Die antiapoptotische Funktion des m41 Lokus des

murinen Cytomegalievirus

Dissertation zur Erlangung des akademischen Grades des Doktors

der Naturwissenschaften (Dr. rer. nat.)

eingereicht im Fachbereich Biologie, Chemie, Pharmazie der Freien

Universitit Berlin

vorgelegt von
Maren Cam, geborene Syta

aus Bremerhaven

Januar 2009



1. Gutachter: PD. Dr. Annette Mankertz

2. Gutachter: Prof. Dr. Rupert Mutzel

Disputation am 04.05.2009



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis 1
Eidesstattliche Erklarung 4
Zusammenfassung 5
Summary 6
1. Einleitung 7
1.1 Herpesviren 7
1.2 Cytomegalieviren 8
1.2.1 Klinische Relevanz 9

1.3 Immunsystem 10
1.3.1 Adaptive Immunantwort 10

1.3.2 Angeborene Immunantwort 11
1.3.2.1 Apoptose 12
1.3.2.1.1 Rezeptor-vermittelte Apoptose 14
1.3.2.1.2 Mitochondrien-vermittelte Apoptose 16

1.4 Virale Apoptoseinhibition 18
1.4.1 Inhibition der Rezeptorvermittelten Apoptose durch vICA und vIRS 21

1.4.2 Inhibition der mitochondrialen Apoptose durch vMia 22

1.5 Zielsetzung 24

2. Material und Methoden 25
2.1 Materialien 25
2.1.1 Bakterien 25
2.1.2 Zellen 25

2.1.3 Viren 26
2.1.4 Primer 27

2.1.5 Plasmide 28
2.1.6 Antibiotika 29

2.1.7 Enzyme 30

2.1.8 Kits 30
2.1.9 GroBenstandards 30
2.1.10 Primérantikdrper 30
2.1.11 Sekundérantikorper 31
2.1.12 Chemikalien 31
2.1.13 Puffer und Lésungen 31
2.1.14 Verbrauchsmaterial 34
2.1.15 Gerite 35

2.2 Methoden 35
2.2.1 Molekularbiologische Methoden 35
2.2.1.1 DNA-Extraktion aus Bakterien (Miniprep) 35

2.2.1.2 DNA-Extraktion aus Bakterien (Midi-/Maxiprep) 36

2.2.1.3 Aufreinigung von DNA-Fragmenten 36
2.2.1.3.1 Nucleospin Extract 1T 36
2.2.1.3.2 Qiaquick 36

2.2.1.4 Bestimmung der DNA-Konzentration 37

2.2.1.5 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 37
2.2.1.5.1 PCR zur Amplifizierung von DNA 37
2.2.1.5.2 PCR zur Sequenzierung 38
2.2.1.5.3 PCR zum Einfiigen von Punktmutationen (Quikchange PCR) 39

2.2.1.6 Restriktionsverdau 39

2.2.1.7 Ligation 39

2.2.1.8 Elektroporation von DNA in elektrokompetente E. coli 39




3. Ergebnisse

2.2.1.9 Kompetente Bakterien

2.2.1.9.1 Elektrokompetente DH10B/BL21 Rosetta

2.2.1.9.2 Rekombinationskompetente DH10B mit pcp20

2.2.1.9.3 Rekombinations- und elektrokompetente DH10B mit pKD46

2.2.1.9.4 Rekombinatios- und elektrokompetente DY380

2.2.1.10 Herstellung von CMV-Mutanten

2.2.2 Zellkultur

2.2.2.1 Zellkultivierung

2.2.2.2 Einfrieren von Zellen

2.2.2.3 Auftauen von Zellen

2.2.2.4 Transfektion mittels PolyFect/SuperFect

2.2.2.5 Virusanzucht

2.2.2.5.1 Anzucht aus BAC

2.2.2.5.2 Anzucht aus Virus

2.2.2.6 Virustitration

2.2.2.7 Bestimmung der Replikationsfahigkeit von Viren mittels Wachstumskurven
2.2.2.8 Transfektion mittels Calciumphospat

2.2.2.9 Herstellung von Retroviren

2.2.2.10 Herstellung von stabilen Zelllinien

2.2.3 Proteinchemische Methoden

2.2.3.1 Proteinexpression in BL21 Rosetta

2.2.3.2 Extraktion und Aufreinigung von Proteinen aus Prokaryoten

2.2.3.3 SDS-Page

2.2.3.4 Coomassie-Féarbung von Polyacrylamid-Gelen

2.2.3.5 Western Blot

2.2.4 Immunologische Methoden

2.2.4.1 Immunisierung von Méusen

2.2.42 ELISA

2.2.4.3 Herstellung von Hybridomen

2.2.4.4 Aufreinigung von Antikorpern aus Hybridomiiberstand

2.2.4.5 Immunfluoreszenz

2.2.5 Apoptoseassays

2.2.5.1 MTT-Assay

2.2.5.2 Cytochrom c Freisetzungstest

2.2.5.3 Bak-Oligomerisierungs Assay

3.1 Untersuchungen zur Relevanz des m41 Proteins

3.1.1 Konstruktion von Virusmutanten

3.1.2 Uberpriifung der Funktionalitit der m41 Virusmutanten

3.1.2.1 Wachstumskurven

3.1.2.2 Vitalititstests

3.1.3 Herstellung eines monoklonalen anti-m41 Antikdrpers

3.1.3.1 Herstellung des Antigens

3.1.3.2 Uberpriifung von Hybridomen auf Sekretion von m41 spezifischen Antikdrpern
3.1.4 Herstellung von m41 stabil exprimierenden Zellen

3.2 Untersuchungen zur Relevanz des m41.1 Proteins

3.2.1 Konstruktion von Virusmutanten

3.2.2 Uberpriifung der viralen m41.1 Expression

3.2.3 Uberpriifung der m41.1 Lokalisation

3.2.4 Uberpriifung der Funktionalitit der m41.1 Virusmutanten

3.2.4.1 Wachstumskurven

3.2.4.2 Vitalititstests

3.2.5 Aufklarung des Wirkmechanismus von m41.1

3.2.5.1 Cytochrom c Freisetzungstest

3.2.5.2 Differenzierung zwischen Bax und Bak vermittelter Apoptose

3.2.5.3 Aufklarung des Mechanismus der m41.1 vermittelten Bak-Inhibition

3.2.5.4 Evolutionédre Konservierung des m41.1 Proteins

3.2.5.5 Koexpression von spezifischen Bax- und Bak-Inhibitoren zur Inhibition der Mitochondrien-
vermittelten Apoptose

40
40
40
40
41
41
42
42
42
42
42
43
43
43
44
44
45
45
45
46
46
46
46
47
47
47
47
48
48
48
49
49
49
49
50

51

o1
51
53
53
54
55
55
56
57

59
59
61
62
63
63
64
66
66
67
69
73

77



4. Diskussion 80

4.1 Organisation des m41 Lokus 80
4.2 Bedeutung des m41 Proteins in der MCMYV-Infektion 82
4.3 Mogliche Funktion des m41 Proteins 83
4.3.1 Mogliche Relevanz des m41 Proteins in Dissemination und Persistenz/Latenz 83

4.3.2 Mogliche Relevanz des m41 Proteins auf Cytokine/TLRs 84

4.3.3 Mogliche Relevanz des m41 Proteins in der Inhibition des programmiertem Zelltods 84

4.4 Bedeutung des m41.1 Proteins in der MCMV-Infektion 85
4.5 Antiapoptotische Funktion des m41.1 Proteins 86
4.6 Konformationelle Aktivierung von Bak im Rahmen der MCMV-Infektion 87
4.7 Inhibition von Bax und Bak durch zwei unterschiedliche MCMYV Proteine 90
4.8 Schlussfolgerung 92

5. Literaturverzeichnis 93
Danksagung 102
Abkurzungsverzeichnis 103



Eidesstattliche Erklarung

Hiermit erkldre ich, Maren Cam, dass ich diese Arbeit selbstdndig verfasst und nur die
angegebenen Hilfsmittel verwendet habe. Diese Arbeit wurde bislang noch nicht bei einer

anderen Hochschule als Dissertation eingereicht oder verdffentlicht.

Berlin, den

Maren Cam



Zusammenfassung
Cytomegalieviren sind aufgrund ihres intrazelluldren Replikationszyklus darauf ange-

wiesen, die Apoptose infizierter Zellen zu unterdriicken, bis neue Viren produziert werden.
Die Apoptose spielt eine wichtige Rolle in der angeborenen Immunabwehr und wird iiber
vielfaltige Stimuli induziert. Mitochondrien sind fiir die Apoptose von groBBer Bedeutung, da
hier die Signale mehrerer Apoptosewege zusammenfiihren. Hierbei entscheidet das Verhiltnis
von antiapoptotischen (Bcl-2, Bcl-x1) zu proapoptotischen (z.B. Bak, Bax) Proteinen der Bcl-
2 Familie liber das Leben der Zelle. Um Mitochondrien-vermittelte Apoptose zu inhibieren
exprimieren viele Viren Bcl-2-Homologe, die sowohl Bak- als auch Bax-mediierte Apoptose
blockieren. Cytomegalieviren der Méuse und Ratten exprimieren kein Bcl-2 Homolog, verfii-
gen jedoch iiber einen Bax-spezifischen Inhibitor (VMIA).

