zur Expressionskontrolle verwendet. Auch hier wird der
FLAG-tag mit anti FLAG Antikorpern und sekundér mit FITC gekoppeltem anti Maus
Antikorper detektiert. Abbildung 19 zeigt, dass der FLAG-tag bei beiden Puntkmutanten

gut erkannt wird.
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Abbildung 19: Expressionskontrolle im FACS mit einem FLAG-tag auf CV1 Zellen. rvVV M2 FLAG und
rvV M4 FLAG binden anti FLAG Antikérper, der sekundar mit anti Maus FITC detektiert wird.

Zusammenfassung:

MCMV vFcyR m138 bindet erwartungsgeman Maus 1gG und Maus Fcy-Fragment.
MCMYV vFcyR m138 bindet Ratten IgG und Ratten Fc-Fragment.

Es wird erstmals nachgewiesen, dass es sich um Fcy-bindende
Oberflachenrezeptoren handelt.

Bei vFcyR m138 gibt es eine Kreuzbindung von Ratten und Maus Fcy.

RCMV vFcyR r138 UK und r138 NL binden kein Maus IgG und kein Maus Fc-
Fragment.

Die RCMV Homlologe r138 UK und r138 NL binden Ratten IgG und Ratten Fcy-
Fragment.

In der Expressionskontrolle via FLAG Konstrukt kann sowohl der vFcyR m138 als

auch die Homologen r138 UK und r138 NL nachgewiesen werden.
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6.3 Punktmutation der putativen IgSF Domanen des viralen vFcyR m138 von
MCMV

Die aus den vorangegangenen Untersuchungen entwickelte hypothetische Struktur der
vFcyR von MCMV und RCMV enthalt drei IgSF-artige Domanen, C2-1, C2-2 und C2-3,
die jeweils durch eine positionshomologe putative Disulfidbriicke in ihrer Struktur
stabilisiert werden. Diese Disulfidbriicken werden von je 2 Cysteinen gebildet, die fur
die Ausbildung der IgSF-artigen Domanen und die Bindungsfahigkeit von Fcy an den
Rezeptor eine Voraussetzung darstellen konnten. Eine Zerstdrung dieser Struktur durch
gezielte Punktmutation sollte danach eine Veranderung oder den Verlust der Fcy-
Bindungsfahigkeit zur Folge haben.

Fur den Austausch konservierter Cysteine des vFcR von MCMV mit Alanin wurden

folgende Positionen ausgewabhilt:

C127 und C194 in der putativen IgSF Doméne C2-1 als Mutanten M1 und M2
C263 und C328 in der putativen IgSF Domane C2-2 als Mutanten M3 und M4
C368 und C436 in der putativen IgSF Domane C2-3 als Mutanten M5 und M6
C239 und C240 zwischen den putativen IgSF Domé&nen C2-1 und C2-2 als

0N

potentieller Bindungspartner anderer Cysteine als Mutante XM

Um zu zeigen dass die Fc-Bindungsfahigkeit von m138 abhangt, wurden zwei Mutanten
kloniert, bei der die Fcy-Bindungsfahigkeit des vFcR nicht mehr vorhanden sein sollte.
Dazu wurde an Position V15 eine Mutante mit einem Frameshift (FSH) erzeugt. Diese
enthalt weiterhin die komplette m138 Gensequenz. Weiterhin wurde die
Deletionsmutante FLANK erzeugt, die nur noch die beiden flankierenden Genregionen
m137 und m139 enthalt.
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Abbildung 20: Die MCMV m138 Fcy-Rezeptor Gensequenz mit den verschiedenen Mutationsprimern.
Einzelheiten zu den verschiedenen Primern finden sich im Kapitel Material und Methoden (5.1.9)

Ziel der Punktmutationen war die Herstellung von rekombinanten MCMV Mutanten mit

Punktmutationen in der FCR Sequenz, mit der perspektivisch die m138-Funktion in vivo
untersucht werden kann.

6.3.1 PCR Mutagenese

Um die ausgewahlten Punktmutationen in die m138-Sequenz einzubringen, wurden
Mutageneseprimer (siehe Tabelle in Kapitel 5.1.9, Spalte ,Primer1“, erkennbar am ,m")
synthetisiert, bei denen das Codon fur die die Aminosaure Cystein durch ein Codon fir
Alanin ersetzt wurde. Mit einem weiteren Primer wurde eine erste PCR durchgefihrt.
Das entstandene PCR-Produkt wurde im Agarose-Gel uUberprift, ausgeschnitten,
aufgereinigt und dann in einer zweiten PCR als Primer (,pre-primer®) verwendet. Die in
dem erzeugten PCR-Produkt enthaltenen Restriktionsschnittstellen (siehe Tabelle in
Kapitel 5.1.9) dienten dann zur Klonierung der PCR-Produkte mit den enthaltenen

Punktmutationen in dem gewulnschten Vektor. Als DNA - Matrize wurde DNA aus dem
MCMV Wildtyp Stamm C3X verwendet.
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Abbildung 21: Schematischer Ablauf der PCR-Mutagenese mit Austausch von Cystein zu
Alanin am Beispiel der Mutation M3. Dargestellt sind die DNA-Matrix m138 (MCMV Wildtype,
Stamm C3X, C=Cystein), sowie die Verwendeten Primer (A=Alanin) und die resultierenden
Produkte. Im unteren Teil ein Modell des MCMV m138 Fcy-Rezeptors mit den 3 IgSF-artigen
Domanen, der Lokalisation der Punktmutationen und den Disulfidbriicken (rote Striche).
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Tabelle 8 zeigt die verwendeten Primerpaare, das erhaltene Produkt und die

enthaltenen Restriktionsschnittstellen fur spatere Klonierungen. Alle PCR-Produkte

wurden mit dem in Kapitel 3 beschriebenen Programm amplifiziert.



Primer 1 Primer 2 PCR - Grole |Restriktionsschnittstellen
Produkt (bp) |Klonierung |Kontrolle
(Fragment-
grof3e in bp)
EcoR V + Hind
ab-fcr-upl ab-fcr-up2 3-FLANK/UP [2000 [(Kpnl+ Xbal [l
(4611+997+
100)
ab-fcr-dol ab-fcr-do2/ | 5-FLANK/ 2000 |Sph 1+ Xbal |Hind Il + Kpn |
ab-fcr-do4 DOWN (3031+2651)
ab-fcr-cdsl |ab-fcr-cds2 | CDS 1700 |[Sstl+ Hind |Alle Vektoren
[ pUC CDS Mx
cysim-1 cysl-2 pre-primer 1 | 100 - /| XM/ FSH
pre-primerl |cysl-2 m138 M1 448 Sstl+Xho! |mit
cys2m2 cys2-1 pre-primer 2 |97 - EcoR | +
pre-primer2 | cds2 m138 M2 1224 |[Sma | + Hind |Bglll
11 (3095+
cys3m-1 cys3-2 pre-primer 3 [100 |- 841+388)
pre-primer3 |cdsl m138 M3 870 |Sstl+ Sstll
cysdm-1 cds2 m138 M4 760 Kpn | + Hind
[l
cyss5m-2 cys5-1 pre-primer 5 200 -
pre-primer5 |cds2 m138 M5 700 Sma | + Hind
[
cysém-2 cys6-1 pre-primer 6 100 -
pre-primer6 |cds2 m138 M6 500 Bgl Il + Hind
[
cysxm-1 cys3-2 pre-primer XM | 200 -
pre- cdsl m138 XM 870 Sstl+ Sstll
primerxXm
fshl cysl-2 m138 FSH 400 |Xhol+ Nhe |

Tabelle 8
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Um die erhaltenen PCR Produkte zu tberprifen, wurde der in Abbildung 22 gezeigte
Kontroll-Restriktionsverdau mit den in Tabelle 8 angegebenen Enzymen durchgefinhrt.
Nach Auftrennung im Agarose Gel kann Anhand der Grol3e der erhaltenen Fragmente
die Korrektheit der PCR-Produkte kontrolliert werden. Die genauen Grél3enangaben

nach Restriktionsverdau finden sich in Tabelle 8.

2 kb
1,6 kb
1kb

500 bp

1 2 3 XM 5 6 | ML M1 M2 M3 M4 M5 M6 FHS XM
pre-primer m138 PCR Produkte

Abbildung 22: Die PCR Fragmente aus der PCR Mutagenese wurden im 1%igen TAE Agarose-Gel auf ihre
richtige Grol3e Uberprift. Die GroRRe der einzelnen Fragmente ist in Tabelle 8 aufgelistet.

6.3.2 Klonierung des Shuttle Vektors

Um die Punktmutationen in das MCMV Genom zu integrieren, war die Subklonierung in
verschiedene Plasmide notwendig. Der im Kapitel Material und Methoden beschriebene
grundlegende Ablauf war bei allen Klonierungsschritten gleich.

Die einzelnen Klonierungen wurden in verschiedene Schritte aufgeteilt und sind im
Folgenden mit verwendetem Vektor, Insert und der zur Klonierung und Kontrolle
verwendeten Restriktionsenzyme aufgelistet.

Die unter Kontrolle in Klammern angegebenen Zahlen entsprechen den resultierenden
FragmentgrofRen in Basenpaaren (bp) bzw. dem korrekten Bandenmuster nach dem
Kontroll-Restriktionsverdau.

Als Abkirzungen wurden

- L,UP“fur die 3' liegende homologe, m138 flankierende Region,

- DO fir die 5 liegende homologe, m138 flankierende Region,

- ,CDS"fur die Fc-Rezeptor kodierende Sequenz m138,

- ,Mx“ fur die Punktmutanten M1 bis M6,
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- ,FSH*fur den Frameshift und
- XM fur die Mutation von 2 Cysteinen zwischen putativer IgSF Doméane C2-1 und

C2-2 verwendet.

Die folgenden Klonierungsschritte sind in Abbildung 23 graphisch dargestellt.

Schritt 1: Die Klonierung der verschiedenen PCR Produkte in den pUC19 Vektor (pUC
3/ UP, pUC 5'/ DO, pUC CDS Mx, pUC XM, pUC FSH)

Die PCR Produkte wurden zuerst im TAE Gel aufgereinigt, ausgeschnitten und eluiert.
Vektor: pUC19

Insert: PCR Produkte der Tabelle

Restriktionsenzyme: Siehe Tabelle PCR-Mutagenese

Kontrolle: Siehe Tabelle PCR-Mutagenese

Schritt 2: Das Erzeugen des Basisvektors pUC FLANK, der die flankierenden
Sequenzen von m138 enthélt.

Vektor: puUC UP

Insert: puC DO

Restriktionsenzyme: Sph | und Xba | (sticky end)

Kontrolle: Sst | und EcoR | (5595bp+1617bp+1041bp+441bp+10bp)

Schritt 3: Das Erzeugen der Vektoren pUC FcR Mx, pUC FcR XM, pUC FcR FSH, der
die m138 kodierende Gensequenz mit den jeweiligen Punktmutationen, sowie den
Frameshift mit den 3- und 5°- flankierenden Regionen der m138 Gensequenz
verbindet.

Vektor: pUC FLANK

Insert: pUC CDS Mx, pUC XM, pUC FSH

Restriktionsenzyme: Nhe | und SnaB | (sticky end)

Kontrolle: Bgl Il und EcoR | (6128bp+1971bp+969bp+841bp+451bp)
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Abbildung 23: Klonierung der Vektoren: Schritt 1, Schritt 2 und Schritt 3
gelb: m138 kodierende Sequenz mit den verschiedenen Punktmutationen,

blau: 3" flankierende Sequenzen, rot: 5 flankierende Sequenzen

85



86

Die folgenden Klonierungsschritte sind in Abbildung 24 graphisch dargestellt.