Zu Beginn dieser Arbeit war bekannt, dass die Deletion der m41 Genregion aus dem
MCMV-Genom zu Apoptose-Induktion in infizierten Zellen fiihrt. Ziel dieser Studie war es
herauszufinden, auf welche Art das verantwortliche Protein die Apoptose inhibiert, und ob es
dazu weitere virale Proteine bendtigt. Die Ergebnisse der Arbeit zeigten, dass der m41 Lokus
zwel unterschiedliche Proteine kodiert. Das groflere m41 Protein besitzt ein Molekulargewicht
von etwa 20 kDa und ist im Golgi lokalisiert. Innerhalb des m41 Gens liegt in einem anderen
Leserahmen das Gen fiir das m41.1 Protein. Dieses ist etwa 10 kDa grof3 und weist eine mito-
chondriale Lokalisierung auf. Durch Konstruktion von Virusmutanten, die nur eines der bei-
den Gene exprimieren, konnte gezeigt werden, dass m41 bei den hier untersuchten Bedingun-
gen nur eine untergeordnete Rolle spielt. Lediglich in infizierten Makrophagen war ein Phi-
notyp zu beobachten Von groferer Relevanz erwies sich das mitochondrial lokalisierte m41.1
Protein. Es konnte nachgewiesen werden, dass m41.1 die Oligomerizierung des durch die
Infektion aktivierten Bak verhindert und dadurch die Auslésung der Apoptose inhibiert. Die
anti-apoptotische Funktion von m41.1 ist richtet sich spezifisch gegen Bak, ein Einfluss auf
die Bax-vermittelte Apoptose war nicht nachzuweisen. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass
fiir die Funktion von m41.1 kein weiteres virales Protein bendtigt wird, und dass dieser Apop-
toseinhibitor in den Cytomegalieviren der Miuse und Ratten konserviert ist.

Cytomegaloviren inhibieren Apoptose an der mitochondrialen Schaltstelle auf unkon-
ventionelle Art und Weise. Im Gegensatz zu den meisten Viren exprimieren sie kein Bcl-2-
Homolog, sondern inhibieren Bax und Bak mit zwei unterschiedlichen Proteinen (VMIA und
m41.1). Dieser bemerkenswerte Mechanismus der Apoptose-Inhibition wurde bislang bei

keinem anderen Pathogen beschrieben.



Summary
Due to their intracellular replication, cytomegaloviruses need to inhibit the induction

of apoptosis in infected cells until progeny viruses are produced. Apoptosis is an important
part of the innate immune system and can be induced by multiple stimuli. Since various path-
ways converge at mitochondria, these organelles are of major importance for apoptosis. The
balance of antiapoptotic (Bcl-2, Bel-x;) and proapoptotic (Bak, Bax) Bcl-2 family proteins
decides between death and survival of the cell. Many viruses express Bcl-2 homologues to
inhibit mitochondria-mediated apoptosis via Bax and Bak. However, murine and rat cy-
tomegaloviruses do not express such proteins. Instead they code for a Bax-specific inhibitor
of apoptosis, which has been named vMIA

Previous studies identified an antiapoptotoc function of the m41 gene region because
the deletion of this gene lead to apoptosis of infected cells. The aim of this work was to iden-
tify the mechanism of apoptosis inhibition used by the responsible proteins and to find out
whether additional viral proteins are needed for this function. This study shows that the m41
locus codes for two separate proteins. The larger m41 protein has a molecular weight of ap-
proximately 20 kDa and localises to the Golgi. The smaller 10 kDa m41.1 protein is encoded
within the m41 gene using a different reading frame and localises to mitochondria.By con-
structing virus mutants expressing only one of the two proteins it could be shown that m41 is
of minor importance in the settings used. The only phenotype observed by a virus missing the
m41 protein was a reduced viability of infected macrophages. Instead the mitochondrial local-
ised m41.1 is of major importance. It could be demonstrated that m41.1 inhibits the oligomer-
isation of activated Bak thereby inhibiting the onset of apoptosis. Furthermore, the antiappop-
totic function of m41.1 is Bak-dependent because an influence on Bax-mediated apoptosis is
missing. Additionally, the function of m41.1 is independent of other viral proteins and ho-
mologous apoptosis inhibitors are conserved in murine and rat cytomegaloviruses.

Cytomegaloviruses inhibit apoptosis at the mitochondrial checkpoint in an unconven-
tional manner. In contrast to most viruses they do not express a Bcl-2 homologue but inhibit
Bax and Bak independently with two separate proteins (VMIA and m41.1) This striking

mechanism has not been described for another pathogen so far.
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1. Einleitung

1.1 Herpesviren

Vergleichende Analysen der Sdugetier-Herpesviren konnten zeigen, dass Herpesviren
sich vor etwa 80 Millionen Jahren in ihre spezifischen Vertreter aufteilten (McGeoch, Cook et
al. 1995). Nicht nur in Sdugetieren, sondern auch in Reptilien Vogeln und Fischen gibt es
zahlreiche Vertreter dieser Virusfamilie (McGeoch, Rixon et al. 2006).

Durch klassische Kriterien, wie etwa Pathogenitit, Tropismus und Replikationseigen-
schaften lassen sich die Herpesviren in drei Unterfamilien aufteilen, die Alpha-, Beta- und
Gammaherpesviren. Verallgemeinert nimmt die Wirtsspezifitat von den Alpha- iiber die Beta-
zu den Gammaherpesviren zu (Weir 1998). Zudem besitzen die Alpha- verglichen mit den
Betaherpesviren einen sehr schnellen Replikationszyklus. In Tabelle 1 sind die drei Unterfa-

milien mit ihren Genera und Krankheiten (beispielhaft) zusammengefasst.

Tabelle 1: Ubersicht tiber die Genera in der Familie der Herpesviren (verindert nach (McGeoch, Rixon et
al. 2006))

Subfamilie Genus Assoziierte Krankheit (beispielhaft)
Alphaherpesvirinae Simplexvirus Herpes labialis
Varicellovirus Windpocken
Mardivirus Marek’sche Krankheit
[ltovirus Avidre infektiose Laryngotracheitis
Betaherpesvirinae Cytomegalovirus Cytomegalie bei Mensch und Primaten
Muromegalovirus Cytomegalie bei Maus und Ratte
Roseolovirus Drei-Tage-Fieber
Gammaherpesvirinae | Lymphocryptovirus | Infektiose Mononukleose
Rhadinovirus Kaposi-Sarkom
Percavirus Respiratorische Erkrankung beim Pferd
Macavirus Bosartiges Katarrhalfieber beim Rind

Allen Herpesviren gemein ist ihr doppelstringiges DNA-Genom, welches ohne ein
RNA-Intermediat repliziert wird. Die Virionen sind pleomorph und haben einen Durchmesser
von etwa 200 nm. Das Genom befindet sich in einem ikosaedrischen Kapsid, welches von

einer Matrix und einer Membran umgeben ist (siche Abb.1).
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/ Envelope proteins

Abbildung 1: Schematischer Aufbau der Herpesviren (www.expasy.ch/viralzone/all by species/185.html).
Das doppelstringige DNA-Genom der Herpesviren ist von dem ikosaedrischen Kapsid umgeben. Beides liegt
von dem Tegument umgeben in der pleomorphen Hiille, die mit Glykoproteinen gespickt ist.

Die Membran der Herpesviren ist gespickt mit Glykoproteinen, die unter anderem fiir
die Bindung an den zelluldren Rezeptor und die Fusion mit der Zellmembran verantwortlich
sind.

Die das Kapsid umgebende Matrix, auch Tegument genannt, beinhaltet sowohl zellu-
lare als auch virale Proteine. Nach der Fusion des Virus mit der Wirtszelle werden diese Pro-
teine in das Cytoplasma entlassen. Dort bewirken sie einen Transport des Nucleokapsids zum
Zellkern und im Zellkern angekommen die Expression der Immediate-early Gene.

Das Herpesvirus-Kapsid hat einen Durchmesser von etwa 100 nm und besteht aus fiinf
konservierten Proteinen: pUL19, pUL18, pUL38, pUL35 und pUL6 (Mettenleiter, Klupp et
al. 2006). Von diesem Kapsid umgeben liegt im Inneren des Virion die virale DNA, die je
nach Vertreter bis zu etwa 230 kbp lang sein kann.

1.2 Cytomegalieviren

Cytomegalieviren sind typische Vertreter der Betaherpesviren und mit einer Durch-
seuchungsrate von 70-100% ubiquitdr in der Bevolkerung vorhanden (Soderberg-Naucler
2006). Cytomegalieviren weisen einen sehr langsamen Replikationszyklus auf. So bendtigt
das humane Cytomegalievirus (HCMV) etwa 48 bis 72 Stunden und das murine Cytomega-
lievirus (MCMYV) etwa 18 bis 24 Stunden von der Infektion bis zum Entstehen neuer infektio-

ser Nachkommen-Viren.
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Ein weiteres Merkmal bei diesen Viren ist die strikte Speziesspezifitit. Durch diese
Spezifitit ist es nicht mdglich, eine produktive Infektion von HCMV in Versuchstieren auszu-
16sen. Da sich viele Zusammenhénge, wie etwa eine Immunantwort des Wirtes, oder die Dis-
semination des Virus nur in vivo untersuchen lassen, wird MCMYV als Modell fiir das humane
Virus verwendet.