Schritt 4a/b: Die Klonierung des Shuttle Plasmids pST76KSR FCR Mx / XM / FSH (4a)
fur die BAC Mutagenese sowie die Erzeugung der rekombinanten MCMV (rMCMV)
Punktmutanten und die Klonierung des Shuttle Plasmids pST76KSR FLANK (4b) fir die
BAC Mutagenese und Erzeugung der rMCMV m138 Deletionsmutante.

Vektor: pST76KSR

Insert: pUC FcR Mx / XM / FSH (4a) und pUC FLANK (4b)

Restriktionsenzyme: Msc | und EcoR V (blunt end). Der Vektor pST76KSR wurde nach

dem Restriktionsverdau mit alkalischer Phosphatase (CIP) behandelt.

Um die Korrektheit der erhaltenen Plasmide zu uberprifen, wurden folgende Kontrollen
durchgefuhrt.

Kontrolle pST76KSR FcR Mx/ XM / FSH: EcoR I,

Orientierung 3'->5° (4160bp+3815bp+3235bp+1676bp),

Orientierung 5->3* (4260bp+4160bp+2790bp+1676bp)

Kontrolle pST76KSR FLANK: Pst I,

Orientierung 3'->5° (4954bp+4628bp+956bp+692bp),

Orientierung 5'->3‘ (4954bp+4929bp+956bp+391bp)

Die Abbildung 24 zeigt beispielhaft das Agarose-Gel fur die Shuttle Plasmide mit den
Punktmutationen M1, M2 und M3.
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Abbildung 24: Klonierung der Vektoren: Schritt 4a und 4b, Klonierung der Shuttle Vektoren fiir die
BAC-Mutagenese, der BAC dient zur spéteren Herstellung von rekombinantem MCMV (rMCVM).
Da es in der m138 Region eine Xba Schnittstelle gibt, ist eine frihere Klonierung von m138 in das
Shuttle Plasmid nicht mdglich. gelb: m138 kodierende Sequenz mit den verschiedenen Punkt-
mutationen, blau: 3" flankierende Sequenzen, rot 5 flankierende Sequenzen.
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Abbildung 25: Kontrolle der verschiedene Orientierungen und der Korrektheit des Shuttle Plasmids
pST76KSR am Beispiel der Punktmutationen M1, M2 und M3 im 1%igem TAE Agarose-Gel.

Die Plasmide mit * enthalten die m138 Region mit den flankierenden Sequenzen in 3" -> 5" Orientierung.
Nach EcoR | Restriktionsverdau ergeben sich folgende FragmentgrofZen: 4160 + 3815 +3235 + 1676 bp.
Die Plasmide mit * enthalten die m138 Region mit den flankierenden Sequenzen in 5° -> 3" Orientierung.
Nach EcoR | Restriktionsverdau ergeben sich folgende Fragmentgrof3en: 4260 + 4160 + 2790 + 1676 bp.
Beim Shuttle Plasmid pST76KSR M2 / 3 * konnten nicht alle Banden nachgewiesen werden, weshalb
dieser aussortiert wurde.

Der folgenden Klonierungsschritte ist in Abbildung 26 graphisch dargestellt.

Schritt 5: Klonieren der kodierenden Sequenzen in den Vektor p7.5k CDS. Dieser
enthalt die m138 Sequenz mit den Punktmutationen sowie zusatzlich einen FLAG -Tag
und dient zum Herstellen von rekombinanten Vaccinia Viren.

Vektor: p7.5k131

Insert: PCR-Produkte aus folgenden Primerpaaren:

1. ab-fcr-cdsBam und ab-fcr-cdsHind

2. ab-fshBam und ab-fcr-cdsHind (fir die Frameshift-Mutante)

3. ab-fcr-cdsBam und ab-fcr-flagHind

4. ab-fshBam und ab-fcr-flagHind (fir die Frameshift-Mutante)

Die Primer ab-fcr-cdsBam und ab-fcr-cdsHind dienten  der Einfihrung von
Restriktionsschnittstellen fur eine einfachere Klonierung. Mit dem Primer ab-fcr-flagHind
war es mdoglich, zuséatzlich einen FLAG Tag in die verschiedenen Mutanten
einzubringen.

Als Template wurden die Vektoren pUC CDS Mx, pUC XM, und pUC FSH genutzt.
Restriktionsenzyme: BamH | und Hind 111 (sticky end)

Kontrolle: EcoR | und BamH | (4155bp+1347bp+414bp)
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Abbildung 26: Klonierung der Vektoren: Schritt 5, Klonierung der Punktmutationen in den
P7.5k131 Vektor fur die Herstellung von rekombinantem Vaccina Virus (rVV)

6.3.3 BACmid Mutagenese

Der schematische Ablauf findet sich in Abbildung 27. Die verschiedenen
Punktmutationen wurden durch gerichtete, homologe Rekombination des MCMV
Wildtyp BACmid (MW97.01) in E.coli mit einem Shuttle Plasmid in das MCMV Genom
integriert. Dieses Shuttle Plasmid (pST76KSR) enthdlt die MCMV m138
Punktmutationen und ist von jeweils ca. 2-3kb grof3en homologen Sequenzen flankiert.
Weiterhin sind eine Kanamycin Resistenz zur Selektion, das SacB Gen fur die Sucrose
Selektion, das recA Gen fur Erméglichung homologer Rekombination in recA negativen
Bakterien (wie die verwendeten E.coli DH10b) und das rep-ts Gen fir die
temperaturabhéngige Selektion bei 43°C enthalten.