Infektionen mit HCMV werden sexuell und tiber Bluttransfusionen, aber auch durch
Organtransplantationen, von der Mutter auf das ungeborene Kind und iiber die Muttermilch
vermittelt (Britt 2008).

Wie alle Herpesviren fiihrt auch die Infektion mit dem Cytomegalievirus (CMV) zu
einer lebenslangen Latenz/Persistenz, da das Immunsystem nicht in der Lage ist, den Orga-
nismus vollstdndig von den Viren zu befreien. Es folgt also nach der Primérinfektion ein Sta-
dium, indem sich Immunantwort und Virusinfektion in einer Balance befinden und es zu kei-
ner Symptomatik kommt. Von Bedeutung ist die CMV-Infektion jedoch in immunsupprimier-

ten oder immuninkompetenten Individuen.

1.2.1 Klinische Relevanz

Eine klinische Relevanz besitzt CMV in Individuen, deren Immunsystem noch nicht
vollkommen ausgereift ist, wie es zum Beispiel bei dem ungeborenen Kind der Fall ist, und in
Féllen, in denen das Immunsystem supprimiert ist, wie etwa bei AIDS-Patienten und Trans-
plantatempfiangern.

Bei Transplantatempfangern kann es aufgrund der CMV-Infektion/Reaktivierung vor
allem zu Hepatitiden und auch zur Lungenentziindung kommen. In Folge von chronischen
Infektionen kann es sogar zu AbstoBBungsreaktionen des Transplantates von dem Empfanger
kommen (Britt 2008). AIDS-Patienten leiden dagegen meist unter CMV bedingten gastroin-
testinalen Erkrankungen, Retinitiden und Enzephalitiden.

Eine besondere Bedeutung kommt der primdren HCMV-Infektion der Schwangeren
zu. HCMV ist in der Lage, Zellen der Plazenta, die Cytotrophoblasten, zu infizieren und kann
somit das ungeborene Kind im Mutterleib infizieren (Pereira and Maidji 2008). Die Infektion
des ungeborenen Kindes fiihrt in etwa 10 % der Fille zu Erkrankungen, wie etwa einer Hepa-
titis. 5-15 % aller Kinder, bei denen es zu einer chronische Infektion kommt, leiden unter
Horverlust (Britt 2008). So zeigte eine Studie, in der nachtriglich das Blut der Neugeborenen
auf HCMV hin untersucht wurde, dass 34 % jener Patienten, die im frithesten Kindesalter
gehorlos wurden, bei der Geburt seropositiv waren (Barbi, Binda et al. 2003).

Die Ubertragung von der Mutter auf das ungeborene Kind ist ein Merkmal in dem sich
HCMYV von MCMYV unterscheidet, da das murine Virus nicht in der Lage ist, das Ungeborene

9
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zu infizieren. Ein anderer Vertreter der Muromegaloviren der ALL-03 Stamm des RCMYV st
dazu in der Lage und kann somit bei Untersuchungen beziiglich der in utero Infektion als

Tiermodell herangezogen werden (Loh, Mohd-Lila et al. 2006).

1.3 Immunsystem

Wie bei jedem Pathogen, so ist auch bei Viren das Immunsystem fiir die Erkennung
und die Bekdmpfung des Erregers verantwortlich. Das Immunsystem setzt sich aus zwei Tei-
len zusammen: das angeborene Immunsystem und das adaptive Immunsystem. Die Aufgabe
des Immunsystems ist nicht nur Pathogene aus dem Organismus zu eliminieren, sondern auch
entartete Zellen zu erkennen und damit die Entstehung von Geschwiiren zu verhindern. Wich-
tig ist hierbei jedoch die Fahigkeit eigene, gesunde Zellen von infizierten, oder entarteten Zel-
len unterscheiden zu konnen. Eine Storung in der Toleranz gegeniiber gesunden Zellen kann
zur Elimination dieser und damit zu Autoimmunerkrankungen, wie etwa Diabetes Typ I fiih-

ren (Zipris 2008).

1.3.1 Adaptive Immunantwort

Die adaptive Immunantwort ist ein Teil des Immunsystems, der nur bei Gnathosto-
men, also Wirbeltieren mit Kiefer, zu finden ist (Du Pasquier 2004). Drei verschiedene Mole-
kiilklassen spielen hier eine grof3e Rolle: ,,Major Histocompatibility Complex* (MHC), T-Zell
Rezeptoren (TCR) und B-Zell Rezeptoren (BCR) oder Immunglobuline (Ig) (Klein 2004).

Die Prisentation von Antigenen ist der erste Schritt in der spezifischen Erkennung von
Erregern und wird durch MHC-I und -II vermittelt. MHC-I ist im Endoplasmatischen Retiku-
lum lokalisiert. Dort wird es mit Peptiden von proteasomal abgebauten Proteinen beladen und
wandert anschlieBend iiber den Golgi zu der Cytoplasmamembran. MHC-II wird ausschlieB3-
lich von professionell antigenprisentierenden Zellen, wie etwa Dendritischen Zellen und
Makrophagen exprimiert. Es ist in Endolysosomalen Kompartimenten lokalisiert und wird mit
Peptiden aus Lysosomen und Autophagosomen beladen (Vyas, Van der Veen et al. 2008).
Zusammengefasst reprasentieren Peptide, welche auf MHC-I geladen werden, die intrazellulér
vorkommenden Proteine. MHC-II werden dagegen hauptsidchlich mit Peptiden beladen, wel-
che das extrazelluldre Millieu repriasentieren und durch z.B. Phagozytose in die Zelle aufge-
nommen wurden.

Die vom MHC prisentierten Antigene werden von T-Zellen tiber den T-Zell Rezeptor
erkannt. T-Zellen gehen aus Vorlduferzellen hervor, die sich im Knochenmark befinden.

Wihrend der Differenzierung im Thymus werden solche Zellen eliminiert, die Antigene von

10



Einleitung

gesunden Zellen erkennen, um eine mogliche Autoreaktivitit zu verhindern. Im Thymus wird
auch die unterschiedliche Entwicklung zu entweder CD4" T-Helferzellen, oder CD8" cytoto-
xischen T-Zellen induziert (Brenner, Krammer et al. 2008).

Auch B-Zellen erkennen mit ihrem B-Zell Rezeptor (BCR) Antigene. Im Unterschied
zum TCR, welcher MHC gebundene Antigene erkennt, erkennt der BCR 16sliche Antigene.
Auch in der Differenzierung der B-Zellen werden solche eliminiert, die gesunde Zellen er-
kennen. Im Unterschied zu den T-Zellen geschieht die Differenzierung aber im Knochenmark.
Reife B-Zellen reagieren auf Stimulation des BCR mit Differenzierung in entweder Plasma-
zellen, welche Immunglobuline (Ig) bilden und sezernieren, oder in Gedéichstniszellen
(LeBien and Tedder 2008).

Im Zusammenspiel dieser Molekiile konnen Pathogene spezifisch erkannt und nach
Moglichkeit aus dem Korper eliminiert werden. Dadurch entwickelt sich nach einer Primérin-
fektion ein Immunologisches Gedéchtnis, welches es dem Organismus erleichtert, einen be-

reits bekannten Erreger bei einer Folgeinfektion schneller zu bekdmpfen.

1.3.2 Angeborene Immunantwort

Der evolutionir betrachtet éltere Teil des Immunsystems besteht aus dem angeborenen
Immunsystem. So findet man selbst in einigen Pflanzen Merkmale des angeborenen Immun-
systems, wie etwa die Fihigkeit zur Phagocytose, oder die Expression von Proteinen, welche
TIR (Toll and interleukin-1 receptor) Doménen besitzen (Du Pasquier 2004).

Die hauptsdchlichen Effektorzellen des angeborenen Immunsystems sind Makropha-
gen, Dendritische Zellen, natiirliche Killerzellen (NK) und NK-T Zellen (Iannello, Debbeche
et al. 2006).

Diese Effektorzellen konnen so genannte PAMPs (“pathogen-associated molecular
patterns”) erkennen, welches Muster sind, die ausschlieBlich von Pathogenen erzeugt werden
(Medzhitov and Janeway 1997), wie z.B. doppelstringige RNA von Viren, oder Flagellin von
Bakterien.

Ein PAMP, welches auch von Cytomegalieviren generiert wird, ist die doppelstringige
RNA (dsRNA). Zwar besitzt CMV ein doppelstrangiges DNA-Genom, doch durch iiberlap-
pende Kodierung von Genen auf den gegeniiberliegenden DNA-Strangen, kommt es auch hier
im Laufe der Infektion zur Bildung von dsRNA. Die Erkennung der dsSRNA geschieht iiber
Toll-like Rezeptor 3 (TLR3), Retinsdure induziertes Gen-I (RIG-I), Melanoma-
differentiation-associated gene 5 (MDAS), Proteinkinase R (PKR) und Oligoadenylatsynthe-
tase (OAS).

11
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Der endolysosomal lokalisierte TLR3 besitzt eine TIR-Domine, iiber welche die In-
teraktion mit TRIF (TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-B) vermittelt wird.
TRIF wiederum fiihrt bei Aktivierung zu einer RIP (receptor interacting protein)-abhingigen
Aktivierung von NFkB. Neben NFxB kommt es zu einer Aktivierung von IRF-3 und zu einer
Produktion von Interferon (Kawai and Akira 2006).

RIG-I und MDAS sind cytoplasmatische Helikasen, welche nach Stimulation ebenfalls
zu Produktion von Interferon fithren (Seth, Sun et al. 2006). Interessanter Weise scheinen
diese Helikasen verschiedene Viren unterschiedlich gut erkennen zu kénnen. So konnte ge-
zeigt werden, dass MDAS Picornaviren und RIG-I unter anderem das Influenzavirus gut er-
kennen kénnen (Kato, Takeuchi et al. 2006).

Die Aktivierung von PKR und OAS durch dsRNA fiihrt nicht wie bei den vorher ge-
nannten Sensoren zur Produktion von Interferon, welches benachbarte Zellen in einen antivi-
ralen Status bringt. Die Aktivierung dieser Sensoren wirkt sich direkt auf die infizierte Zelle
aus und fiihrt zum Arrest der Proteinsynthese durch PKR bzw. zu einem allgemeinen RNA-
Abbau induziert durch OAS (Hovanessian 2007).

Die Aktivierung der angeborenen Immunantwort bewirkt keine Reaktion gegen einen
spezifischen Erreger, sondern vielmehr gegen bestimmte Erregergruppen. Zusétzlich kann das
angeborene Immunsystem durch Ausschiittung von Cytokinen mit den Effektoren des adapti-

ven Immunsystems interagieren.

1.3.2.1 Apoptose

Ein Teil des angeborenen Immunsystems wird durch die Apoptose repriasentiert. Das
bemerkenswerte an der Apoptose ist, dass sie nicht nur fiir die Immunantwort wichtig ist,
sondern auch eine gro3e Rolle bei der Oogenese, Embryogenese und Cancerogenese spielt.

Apoptose wurde zuerst bei der Entwicklung von Nematoden (Caenorhabditis elegans)
untersucht. Hierbei beobachtete man, dass fiir die normale Entwicklung des adulten Wurmes
der Tod von invarianten Zellen wichtig war. Zudem viel auf, dass dieser Prozess im hochsten
Mafe reguliert war, weshalb man diesen Vorgang als programmierten Zelltod von der unkon-
trollierten Nekrose abgrenzte (Elmore 2007).

Heute ist bekannt, dass diese Prozesse energieabhédngig sind und auf das Vorhanden-
sein von so genannten Caspasen angewiesen sind.

Caspasen sind Cystein und Aspartat spezifische Proteasen und gehoren zu der Familie
der Interleukin 1B konvertierenden Enzyme (Fan, Han et al. 2005). In der Zelle liegen sie als
enzymatisch inaktive Procaspase vor und werden durch Spaltung aktiviert. Durch die Spal-

tung der Procaspase bilden sich Heterodimere, die sich aus einer kleinen und einer grof3en
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Untereinheit zusammensetzen. Jeweils zwei Heterodimere sind notwendig um das enzyma-
tisch aktive Heterotetramer zu bilden (Launay, Hermine et al. 2005). Basierend auf Amino-
sduresequenzhomologien konnen drei Klassen von Caspasen unterschieden werden: Initiator-,
Entziindungs- und Effektorcaspasen (Fan, Han et al. 2005). Eine Zusammenstellung der

Caspasen ist in Tabelle 2 zu sehen.

Tabelle 2: Ubersicht Gber Caspasen, ihre Aktivierbarkeit und Substratspezifitat (Verindert nach (Graf,
Bode et al. 2007), (Festjens, Cornelis et al. 2006), (Nadiri, Wolinski et al. 2006), (Fan, Han et al. 2005) und
(Denecker, Ovaere et al. 2008))

Klasse Name Aktivierbar durch optimale Erken-
nungssequenz
Gruppe | (Entzin- Caspase 1 NALP-1 Inflammosom, WEHD
dungscaspasen) NALP-3 Inflammosom
NAIP-5 Inflammosom
IPAF Inflammosom
Caspase 4 ER-Stress (W/L)EHD
Caspase 5 NALP-1 Inflammosom (W/L)EHD
Caspase 12 | ER-Stress unbekannt
Caspase 14 | Verhornung von Epithel WEHD
Gruppe Il (Effektor- Caspase 3 Caspases 1, 3, 8,9, 10 DEVD
caspasen) CPP32 activating protease
Granzym B
Caspase 6 Caspases 3, 7 VEHD
Caspase 7 Caspases 3, 6,9 Granzym B | DEVD
Gruppe Il (Initiator- | Caspase 2 PIDDosom DEHD
caspasen) Caspase 8 DISC LETD
Caspase 9 Apoptosom LEHD
Caspase 10 | DISC, Granzym B LEXD

Mit Ausnahme von Caspase 14 besitzen Entziindungs- und Effektor-Procaspasen lan-
ge Prodoménen, durch die die Interaktion mit z.B. Rezeptorkomplexen vermittelt wird (Fan,
Han et al. 2005). Je nach Stimulus werden unterschiedliche Initiator-Caspasen aktiviert, um
Apoptose auszuldsen, wobei es grundsitzlich nur drei verschiedene Wege gibt, die ein Stimu-
lus auslosen kann (sieche Abb. 2).

Der extrinsische Apoptoseweg, auch Rezeptor-vermittelte Apoptose genannt, wird
durch die Bindung eines spezifischen Liganden an einen Todesrezeptor ausgeldst. Die Perfo-
rin induzierte Apoptose wird durch Cytotoxische (CD8") T-Zellen ausgeldst. Diese sezernie-
ren Perforin, welches in der Membran Poren bildet. Durch diese Poren werden von den T-
Zellen abgegebenes Granzym A und B in die Zelle geschleust und Apoptose ausgelost
(Elmore 2007).
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Sowohl die Rezeptor-, als auch die Perforin-vermittelte Apoptose kdnnen in bestimmten Zel-
len zum Verstirken des Signals die intrinsische (Mitochondrien-vermittelte) Apoptose akti-

vieren.

extrinsisch intrinsisch Perforin

CD8* T-Zellen

Ligand
® 9 Stress

l Perforin

Todesrezeptor

BH3 only /
Il Casp 8 — t-Bid —— pax/Bak +— t-Bid +— Granzym B
RIP | l Y
YA ym Granzym A
Casp 10
v Casp 9
prog. Nekrose l

/ SET-Komplex
Casp 3

DNA-Degradation

!

apoptotische Korper

Abbildung 2: Schematische Darstellung der verschiedenen Apoptosewege (verdndert nach (Elmore 2007)).
Der Extrinsische Apoptoseweg wird iiber die Bindung eines Liganden an seinen spezifischen Todesrezeptor
ausgelost. Programmierte Nekrose wird iiber RIP und Apoptose iiber Caspase 8 vermittelt. Perforin mediierte
Apoptose wird durch die Sekretion von Perforin und Granzym A/B durch CD8 positive T-Zellen induziert. So-
wohl der extrinsisch-, als auch Perforin-mediierte Apoptoseweg kann direkt zur Caspase 3-Aktivierung fiihren,
oder den Umweg iiber den Intrinsischen Apoptoseweg gehen. Bei dem Intrinsischen Apoptoseweg kommt es
durch Stresssignale, die innerhalb der Zelle ihren Ursprung haben, zur Auslosung des Zelltods. Es kommt zur
Aktivierung von Bax und/oder Bak, zum Verlust des mitochondrialen Membranpotentials und zur Aktivierung
der Caspasen 9 und 3.

1.3.2.1.1 Rezeptor-vermittelte Apoptose

Effektorzellen der angeborenen Immunabwehr sind in der Lage verschiedenste Mole-
kiile zu sezernieren. So sezernieren aktivierte T-Zellen (Suda, Okazaki et al. 1995) und NK-
Zellen (Montel, Bochan et al. 1995) Fas Ligand (FasL), welcher an Fas bindet. Fas gehort zur
TNF-Superfamilie, der auch TNF-Rezeptor 1 und die Trail Rezeptoren DR4 und DRS ange-
horen. Jeder Rezeptor wird durch seinen spezifischen Liganden aktiviert und besitzt eine kon-
servierte cytoplasmatische Todesdoméne (DD). Von den verschiedenen Rezeptorwegen, ist
die Apoptoseinduktion durch Bindung des FasL an Fas am besten untersucht und soll daher

hier exemplarisch erkldrt werden (siche Abb. 3).
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Nach Bindung von FasL an Fas kommt es zur Rekrutierung von FADD (Fas associa-
ted protein with death domain), Procaspase 8/10 und cFLIP (cellular FLICE Inhibitory Prote-
in) and die Todesdoméne von Fas. Diese Formation von Proteinen wird auch DISC (death
inducing signaling complex) genannt (Kischkel, Hellbardt et al. 1995) und fiihrt zur proteoly-
tischen Spaltung und Aktivierung von Caspase 8 (Medema, Scaffidi et al. 1997). Nach Akti-
vierung von Caspase 8 kommt es je nach Zelltyp und Signalstirke zur unterschiedlichen Sig-

nalweiterleitung.