Eine Voraussetzung fiur eine erfolgreiche BAC Mutagenese ist das Klonieren eines
Shuttle Plasmids. (Siehe Kapitel 4.2.1) Zun&achst wurden E.coli, die den MCMV Wildtyp
BAC und E.coli mit dem MCMV BAC ohne m138 Sequenz (Am138-BACmide) tragen,

kompetent gemacht, um eine Transformation mit dem Shuttle Plasmid zu ermdglichen.
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Abbildung 27: Schematischer Ablauf der BACmid Mutagenese

Nach der elektrischen oder chemischen Transformation enthalt der E.coli nun den
MCMV Wildtyp BAC (wt-BACmide) oder das Am138-BACmide, sowie das Shuttle
Plasmid mit der gewinschten Punktmutation. Da das Am138-BACmid einfachere
Kontrollen durch Restriktionsverdau erlaubt, wurden alle m138 Punktmutanten damit
transformiert. Die im BACmid enthaltenen flankierenden Sequenzen erméglichen nun
eine homologe Rekombination und es entstehen mutierte BACmide. Um die
gewinschten, mutierten BACmide zu erhalten sind spezifische Selektionsschritte

notwendig (siehe Kapitel 5.2.2.12). Der erste Selektionsschritt erfolgt bei 43°C mit

Chloramphenicol (30 pg/ml) und Kanamycin (30 pg/ml). Dabei werden E.colis, die
getrennt Shuttle Plasmid und wt-BACmide enthalten, eliminiert. Es bleiben wt-BACmide
mit sogenanntem cointegrate erhalten. Diese enthalten in einem grof3en Plasmid wt-
BACmid und Shuttle Plasmid. Im folgenden zweiten Selektionsschritt bei 30°C mit

Sucrose (5%) und Chloramphenicol werden die cointegrate eliminiert und es resultieren
nur noch zwei Bakterienpopulationen die entweder das gewinschte, mutierte BACmid
oder das wt-BACmid enthalten. Das Verhéltnis dieser beiden Populationen betragt zu
diesem Zeitpunkt ungefahr 50:50. Zwischen den einzelnen Arbeitschritten und am Ende
wurden jeweils 12 Klone gepickt, Ubernachtkulturen angelegt und die BACmid-DNA
isoliert. Mit einem Restriktionsverdau (Hindlll) wurde die gewonnene BACmid-DNA
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kontrolliert und dazu in 0,5%igem TBE Agarose-Gel aufgetrennt (Abbildung 28). Die
richtigen Klone wurden ausgewahlt und eine Maxi Ubernachtkultur angesetzt. Die

daraus isolierte DNA wurde dann zur Rekonstitution von MCMV eingesetzt.

R

+/- - - MMM + +[M M + + + |+ - - M + + +|- M

Kontrolle BAC M1 BAC M2 BAC M3 BAC M6 BAC FSH

Abbildung 28: Kontrolle der BACs im 0,5%igem TBE Agarose-Gel, Hind Il Restriktionsverdau.

Die Spuren mit — enthalten ein BACmid ohne m138 und wurden nicht weiterverwendet.
(sichtbare Fragmente: 6248bp+7161bp+7559bp+9482bp)

Die Spuren mit + enthalten ein BACmid mit integriertem m138 und kénnen fur die MCMV
Rekonstitution eingesetzt werden. (sichtbare Fragmente: 7161bp+7559bp+7958bp+9482bp)

Die Spuren mit M enthalten beide BACmide und wurden nicht weiterverwendet.

6.3.4 Rekonstitution rekombinanter MCMV

MCMV

Die gewonnene BACmid-DNA mit der Punktmutation wurde in permissive 3T3

Fibroblasten transfiziert. (Siehe Kapitel Material und Methoden: Transfektion von
BACmid-DNA in eukaryotische Zellen) Es besteht so die Moglichkeit rekombinantes
MCMV (rMCMV) zu generieren. Nach erfolgreicher Rekonstitution wurden die rMCMV

7x passagiert, um die BAC-Sequenz aus dem Virus zu entfernen (Wagner, Jonjic et al.

1999). Um sicher zu stellen, dass die eingefligten Punktmutationen weiterhin korrekt

vorhanden sind, wurde bei allen Mutanten der zentrale Teil des m138 via PCR

amplifiziert und danach sequenziert. Es zeigte sich das die DNA-Sequenzen auch im

BACmid korrekt sind.



6.4 Funktionsanalyse der vFcyR m138 Mutanten

6.4.1 Durchflusszytometrie (FACS)
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Um die m138 - Expression und Fcy-Bindungsfahigkeit der verschiedenen Fcy-Rezeptor-

Mutanten zu testen, wurden FACS Analysen durchgefuhrt. Dazu wurden Zellen mit den
rVV ml138 Punktmutanten und den rMCMV m138 Punktmutanten infiziert und die

viralen Fcy-Rezeptoren exprimiert. Einige rVV m138 Punktmutanten wurden mit einem

FLAG-tag versehen, was eine Detektion des Proteins Uber FLAG - spezifische

Antikdrper erlaubt, auch wenn der Fcy-Rezeptor seine Fcy-Bindungsfahigkeit teilweise

oder ganz verloren hat. Tabelle 9 zeigt die Bindungseigenschaften der Fcy-Rezeptor

Punktmutanten in der FACS-Analyse auf der Zelloberflache mittels FITC-markiertem

Fcy-Fragment.

Virus / Mutante Fcy-Bindung Histogramm
Zelloberflache
m138 Wildtyp positiv .
o
(MCMV C3x) =
2|, MOCK
mean peak / "
. £ 3
mittlere é o C3X
Fluoreszenz: 42 -
(a\]
o
109 10! 102 103 104
FL1-H
FLANK negativ -7
('VV&MCMV) o FLANK
mean peak /| @
B
mittlere 3
Fluoreszenz: 7 -
o e 4
10° 10" 10%2 10% 10%

FL1-Height




Virus / Mutante Fcy-Bindung Histogramm
Zelloberflache
FSH (rMCMV) negativ S
21 Mock
mean peak / £ =3
mittlere § gé FSH
Fluoreszenz: 3,7 L
ol %
100 101 102 103 104
FL1-H
M1(rvV, rMCMV) schwach 8
mean peak / .g
. - |
mittlere 8
Fluoreszenz: 8
o
109 10! 102 10% 104
FL1-Height
M2 (rMCMV) positiv ot
-
M2
mean peak /| &
=
mittlere 8
Fluoreszenz: 28
o
10° 10! 102 10 104
FL1-Height
M3 nicht untersucht Rekonstitution der Mutante als rVVV nicht
erfolgreich, im rMCMV nicht im FACS
untersucht.
M4 (rVV, rIMCMV) positv 3
mean peak /| €
- |
mittlere 8
Fluoreszenz: 45
o

109 10! 102 40° 10%
FL1-Height

93



94

Virus / Mutante Fcy-Bindung Histogramm
Zelloberflache
M5 (rMCMV) positiv 5
21, MOCK
mean peak / % 3 M5
mittlere S8
Fluoreszenz: 38 <
o
100 107 102 103 10%
FL1-H
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e
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23
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o O
o<
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[aV]
o
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FL1-H

Tabelle 9

Erwartungsgemal zeigt der MCMV Wildtyp im FACS eine gute Fcy-Bindung, wahrend
sich bei der Deletionsmutante FLANK und bei der Frameshiftmutante keine Bindung
zeigt. Bei den Punktmutanten zeigt sich ein uneinheitliches Bild. M1 und M6 binden nur
in sehr geringem MalR Fcy, M2 zeigte eine intermedidre Bindung mit verminderter
Oberflachenfluoreszenz, bei M4 und M5 ist die Fcy-Bindung mit dem Wildtyp
vergleichbar. Somit zeigen nur Punktmutanten der Doménen C2-1 und C2-3 eine

Verminderung der Fcy-Bindungsfahigkeit im FACS.

6.4.2 Immunprazipitation

Weiterhin wurde die Fcy-Bindungsfahigkeit der verschiedenen Punktmutanten von
m138 mit Hilfe der Immunpréazipitation getestet. Dazu wurde der mit *S-Cystein /
Methionin radioaktiv markierte Fcy-Rezeptor nach Fcy-Prazipitation mit Protein-A-
Sepharose im SDS-PAGE aufgetrennt. Eine genaue Beschreibung des Experimentes

findet sich im Teil Material und Methoden auf Seite 56.
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Dabei zeigt sich das die rMCMV Deletionsmutante FLANK, bei der die komplette
kodierende Sequenz fir m138 fehlt und die Punktmutante FSH, bei der nach einem
Frameshift kein normales m138 mehr vorhanden ist, erwartungsgemaf kein Maus Fcy-
Fragment binden (Abbildung 29).

Cl4 Mock C3x M1 M2 M3 M4 M5 M6 FSH FLANK

3
97&

69ﬂ-“ﬂﬂ=_;—ﬁ.-‘

.* + + 8 .+ & L+ [ —+ <gp86/88

46 ﬁ,,

Abbildung 29: Immunprazipitation mit Maus Fcy-Fragment im SDS-Gel auf 3T3 Zellen.
Verwendet wurden die Punktmutanten rMCMV M1 bis M6, die Frameshiftmutante FSH,

die Deletionsmutante FLANK und der MCMV Wildtyp C3x. Die stéarkste Fcy Bindung (*)

ist bei MCMV Wildtyp zu erkennen, die Punktmutanten binden in verschiedener Stérke (*)
ebenfalls Fc. In der Mock-Kontrolle, bei FSH und FLANK ist keine Fcy-Bindung zu beobachten.

Bei allen Punktmutanten M1 bis M6 ist eine Bindung von Fcy-Fragment nachweisbar.
Allerdings variiert die Bindungsstarke zwischen den einzelnen Punktmutanten. Bei M1
und M2 zeigt sich eine schwache Bindung bei M3, M4, M5 eine etwas starkere und bei
M6 eine ahnliche Bindung wie bei MCMV Wildtyp.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus dem FACS binden auch hier M1 und M2
und damit die C2-1 Domane am wenigsten Fcy. Somit scheint diese Doméne die
wichtigste Rolle fir die Fcy-Bindung zu spielen. Da bei M5 eine starke und bei M6 eine
Wildtyp-ahnliche Fcy-Bindung vorliegt, scheint dagegen die C2-3 Domane bei der Fcy-
Bindung eher keine Rolle zu spielen. Auch im FACS wurde bei M5 eine wildtyp&hnliche
Oberflachenbindung von Fcy-Fragment beobachtet. Im Gegensatz dazu zeigte M6
kaum eine nachweisbare Oberflachenbindung von Fcy. Eine Erklarung fur diese

Beobachtung konnte eine unterschiedliche Oberflachenexpression bei den
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verschiedenen Punktmutanten sein, was bei M6 eine verminderte Fcy-
Bindungsfahigkeit zur Folge haben kdnnte.

Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass die C2-1 Doméne den
starksten Einfluss auf die Fcy-Bindung hat, wéhrend die Domé&nen C2-2 und C2-3 eher
eine untergeordnete Bedeutung zu haben scheinen.

Allerdings lasst sich bei keiner der Punktmutanten ein volliger Verlust der Fcy-Bindung
feststellen. Dies spricht dafir, dass der vFcyR m138 offensichtlich auch ohne das
Vorhandensein der mutagenisierten Disulfidbriicken eine stabile Struktur ausbilden
kann, oder aber die beschriebenen Disulfidbriicken doch keine essentielle Struktur fur

den vFcyR m138 sind bzw. eine alternative Struktur vorliegt.