__Procaspase 8

]
]

SRR

TR
e
et
R

N

Caspase 8
|

programmierte
Nekrose Typ Il

t-Bid

Typ | \

Death d i
Death effector domain

i Kinase Domine l

Apoptose

Abbildung 3: Ubersicht iiber die Rezeptor vermittelte Apoptose am Beispiel von Fas/FasL (verindert nach
(Park and Peter 2008) Die Bindung von FasL an den Fas-Rezeptor fithrt zu dessen Trimerisierung. Intrazellular
werden FADD und RIP iiber die Death Doméne an den Rezeptorkomplex rekrutiert. Die Aktivierung von RIP
kann bei unterbundener Apoptose zur Induktion der programmierten Nekrose fithren. Uber die Death effector
Doméne von FADD wird Procaspase8 an den Komplex rekrutiert und aktiviert. Die aktive Caspase 8 fiihrt ent-
weder direkt zu Caspase 3-Aktivierung, oder {iber Spaltung von Bid zu t-Bid und der Induktion der Mitochond-
rien vermittelten Apoptose zum Zelltod.

In so genannten Typ I Zellen kommt es durch die Stimulation von FasL zur Rekrutie-
rung von Fas in lipid rafts, wonach es in endosomale Kompartimente internalisiert wird. Auch
kommt es zu einer so starken Aktivierung von Caspase 8, dass diese direkt Caspase 3 aktivie-
ren und zum Zelltod fiihren kann (Park and Peter 2008).

In Typ II Zellen kommt es nicht zur Internalisierung des Rezeptorkomplexes und auch
nur zu einer geringen Bildung des death inducing signaling complex. Die damit einhergehen-
de nur schwache Aktivierung von Caspase 8 reicht nicht aus, um direkt zur Aktivierung von

Caspase 3 zu fiithren. Vielmehr kommt es in diesen Zellen zur Caspase 8-bedingten Spaltung
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von Bid (BH3-interacting domain death agonist) zu t-Bid, welches dann seinerseits zur Akti-
vierung der Mitochondrien-vermittelten Apoptose fiihrt (Scaffidi, Schmitz et al. 1999).

Neben der Apoptose, kann Aktivierung von Fas auch zu einer Caspaseunabhéngigen,
programmierten Nekrose fithren. Dieser besondere Zelltod wird allerdings nur dann induziert,
wenn eine Aktivierung von Caspasen unterdriickt wird und geschieht in einer RIP-1 (receptor

interacting protein) abhéngigen Weise (Meylan and Tschopp 2005).

1.3.2.1.2 Mitochondrien-vermittelte Apoptose

Mitochondrien spielen eine zentrale Rolle in der Apoptose, da hier viele Wege zu-
sammenfiihren. Wie schon vorher erwihnt, kdnnen Rezeptor- und Perforin-vermittelte Apop-
tose durch die Aktivierung der Mitochondrien-vermittelten Apoptose zum letztendlichen Tod
der Zelle fiihren. Neben diesen Stimuli fiithrt auch ER-Stress, DNA-Schadigung, Nahrstoff-
und Cytokin-Entzug sowie Toxine zur Induktion des intrinsischen Apoptosewegs (Spierings,
McStay et al. 2005).

Von zentraler Bedeutung sind hierbei Mitglieder der Bel-2-Familie. Angehorige dieser
Familie konnen in eine der drei folgenden Klassen eingeteilt werden: antiapoptotische, proa-
poptotische und ,,BH3-only* Proteine.

Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) und Bcel-xp (Bcl-2 X protein large) sind die Prototypen der
antiapoptotischen Bcl-2 Familie. Sie besitzen vier so genannte BH-Doménen (Bcl-2 homolo-
gy domain) und eine C-Terminale Transmembrandoméne.

Die Prototypen der proapoptotischen Bcl-2 Familie sind Bax (Bcl-2—associated X pro-
tein) und Bak (Bcl-2 homologous antagonist killer). Auch sie besitzen BH-Doménen, jedoch
fehlt ihnen die BH4 Domine.

BH3-only Proteine besitzen, wie es der Name schon impliziert, lediglich die dritte BH-
Domine. AuBler dem gemeinsamen Vorhandensein der BH3-Doméne sind die Mitglieder
recht heterogen. So besitzen einige Mitglieder Transmembrandoménen, a-Helices oder eine
Ubiquitin-Ligase Doméne, andere Proteine wiederum nicht eines dieser Merkmale (Youle and
Strasser 2008).

BH3-only Proteine spielen eine wichtige Rolle bei der Ubertragung der Stress-Signale
zu den Mitochondrien. So fiihrt z.B. die Aktivierung der Rezeptorvermittelten Apoptose zur
Abspaltung des C-Terminus von Bid. Darauthin transloziert dieses zu den Mitochondrien und
aktiviert die proapoptotischen Proteine Bax und Bak (Youle and Strasser 2008).

Bax und Bak unterscheiden sich in ihrer Lokalisierung in der gesunden Zelle. Wéh-

rend Bak von vornherein membrangebunden in den Mitochondrien, oder dem ER lokalisiert
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ist, ist Bax normalerweise im Cytosol zu finden. Die Aktivierung von Bax fiihrt zu einer kon-
formationellen Anderung, durch die eine C-Terminale Transmembrandomine und eine N-
Terminale proapoptotische Domine freigelegt werden (Norris and Youle 2008). Durch diese
Konformationsédnderung wird Bax an die Mitochondrien rekrutiert, wo esoligomerisiert.

Auch Bak wird durch eine konformationelle Anderung aktiviert, durch die die proa-
poptotische N-terminale Doméne freigelegt wird. Fiir die Bildung von Bak/Bak Homo-
Oligomeren ist die BH3-Domine essentiell (Dewson, Kratina et al. 2008). Sowohl Bax, als
auch Bak spielen eine Zentrale Rolle in der Induktion der Mitochondrial vermittelten Apopto-
se (siche Abb. 4) und Zellen, welche diese Proteine nicht exprimieren sind resistent gegeniiber
einer Vielzahl von Apoptosestimuli, wie etwa Staurosporin-Behandlung und ER-Stress (Wei,
Zong et al. 2001).

Die antiapoptotischen Bcl-2 Mitglieder interagieren mit Bax und Bak bevorzugt in
dieser aktivierten Konformation (Ruffolo and Shore 2003), um deren Oligomerisierung zu
verhindern. Ist der proapoptotische Stimulus jedoch sehr stark, sind Bcl-2 und Bel-x; nicht in
der Lage die Oligomerisierung von Bax/Bak zu inhibieren. Dadurch kommt es zur Permeabi-
lisierung der dufleren mitochondrialen Membran (MOMP) und zur Freisetzung von proapop-
totischen Molekiilen (Cytochrom ¢, AIF, HtrA2, Endonuklease G und Smac/DIABLO) in das
Cytosol (Spierings, McStay et al. 2005).

Ein solches Molekiil ist das Cytochrom c, welches in der gesunden Zelle ein Teil der
Atmungskette ist, wo es Elektronen vom Komplex III zum Komplex IV transferiert (Hosler,
Ferguson-Miller et al. 2006). In das Cytosol freigesetzt, fiihrt es zu einer Konformationsénde-
rung von APAF-1 (Apoptose Protease-aktivierender Faktor-1), worauthin dieses oligomeri-
siert und zusammen mit Cytochrom ¢ das Apoptosom bildet (Cain, Bratton et al. 2002). Im
Anschluss wird Procaspase 9 an diesen Komplex rekrutiert und aktiviert, welche dann ihrer-
seits Procaspase 3 aktivieren und damit den Zelltod auslosen kann (Spierings, McStay et al.
2005).

Neben Cytochrom ¢ kommt es auch zur Freisetzung von AIF (Apoptose-induzierender
Faktor) aus den Mitochondrien in das Cytosol nach apoptotischen Stimuli. AIF ist eine
NADH-Oxidase und ist damit wie Cytochrom ¢ an der Atmungskette beteiligt (Miramar,
Costantini et al. 2001). Sobald AIF aber aus den Mitochondrien ausgeschleust ist, wandert es
in den Nukleus, wo es im Komplex mit Cyclophillin A zur Degradation der DNA fiihrt
(Cande, Vahsen et al. 2004). Der Abbau der nukledren DNA wird ebenso durch die freigesetz-
te Endonuklease G mediiert (Li, Luo et al. 2001).
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Ein weiteres mitochondrial lokalisiertes proapoptotisches Protein ist HtrA2. HtrA2 ist
eine Serinprotease und fiihrt nach Freisetzung in das Cytosol zu einer Spaltung von zelluldren
Apoptose-Inhibitoren (IAPs) (Suzuki, Imai et al. 2001). Da HtrA2 aber auch Proteine des Cy-
toskellets spaltet, fordert es nicht nur Caspase-abhidngige, sondern auch —unabhéngige Apop-
tose (Vande Walle, Van Damme et al. 2007). IAPs werden neben der Spaltung von HtrA2
auch iiber Sequestrierung durch das murine smac, sowie sein humanes Ortholog (DIABLO)

inhibiert (Wu, Chai et al. 2000).