Zusammenfassung:

MCMV vFcyR m138 bindet im FACS und der IP erwartungsgemafd Maus Fcy-
Fragment.

Die Deletionsmutante rIMCMV FLANK und die Punktmutante mit Frameshift IMCMV
FSH binden im FACS und der IP erwartungsgemalf kein Maus Fcy-Fragment.

Punktmutante M1 bindet in FACS und IP schwach Maus Fcy.

Punktmutante M2 bindet in FACS und IP schwach Maus Fcy.

-> C2-1 Domane mit starkstem Einfluf3 auf Fcy-Bindung.

Punktmutante M3 bindet in der IP Maus Fcy.

Punktmutante M4 bindet in FACS und IP Maus Fcy.

-> C2-2 Domane mit geringem Einflu3 auf Fcy-Bindung.

Punktmutante M5 bindet in FACS und IP Maus Fcy.

Punktmutante M6 bindet in FACS und IP Maus Fcy, im FACS aber deutlich schlechter.

-> C2-3 Domane ohne eindeutigen Einflul3 auf Fcy-Bindung.

Ein kompletter Verlust der Fcy-Bindungsfahigkeit nach Punktmutation kann fur die
Frameshift-Punktmutante gezeigt werden. Bei den Punktmutationen M1 bis M6 andert
sich die der Fcy-Bindungsfahigkeit in verschiedenen Stufen, ein kompletter Verlust der

Bindungsfahigkeit wird nicht erreicht.
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7 Diskussion

Fcy-bindende Eigenschaften von CMV infizierten Zellen wurden erstmals 1975 von
Furukawa beschrieben (Furukawa, Hornberger et al. 1975). Die erste Hypothese
besagte, dass durch eine CMV Infektion zellulare Gene induziert werden und somit
auch ein zellularer Fcy-Rezeptor exprimiert wird, der fiur die beobachtet Fcy-Bindung
verantwortlich ist.

1994 beschrieben Théle und Mitarbeiter (Théle, Lucin et al. 1994) erstmals den viralen,
von MCMV codierten Fcy-Rezeptor fcr-1. Das verantwortliche Gen fcr-1/m138 kodiert
fur 3 ,early” Glykoproteine mit einer molekularen Masse von 86 kDa, 88 kDa und 105
kDa. Bei Deglykosylierung mit Endoglykosidase F erhalt man ein Protein mit einer
Grolle von 64 kDa. Die kodierende Genregion ist im Hindlll J Fragment von MCMV
lokalisiert. Weiterhin wurde gezeigt, dass die Bindung an diesen Rezeptor nur tUber den
Fc-Teil und nicht Uber den F(ab),-Teil von IgG funktioniert. Es wurden Kkeine
signifikanten Homologien zu den FcR der a-Herpesviren (HSV und VZV) gefunden.
Ahnlichkeiten mit dem gE Protein von HSV und dem gE Protein von VZV wurden wegen
ahnlicher GroRRenverhéltnisse vermutet.

Crnkovic-Mertens et al (Crnkovic-Mertens, Messerle et al. 1998) konnte bei einer
MCMV FcR Deletionsmutante eine stark attenuierte Replikation in vivo zeigen, welche
allerdings unabhanig von der Anwesenheit von Antikorpern auftrat. Es wurden keine
signifikanten Homologien zu den FcR der a-Herpesviren (HSV und VZV) gefunden.
Vermutet wurde, dass fcr-1 ein Mediator bei der Virustransmission in verschiedenen
Geweben sein kénnte. Auch wenn die eigentliche Funktion noch unklar blieb, konnte
davon ausgegangen werden, dass fcr-1 eine sehr wesentliche Bedeutung fur die
Virulenz von MCMV besitzt.

Bei meinen Untersuchungen habe ich festgestellt, dass die m138 kodierte
Proteinsequenz signifikante Homologien mit zellularen Fcy-Rezeptoren und den beiden
vFcyR von RCMV (r138) hat. Aus den Sequenzvergleichen wurde daher nun ein
Strukturmodell fir m138 entwickelt. Dabei wurde versucht, Strukturelemente zu finden,
die durch gezielte Mutation weitere Aufschliisse tber die Funktion und die Fcy-Bindung
von m138 geben. Da m138 zu den Typl Glykoproteinen gezahlt wird, ergab sich der

Gedanke die Struktur der einzelnen IgSF Doménen zu verdndern, um so etwas uber die
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Fcy-Bindung zu erfahren. Bei den verschiedenen eingeflgten Punktmutationen ergaben
sich hinsichtlich ihrer Fcy-bindenden Eigenschaften keine einheitlichen Ergebnisse. So
kann die Punktmutante M1 im FACS Fcy nur noch schwach binden und zeigt in der IP
ebenfalls eine reduzierte Bindungsfahigkeit. Die Punktmutante M2 bindet in FACS und
IP Fcy, wobei sich auch hier eine etwas verminderte Bindungsfahigkeit zu zeigen
scheint. Die Punktmutanten M4 und M5 zeigen eine deutliche Fcy-Bindung in FACS und
IP, M6 zeigt im FACS eine schwache Fcy-Bindung in der IP eine sehr gute Fcy-Bindung.
Da sich in FACS und IP nur bei M1 eine relative Verminderung der Fcy
Bindungsfahigkeit zeigen lasst, bestand die Vermutung, dass die C2-1 Doméne den
wichtigsten Anteil an der Fcy-Bindung besitzt. Um dies genauer zu uberprifen, wéaren
verschiedene Kombinationen von Punktmutanten, oder die Deletion ganzer IgSF
Domanen notwendig gewesen. In der Fortfihrung meines Projektes wurden die
verschiedenen Doméanen komplett deletiert (Lenac, Budt et al. 2006)

Bei der Analyse dieser Mutanten stellte sich heraus, dass die C2-1 Doméane alleine Fcy-
Bindung vermittelt und fir diese Funktion essentiell ist (M. Budt, unverotffentlichte
Daten). Die Homologien zu r138 lassen einen parallelen Aufbau bei r138 vermuten, was

allerdings noch genauer zu untersuchen ware.

7.1 Struktur des vFcyR m138

Neue mathematische Algorithmen (PSIPRED) von schon kristallisierten zellularen Fcy-
Rezeptoren und der Vergleich verschiedener Fcy-Rezeptoren untereinander, deuten auf
eine von 3 IgSF-artigen Doméanen gebildete Grundstruktur von m138 hin. Jede dieser
IgSF Domanen wird von B-Faltblatt-Strukturen gebildet, die stabil und durch seitliche
.loops” in gewissem Male variabel sind. Dabei ist die Variabilitat aber deutlich geringer
als z.B. bei alpha-Helices.

Der virale FcyR ml138 hat im Gegensatz zum zellularen CD64 einen anderen
topologischen Aufbau. Bei CD64 sind die C2-1 und die C2-2 Domane fur die
niedrigaffine Fcy-Bindung verantwortlich, die C2-3 Doméane dagegen fur die hochaffine
Bindung von IgG an den Rezeptor. Auch wenn m138 ebenfalls aus 3 IgSF Domé&nen
besteht, so zeigen die vorhandenen Daten, dass die C2-1 Domane fur die Fcy-bindung

hinreichend ist. Die in dieser Arbeit beschriebenen Punktmutationen zeigten nur einen
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teilweisen Fcy-Bindungsverlust. Dies koénnte flir eine besondere Stabilitat der einzelnen
Domanen auch ohne intakte Disulfidbriicke sprechen.

Wie bei anderen viralen Fcy-Rezeptoren ist auch bei m138, im Gegensatz zu zellularen
Fcy-Rezeptoren, eine einzelne IgSF Doméne ausreichend fur die Vermittlung der Fcy-
Bindung. Inzwischen konnte gezeigt werden, dass bei dem HCMV kodierten Fcy-
Rezeptor gp34, fir den ebenfalls eine IgSF Struktur vorgeschlagen wurde (Atalay,
Zimmermann et al. 2002), die positionshomologen Cysteine fur die Fcy-Bindung keine
Rolle spielen. Zudem wurde fir gp34 eine alternative Struktur vorgeschlagen, die keine
IgSF Domane beeinhaltet (Davison, Akter et al. 2003).

Da somit eine IgSF Struktur nicht die einzige Mdglichkeit der Fcy-Bindung fir virale Fcy-
Rezeptoren darzustellen scheint, missten zukunftige Untersuchungen der C2-1
Doméane beim vFcyR ml138 weitere konsequente Punktmutationen (z.B. homologe
Tryptophane (Davison, Akter et al. 2003), weitere Cysteine) beeinhalten, um
detailiertere Informationen tber die Struktur zu erhalten die eine Deletion von gréf3eren
Bereichen nicht liefern wirde.

Die genaue Struktur der beiden weiteren Domé&nen ist bisher nicht vollstdndig geklart.
Da beide Doménen fur die Fcy-Bindung nicht notwendig sind (M. Budt, unveroffentlichte
Daten), ist nahe liegend, dass diese beiden Doméanen weitere, lgG-unabhangige

Funktionen vermitteln.

7.2 Funktionen viraler Fcy-Rezeptoren HSV, MCMV, RCMV

Die klassische funktionale Vorstellung von viralen Fcy-Rezeptoren ist von
Untersuchungen mit HSV1 abgeleitet und fuhrten zum Modell des bipolar bridging bei
dem eine Fcy-Bindung des viralen Fcy-Rezeptors eine Hemmung Fcy-vermittelter
Effektorfunktionen (ADCC, Neutralisation) zu Folge hat (Frank and Friedman 1989;
Dubin, Socolof et al. 1991).

Dass m138 FcyR neben der Fcy-bindenden Funktion noch  weitere,
antikdrperunabhéngige Funktionen besitzt, wurde seit langerer Zeit vermutet, da in
Méausen mit als auch ohne Antikérper die Replikationsfahigkeit des MCMV m138
Deletionsmutante vermindert war (Crnkovic-Mertens, Messerle et al. 1998). Neuere

Untersuchungen ergaben, dass ausschlie3lich die putative C2-1 Domane fur die Fcy-
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Bindung verantwortlich ist. (M. Budt, unverotffentlichte Daten) und die putativen

Doméanen C2-2 und C2-3 nicht fiir die Fcy-Bindung benétigt werden.

Das legte nah, dass der vFcyR ml138 weitere immunmodulatorischen Funktionen

besitzt, die Fcy bzw. Antikérper unabhangig sind. Dabei kdme z.B. eine Interaktion mit

anderen Molekullen in Frage (Budt, Reinhard et al. 2004).

Zu den beschriebenen mit m138 interagierenden Molekilen gehéren H60 und MULT-1.

H60 reguliert als Ligand am NKG2D Rezeptor die Aktivierung von NK-Zellen, wobei die

effektive NK-Zell Antwort fur die Virusabwehr entscheidend ist. In CMV infizierten Zellen

wird Expression von H60 gedrosselt und somit die NK-Zell Antwort abgeschwacht.

Damit wird fur das Virus Infektion und Persistenz im Wirt leichter moglich. (Hasan,

Krmpotic et al. 2005)

Ein weiterer aktivierender Ligand der von CMV am NKG2D Rezeptor vermindert wird ist

MULT-1. Bei einer CMV-Infektion ist die Expression von MULT-1 stark erhéht. Auf der

Oberflache von CMV-infizierten Zellen ist allerdings keine Expression von MULT-1

nachweisbar. (Krmpotic, Hasan et al. 2005)

Eine detailierte Analyse (Lenac, Budt et al. 2006) der Interaktion von m138 mit H-60

und MULT-1 ergab:

- die Fcy-bindende C2-1 Domaéne ist fur die Herunterregulierung von H60 als auch
MULT-1 notwendig.