Stress: ER Stress, DNA-Damage,
Cytokin-Entzug, Aktivierung der BH3 _———
Rezeptor-, oder Perforin ‘ ‘
)

vermittelten Apoptose u.v.m.

Bcl-2/Bcl-x,
7 ’

N cytc

)

Procaspase 3 e

l BH3—
Stress*

Apoptose

Abbildung 4: Ubersicht iiber die Mitochondrien-vermittelte Apoptose (verindert nach (Spierings, McStay et
al. 2005)). Stress-induzierte Aktivierung von BH3-only Proteinen fiihrt zu einer konformationellen Aktivierung
von Bax und Bak. Diese konnen oligomerisieren und Poren in der &ufleren mitochondrialen Membran bilden,
durch die proapoptotische Faktoren, wie z.B. Cytochrome ¢ in das Cytosol gelangen. Cytochrome ¢ bildet zu-
sammen mit ATP und APAF-1 das Apoptosom, welches Caspse 9 aktiviert. Caspase 9 fiihrt ihrerseits zur Akti-
vierung von Caspase 3 und zum Zelltod.

1.4 Virale Apoptoseinhibition

In den Jahrmillionen der Koevolution von Viren mit ihren Wirten, haben diese die un-
terschiedlichsten Strategien entwickelt um eine vorzeitige Apoptoseinduktion der Wirtszellen
zu verhindern. Dabei kann man die Strategien in fiinf Klassen unterteilen: Bcl-2-, IAP- und
GAAP-Analoge, vFLIPs, Caspase-Inhibitoren und Apoptoseinhibition {iber micro RNAs.

Die wohl bekannteste Form der viralen Apoptoseinhibiton ist die Expression von Bcl-

2 Homologen bzw. Analogen (siehe Tab. 3). Diese Klasse der viralen Apoptoseinhibitoren ist
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vor allem bei Viren mit doppelstriangigem DNA-Genom vertreten. So kodieren viele Herpes-

und Pockenviren diese so genannten vBcl-2 (virales Bcl-2)

Tabelle 3: Virale Bcl-2 Homologe/Analoge (verandert nach (Galluzzi, Brenner et al. 2008). ADV: Adenovi-
rus, ASFV: african swine fever virus, EBV: Epstein-Barr Virus, FPV: Fowlpoxvirus, MHV-68: Murine y-
herpesvirus 68, KSHV: Kaposi's sarcoma-associated herpesvirus, HPN: Herpesvirus pan, HPO: Herpesvirus
papio, HVS: Herpesvirus saimiri, MXV: Myxomavirus, PPVO: Parapoxvirus ORF Virus, VACV: Vaccinia
Virus, PTP: permability transition pore

Virus Protein Sequenzhomologie zu Bcl-2 Funktion
ADV E1BI19K Ja Inhibition von Bax-, Bak- und
(Boyd, Malstrom et al. 1994) p53-mediierter Apoptose
ASFV | A179L Ja Inhibition von CHX und Act D-,
(5HL) (Yanez, Rodriguez et al. 1995) | sowie  Cytosin  Arabinosid-
induzierter Apoptose
EBV BALF Ja Interaktion mit Bax und Bak;
(Marshall, Yim et al. 1999) | Inhibition von FasL- und Camp-
tothecin-induzierter Apoptose.
BHRF1 Ja Inhibition von TNF-o-, und
(Henderson, Huen et al. 1993) | FasL-induzierter Apoptose; Blo-
ckierung von Bax-Aktivierung.
FPV FPV039 Ja Inhibition von TNF-a-induzier-
(Banadyga, Gerig et al. 2007) | ter und Bak-mediierter Apoptose
MHV-68 | M11 Ja Inhibition von TNF-a-, und
(Wang, Garvey et al. 1999) | FasL-induzierter, sowie Bax-
mediierter Apoptose
KSHV | KsBcl-2 Ja Inhibition von  Sindbisvirus-
(Cheng, Nicholas et al. 1997) | induzierter Apoptose
HPN hpnBHRF1 Ja Inhibiton von UV- und Cispla-
(Howell, Williams et al. 2005) | tin-induzierter Apoptose
HPO hpoBHRF1 Ja Inhibition von Cisplatin-indu-
(Meseda, Arrand et al. 2000) | zierter Apoptose
HCMV | UL37x1 Nein Inhibition von Bax-mediierter
(Goldmacher, Bartle et al. Apoptose, Interaktion mit Mit-
1999) gliedern der GADD45-Familie
HVS ORF16 Nein Interaktion mit Bcl-2, Bax und
(Nava, Cheng et al. 1997) Bak
MXV | MI1L Nein Inhibition von Bax- und Bak-
(Douglas, Corbett et al. 2007) | mediierte Apoptose; Interaktion
mit Bestandteilen der PTP
PPVO | ORFV125 Ja Inhibiton von UV-induzierter
(Westphal, Ledgerwood et al. | Apoptose
2007)
VACV | FIL Nein Inhibition der Aktivierung und
(Wasilenko, Stewart et al. Oligomerisierung von Bax und
2003) Bak
NIL Nein Interaktion mit Bid, Bad, Bak

(Aoyagi, Zhai et al. 2007)

und Bax
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Im Gegensatz zu vielen viralen Bcl-2 Homologen besitzt z.B. das Vaccinia Virus F1L
Protein keine erkennbare Sequenzhomologie zum zelluldren Bcl-2. In Kristallstrukturanalysen
lieB3 sich jedoch eine Bcl-2 dhnliche Faltung des Proteins nachweisen (Kvansakul, Yang et al.
2008). Zusitzlich ergaben Bindungsstudien, dass F1L BH3 Peptide von Bim, Bak und Bax
bindet. Wie dass zelluldre Bcl-2, so kann auch F1L die Oligomerisierung von Bax und Bak
inhibieren. Zusétzlich ist es aber auch in der Lage bereits ihre konformationelle Aktivierung
zu inhibieren (Taylor, Quilty et al. 2006).

Ein weiteres virales Bcl-2 Analog ist das vom Myxomavirus kodierte M11L. Wie das
F1L Protein von Vaccinia Virus, so besitzt auch M11L keine Sequenzhomologie zum zellulé-
ren Bcl-2 Protein aber eine 3D-Struktur, die diesem Protein sehr dhnelt (Douglas, Corbett et
al. 2007). M11L ist zudem in der Lage, die konformationelle Aktivierung von Bax zu inhibie-
ren (Su, Wang et al. 2006). Neben der Bcl-2 analogen Funktion der Inhibition von Bax- und
Bak-mediierter Apoptose interagiert M11L auch mit dem Benzodiazepin-Rezeptor, welcher
Teil der ,,permability transition pore” (PTP) in der mitochondrialen Membran ist (Everett,
Barry et al. 2002).

Neben diesen Bcl-2-Analogen der Familie der Poxviren gibt es noch viele weitere vi-
rale Bcl-2 Anologe/Homologe, die in Tabelle xy aufgefiihrt sind.

Eine weitere Strategie der viralen Apoptoseinhibition ist die Expression von Homolo-
gen des zelluldren IAP (Apoptose-Inhibitor). Die Familie der Sdugetier-IAPs besteht aus acht
Mitgliedern (Chowdhury, Tharakan et al. 2008). Diesen Proteinen ist das Vorhandensein von
ein bis drei N-terminalen, so genannten ,,baculovirus internal repeat” (BIR) Motiven gemein,
welche fiir die antiapoptotische Funktion benotigt werden (Nogal, Gonzalez de Buitrago et al.
2001). Ein solches Protein wird auch vom ,,african swine fever virus*“ (ASFV) exprimiert. Das
ASFV A224L Protein besitzt ein BIR Motiv im N-Terminus und eine Zink-Finger Sequenz
im C-Terminus (Nogal, Gonzalez de Buitrago et al. 2001). Im Gegensatz zu den zelluldren
IAPs, welche die proteolytische Aktivierung der Procaspasen 3, 6, 7 und 9 inhibieren, konnte
bisher nur eine Inhibition der Caspase 3 durch das A224L Protein gezeigt werden (Nogal,
Gonzalez de Buitrago et al. 2001).

Die Expression von viralen Homologen der zelluldren FLIPs, also vFLIPs, dient eben-
falls der indirekten Inhibition von Caspasen. Anders als bei den IAPs, inhibieren FLIPs nur
die Aktivierung von Caspase 8 (FLICE) am DISC (death-inducing signaling complex)
(Krueger, Schmitz et al. 2001). In der Zelle existieren zwei Formen von FLIP nebeneinander:
zum einen das kiirzere FLIPs, zum anderen das langere FLIP.. Beide Formen besitzen jeweils

zwel DED (death effector domain) Doménen, iiber die sie Interaktionen von FADD (Fas ass-
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ziierte Todesdomine) mit Caspase 8 inhibieren (Guasparri, Keller et al. 2004). Das Wissen
um die Existenz dieser Proteinfamilie verdankt man Studien iiber die Inhibition von Fas-
mediierter Apoptose durch doppelstrangige DNA-Viren (Thome, Schneider et al. 1997). Eines
dieser vFLIP wird von KSHYV kodiertes. Das K13 Protein, wird in der Latenz exprimiert und
dhnelt eher FLIPg als FLIP; (Guasparri, Keller et al. 2004). Zusitzlich zur Caspase-Inhibition,
wurde gezeigt, dass K13 den NF-xB Weg aktiviert und microvasculdre Endothelzellen vor
Ablosung-induzierter Apoptose schiitzt (Efklidou, Bailey et al. 2008).

Einen direkten Weg der Caspase-Inhibition wurde durch Baculoviren entwickelt. Sie
exprimieren das Protein p35, welches als Pan-Caspase-Inhibitor anzusehen ist. Es ist nicht nur
in der Lage in seinem natiirlichen Wirt, also in Insektenzellen, sondern auch in humanen Zel-
len, die Caspasen 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8 und 10, aber nicht Caspase 9 zu inhibieren (Vier, Furmann
et al. 2000).

Neuere Untersuchungen zeigten eine ganz neue Klasse von viralen Apoptose-
inhibitoren: die GAAP (Golgi anti-apoptotisches Protein) Homologe. Endogenes GAAP wird
von vielen Eukaryoten exprimiert, ist ein hydrophobes Multi-Transmembran-Protein, im Gol-
gi lokalisiert und inhibiert sowohl intrinsisch, als auch extrinsisch induzierte Apoptose
(Gubser, Bergamaschi et al. 2007). Die Existenz dieses Proteins wurde bei der Sequenzanaly-
se des Camelpox Virus 6L Proteins entdeckt. Dieses besitzt eine 73 prozentige Identitdt mit
dem humanen, endogenem Protein (Gubser, Bergamaschi et al. 2007).

Dass Viren die Apoptose nicht nur durch die Expression von Proteinen inhibieren
konnen, zeigt die nicht kodierende 2.7 RNA von HCMV. 2.7 RNA ist ein 2,7 kb grofB3es
Transkript, welches zu frilhen Zeitpunkten der Infektion etwa 20% der totalen viralen
Transkripte ausmacht (Reeves, Davies et al. 2007). Es konnte gezeigt werden, dass dieses
Transkript nicht translatiert wird und in den Mitochondrien lokalisiert ist, wo es an den Kom-
plex I der Atmungskette assoziiert. B2.7 ist in der Lage vor Rotenon (Inhibitor des Komplex I)
induzierter Apoptose zu schiitzen, indem es das mitochondriale Membranpotential stabilisiert

und eine weitere ATP-Synthese gewihrleistet (Reeves, Davies et al. 2007).

1.4.1 Inhibition der Rezeptorvermittelten Apoptose durch viCA und vIRS

Im Gegensatz zu den bisher genannten Strategien, haben Cytomegalieviren einen an-
deren Weg gefunden um Apoptose zu inhibieren. CMVs exprimieren einen so genannten vira-
len Inhibitor der Caspase 8 induzierten Apoptose (VICA), welcher durch das HCMV UL36
bzw. dem MCMV Homolog M36 reprasentiert wird. vICA ist in der Lage sowohl Fas als auch
TNF-a induzierte Apoptose durch Bindung an die Prodoméne von Caspase 8 zu inhibieren

(Skaletskaya, Bartle et al. 2001). Dieses erinnert stark an die Funktion der vFLIPs, jedoch
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besitzt vVICA keine signifikante Sequenzhomologie mit FLIP. Untersuchungen mit M36 zeig-
ten, dass eine Deletion des M36 Gen das Virus sowohl in vitro als auch in vivo stark attenu-
iert (Cicin-Sain, Ruzsics et al. 2008). Andererseits zeigten andere Studien, dass die Passagie-
rungen von HCMV AD169 zu Mutationen im UL36 Gen fiihrten, und dass die Deletion in
HCMV Towne nicht zu einer Beeintrdchtigung der viralen Replikation in vitro fiihrt
(McCormick 2008).

Die Funktion von vICA befdhigt CMVs die Caspase-abhidngige Apoptose nach Stimu-
lation eines Todesrezeptors, wie etwa Fas zu inhibieren. In einigen Zellen fiihrt jedoch die
Stimulation des extrinsischen Apoptoseweges mit kombinierter Caspase-Inhibition zur Induk-
tion der Caspase-unabhingigen Apoptose, auch programmierte Nekrose genannt. Um dieses
zu verhindern kodiert MCMYV fiir einen viralen Inhibitor der RIP-abhéngigen Signalkaskade
(VIRS), das M45. Das M45 Protein besteht aus einer N-terminalen Doméne, welche ein
RHIM (RIP homotypic interaction motif) Motiv beherbergt (Upton, Kaiser et al. 2008). Der
C-Terminus besteht aus einem Teil, welcher Sequenzhomologien zur grolen Untereinheit der
Ribonucleotid Reduktase aufweist, aber keine enzymatische Aktivitdt besitzt (Lembo, Donali-
sio et al. 2004). Es wurde gezeigt, dass M45 mit RIP interagiert, dessen Ubiquitinierung und
eine Weiterleitung der Signale von TLR 3 und TNF-a iiber RIP inhibiert, wobei sich der C-
Terminus als essentiell und der N-Terminus als iiberfliissig erwies (Mack, Sickmann et al.
2008). Eine andere Studie, die andere Versuchsansitze benutzte, zeigte, dass bei den von ih-
nen gewdihlten Bedingungen der N-Terminus, genauer gesagt das RHIM-Motiv, essentiell war
(Upton, Kaiser et al. 2008). Bislang ist diese Funktion von VIRS einzigartig, da weder in an-

deren CMVs noch anderen Pathogenen ein Funktionshomolog gefunden werden konnte.

1.4.2 Inhibition der mitochondrialen Apoptose durch vMia

Virale mitochondriale Inhibitoren der Apoptose (VMIA) werden sowohl von Viren des
Genus Cytomegalovirus als auch des Genus Muromegalovirus exprimiert. Hierbei zeigt sich,
dass vMIAs im jeweiligen Genus konserviert sind, aber die Sequenzen zwischen den beiden
Genera keine Homologie aufweisen.

Der wohl bekannteste vVMIA ist das HCMV kodierte UL37x1. UL37x1 besitzt keine
Sequenzhomologie zum zelluldren Bcl-2, aber eine antiapoptotische Doméne, die Interaktio-
nen mit Proteinen der GADDA45-Familie vermittelt. Trotz des Fehlens einer Sequenzhomolo-
gie zum Bcl-2 Protein konnten Studien zeigen, dass die Faltung des UL37x1 Proteins der von
Bcl-x, einem Mitglied der Bcel-2 Familie, dhnelt (Pauleau, Larochette et al. 2007). Einzigartig
ist UL37x1 deswegen, weil die Expression zur konformationellen Aktivierung und mito-
chondrialen Rekrutierung von Bax fiihrt und auch dessen Oligomerisierung nicht gehemmt
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wird (McCormick, Roback et al. 2008). In initialen Studien wurde eine Interaktion von
UL37x1 nur mit Bax nicht aber mit Bak gezeigt (Arnoult, Bartle et al. 2004), was aber in ei-
ner spateren Untersuchung in Frage gestellt wurde (Karbowski, Norris et al. 2006). Des Wei-
teren fithrt UL37x1 zur Stérung des mitochondrialen Netzwerkes (McCormick, Smith et al.
2003). Interessanterweise inhibiert UL37x1 nicht nur intrinsische Apoptose durch Blockie-
rung Bax/Bak-abhingiger Porenbildung in den Mitochondrien, sondern auch einen Caspase
unabhingigen Zelltod, welcher iiber HtrA2 vermittelt wird (McCormick, Roback et al. 2008).
vMIAs der Muromegaloviren besitzen zwar keine Sequenzhomologie zu denen der
Cytomegaloviren, sind aber an einer analogen Position im Genom lokalisiert. Das von ihnen
bisher am besten untersuchte Protein ist das MCMV m38.5. Dieses Protein ist ein spezifischer
Bax-Inhibitor. Mehrere Arbeitsgruppen kamen unabhidngig zu diesem Schluss (Arnoult,
Skaletskaya et al. 2008; Jurak, Schumacher et al. 2008; Norris and Youle 2008). Sie unter-
stlitzten ihre These, indem sie zeigten, dass m38.5 mit Bax, aber nicht mit Bak koprézipitiert,
und dass Apoptose-Inhibition und Storung des mitochondrialen Netzwerkes nur in Abwesen-
heit von Bak geschieht. Ineressanter Weise fiihrt die Deletion des m38.5 ORF nur zu einer
schwachen Attenuierung des Virus in vivo (Manzur, Fleming et al. 2008). Da aber auch ge-
zeigt werden konnte, dass MCMYV infizierte Zellen vor Bak-vermittelter Apoptose geschiitzt

sind, ist zu erwarten, dass MCMYV fiir einen weiteren, Bak-spezifischen Inhibitor kodiert.
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1.5 Zielsetzung

In fritheren Studien wurde durch zufillige Transposon-Insertionen MCMV-Mutanten
erzeugt, die auf ihre Fahigkeit in Fibroblasten und Endothelzellen zu replizieren untersucht
wurden. Dabei wurde eine Mutante entdeckt, die eine Insertion im m41 Genlokus beherbergt.