- die C2-1 Domane ist in Anwesenheit der Transmembrandomane hinreichend fur die
Herunterregulierung von MULT-1

- bei H60 sind dagegen alle drei C2 Doméanen bzw. das vollstandige m138 fur die
Herunterregulierung notwendig

- m138 Mutanten ohne Transmembrandomane (I6sliches m138) sind nicht mehr in
der Lage, H60 zu regulieren. Die Expression bleibt auf dem normalen Niveau.

Dies zeigt, dass m138 auch antikérperunabhangige Funktionen und damit mehr als nur

eine Fcy-bindende Funktion hat.

Es kann somit festgehalten werden, dass der vFcyR m138 Uber die Verringerung der

Expression von aktivierenden Liganden eine wichtige Rolle fur die Regulierung der NK-

Zell Antwort spielt. Die C2-1 Domane ist dabei multifunktionell und sowohl fir die

Regulation von NK-Liganden als auch fiur die Fcy-Bindung verantwortlich. Um

herauszufinden, welchen Einflull m138 auf die Modulation der Immunantwort hat und
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welche molekularen Mechanismen dabei verwendet werden sind weitergehende

Untersuchungen notwendig.

7.3 Immunmodulation und Immunevasionsmechanismen von CMV

Besonders Herpesviren modifizieren zahlreiche Gene, um die Immunantwort des Wirtes
zu umgehen. Viral kodierte Fcy-Rezeptoren sind bei o- und p-Herpesviren
nachgewiesen. Sie kdnnen somit als typisches Merkmal fur diese Herpesviren gelten.
Die Co-Evolution im jeweiligen Wirt und die Anpassung an verschiedene weitere
Funktionen erklart die beobachtete Variabilitdit der vFcy-Rezeptoren. Damit ist eine
besonders gute Anpassung an die besonderen Gegebenheiten des Wirtes moglich.

Der hier untersuchte vFcyR m138 kann auf verschiedenste Weise immunmodulatorisch
wirken. Einerseits wirkt er als ,echter” Fcy-Rezeptor direkt auf Antikorper und verhindert
auf diesem Weg Eliminierung durch das wirtseigene Immunsystem. Andererseits konnte
gezeigt werden, dass der vFcR ml138 auch eine herausragende Rolle bei der
Modulation der NK-Zell Antwort spielt (Lenac, Budt et al. 2006). So wird die Aktivitat der
zwei wichtigen NK-Zell aktivierenden Liganden MULT-1 und H60 verandert. Dabei wird
die Oberflachenexpression durch m138 reduziert, wobei l6sliches m138 weiterhin Fcy
bindet, aber nicht mehr in der Lage ist H60 zu regulieren. Dies spricht dafur, dass diese
fcr-1 Funktion einen vFcyR m138 mit intakter Transmembranverankerung bendtigt.
Ebenso konnte gezeigt werden, dass die Oberflachendichte von MULT-1 durch m138
deutlich reduziert wird. Dies wird durch Behinderung des Recycling von MULT-1 auf der
Zelloberflache erreicht, was im Verlauf zum proteolytischen Abbau im Lysosom flhrt.
Die C2-1 Domaéne ist dabei fur die Modulation von MULT-1 essentiell.

Der Anteil antikdrperabhangiger und antikdrperunabhangiger Mechanismen an der
vorbeschrieben Attenuierung der m138 Deletionsmutante in vivo ist nicht vollstdndig
geklart.

Die Attenuierung durch das Fehlen des vFcyR ml138 kann durch eine NK-Zell
Depletierung aufgehoben werden (Jonjic, Pavic et al. 1994). Daher ist anzunehmen,
dass die m138 abhangige Attenuierung wahrend der Akutinfektion im Wesentlichen
durch NK-zellabh&ngige Mechanismen dominiert wird.

Die bisherigen Ergebnisse schlieRen dennoch antikdrperabhéngige Funktionen von
m138, insbesondere wahrend Latenz und Reaktivierung, nicht aus. Vorraussetzung fur
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die Trennung antikbrperabhéngiger und antikérperunabhangiger Funktionen auf
molekularer Ebene ist somit die Herrstellung einer m138 Mutante, bei der Fcy-Bindung
und NK-Zell Interferenz in der multifunktionalen Domane C2-1 selektiv deletiert wird.
Einen ersten Ansatz stellt die in dieser Arbeit hergestellte Punktmutante M1 dar, da
diese ihr Fcy-Bindungsfahigkeit weitgehend verloren hat. In weiterfihrenden
Untersuchungen (S. Jonjic, unveroffentlichte Daten) zeigt M1 in vivo ein ,Wildtyp-
Verhalten® und ist nicht attenuiert. Dies deutet darauf hin, das M1 weiterhin zur
Regulation von NK-zellabhangigen Funktionen fahig ist. Dies konnte durch die Analyse
der MULT-1 und H-60 Regulation in der M1 Punktmutante verifiziert werden.

Mit den erstmals generierten Puntkmutanten konnte gezeigt werden, dass es sich bei
vFcyR m138 um ein multifunktionales Protein handelt, welches Fcy-abhanige und
unabhénige Funktionen besitzt. Damit kann er sowohl durch seine Féahigkeit Fcy zu
binden, als auch durch seine weiteren Funktionen EinfluR auf den Ablauf der
Immunreaktion seines Wirtes nehmen und spielt damit fir die Uberlebens- und
Replikationsfahigkeit von MCMYV eine entscheidende Rolle.

Eine Optimierung der Punktmutanten kénnte weitere in vivo Experimente erlauben, bei
denen auch antikérperabhéngige Funktionen von m138 z.B. bei sekundarer MCMV

Infektion / Reaktivierung untersucht werden kénnen.
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