Die Deletion des m41 ORF fiihrte zu einem attenuierten Phidnotyp in Endothelzellen
und 16ste vorzeitigen Zelltod sowohl in ihnen, als auch in Fibroblasten aus (Brune, Nevels et
al. 2003). Dieser Zelltod konnte durch Behandlung mit einem Pan-Caspase-Inhibitor ge-
hemmt werden, welches auf apoptotische Vorgénge hinweist.

Der m41 Genlokus hat das Potential fiir ein Protein mit 138 Aminosduren und einem
vorhergesagten Molekulargewicht von 15 kDa zu kodieren. Dieses Protein besitzt keine Ho-
mologie mit einem bekannten zelluldren, oder viralen Protein. Allerdings kodieren sowohl
RCMYV Maastricht, als auch England fiir ein m41 Homolog. Humane und Primaten Cytome-
galoviren besitzen kein offensichtliches Sequenzhomolog.

Lokalisationsstudien zeigten, dass m41 sowohl in transfizierten, als auch in infizierten
Zellen mit einem Markerprotein fiir den Golgi kolokalisiert. Dieses erinnert an die vorher
erwdhnten GAAP-Homologe von Camelpox und Vaccinia Virus, jedoch besitzt m41 keine
Sequenzhomologie zu dieser Proteinklasse.

In dieser Studie sollte nun untersucht werden, auf welche Weise die Deletion des m41
Genlokus im MCMV-Genom zu einem Caspase-abhingigen Zelltod im Rahmen der Infektion
fithrt. Des Weiteren sollte {iberpriift werden, ob das m41 als Volllaingen-Genprodukt des m41
Leserahmen fiir die Apoptoseinhibition verantwortlich ist, und ob weitere virale Proteine fiir
diese Funktion bendtigt werden. Zusétzlich sollte ermittelt werden, durch welchen Mecha-
nismus der verantwortliche Apoptoseinhibitor die vom Virus induzierte Apoptose zu inhibie-
ren vermag.

Neue Erkenntnisse iiber die molekularen Virus/Wirt Interaktionen ermoglichen es uns
die zelluldren Vorgénge nicht nur im Rahmen einer Infektion besser zu verstehen. Auch kann
die Kenntnis iiber die Mechanismen der Apoptoseinhibition als Ansatz zur Entwicklung neuer

medikamentdser Therapien dienen.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Bakterien

E. coli Stamm

Beschreibung

Hersteller/ Referenz

DH10B F- mcrA A(mrr-hsdRMS-merBC) ¢80lacZAM15 | Invitrogen
AlacX74 recAl endAl araD139
A(ara, leu)7697 galU galK A- rpsL nupG
DY380 DHI10B [Acl857 (cro-bioA<>tet)] (Lee, Yu et al. 2001)

BL21-Rosetta

E. coli BF ompT hsdSg mit DE3, ein A Prophage
der das T7 RNA-Polymerasegen trigt und laclQ,

zusitzlich das Plasmid pRARE2 tragend

Novagen

2.1.2 Zellen
Zelllinie Beschreibung Hersteller/Referenz

10.1 p53 defekte, spontan immortalisierte murine | (Harvey and Levine
embryonale Fibroblasten 1991)

293A Adenovirus transformierte humane embryonale | Invitrogen: R705-07
Nierenzellen; exprimieren Adenovirus E1 Prote-
ine

Hela Humane Gebéarmutterhalszellen aus einem Ade- | ATCC Nr. CCL-2
nokarzinom

HFF Humane Vorhaut-Fibroblasten ATCC Nr. Number:

SCRC-1041

IC-21 SV-40 transformierte murine peritoneale | ATCC Nr. TIB-186
Makrophagen

J774A.1 Makrophagen isoliert aus einem murinem reti- | ATCC Nr. TIB-67
kuldren Zellsarkom; synthetisieren kontinuier-
lich Interleukin-1beta

M2-10B4 murine Knochenmark-Stroma-Zellen ATCC Nr. CRL-1972

MEF Bax +/-, | SV-40 transformierte murine embryonale | (Willis, Chen et al.

Bak +/- Fibroblasten. 2005)

MEF Bax -/-, SV-40 transformierte murine embryonale | (Willis, Chen et al.

Bak +/- Fibroblasten, die Bax-negativ sind. 2005)

MEF Bax +/-, | SV-40 transformierte murine embryonale | (Willis, Chen et al.

Bak -/- Fibroblasten, die Bak-negativ sind. 2005)

MEF Bax -/-, | SV-40 transformierte murine embryonale | (Willis, Chen et al.

Bak -/- Fibroblasten, die negativ fiir Bax und Bak sind. | 2005)

MRC-5 Humane Lungenfibroblasten ATCC Nr. CCL-171

NIH 3T3 spontan immortalisierte murine embryonale | ATCC Nr. CRL-1658
Fibroblasten

Phoenix basierend auf 293T Zellen, in die die MMULYV | Nolan Labor, Stanford

gag, pol und env Gene stabil eingebracht wur-
den
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RAW264.7 Ab-MLYV transformierte murine Makrophagen | ATCC Nr. TIB-71
SP2/0-Agl4 Hybridoma-Zelllinie hervorgegangen aus einer | ECACNr. 85072401
Fusion von P3X63Ag8 Myelomzellen mit der
Milz einer Balb/c-Maus. Resistent gegen 8-
Azaguanine, sensitiv gegen HAT
SVEC 4-10 SV-40 transformierte murine Endothelzellen ATCC Nr. CRL-2181
Zellinie Umsetzverhaltnis Medium Besonderheit
10.1 1:10 DMEM, 10% FCS, P/S
293A 1:10 DMEM, 10% FCS, P/S
Hela 1:10 DMEM, 10% FCS, P/S
HFF 1:3 DMEM, 10% FCS, P/S
I1C-21 1:6 RPMI, 10% FCS, P/S ablosen durch abschaben
J774A.1 1:6 DMEM, 10% FCS, P/S | ablésen durch abschaben
M2-10B4 1:6 RPMI, 10% FCS, P/S
MEF Bax +/- 1:10 DMEM, 10% FCS, P/S
Bak +/-
MEF Bax -/- 1:10 DMEM, 10% FCS, P/S
Bak +/-
MEF Bax +/- 1:10 DMEM, 10% FCS, P/S
Bak -/-
MEF Bax -/- 1:10 DMEM, 10% FCS, P/S
Bak -/-
MRC-5 1:3 DMEM, 10% FCS, P/S
NIH 3T3 1:5 DMEM, 5% NCS, P/S
Phoenix 1:10 DMEM, 10% FCS, P/S | regelmiBig selektionieren
mit 200 pg/ml Hygromy-
cin B und 2 pg/ml Diphte-
riatoxin
RAW264.7 1:6 DMEM, 10% FCS, P/S | ablésen durch abschaben
SP2/0-Agl4 RPMI, 10% FCS, P/S Suspensionszellen
SVEC 4-10 DMEM, 10% FCS, P/S
2.1.3 Viren
Virus Beschreibung Referenz

Humanes Cytomega-
lievirus, Stamm

ADI169

rekombinantes HCMV Stamm AD 169

(Borst, Hahn et al.
1999)

Murines Cytome-
galievirus; Smith
strain (MCMV-wt)

rekombinantes MCMV mit inserierter BAC-
Kassette an der rechten terminalen Region

(Messerle, Crnko-
vic et al. 1997)

MCMV-GFP

rekombinantes MCMYV mit inseriertem Gen
fir das Griin fluoreszierende Protein in der
BAC-Kassette

(Brune, Menard et
al. 2001)
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2.1.4 Primer
Name Sequenz Bestimmung
Sp6 5’-ATTTAGGTGACACTATAG-3 Sequenzierung
T7 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3' Sequenzierung
M42dsseq 5’-GAGGTGGCGGAGACGATTAG-¥’ Sequenzierung
KanSeq?2 5’-AGGGCAACTTATACCGAGTA-3’ Sequenzierung
seq pMalC2 5’-GATGTCCGCTTTCTGGTATG-3’ Sequenzierung
BGH revers 5>-TAGAAGGCACATCGAGG-3° Sequenzierung
pRetroSeqfwd | 5’-CAGTCCTGCTGACCACCC-3’ Sequenzierung
pRetroSeqrev | 5>~ AAACCTACAGGTGGGGTCTTTC-3’ Sequenzierung
m41.1ko fwd 5’-GATGGGAGACGACGATCGTCGCGGCGACG Quickchange
ACGGCGGCGTATACGGCTCTGGCTCTGC-3’ PCR
m41.1ko rev 5’-GCAGAGCCAGAGCCGTATACGCCGCCGTC Quickchange
GTCGCCGCGACGATCGTCGTCTCCCATC-3’ PCR
m41.1HA fwd | 5~ AAAGGATCCATGATCGTCGCGGCGATGAC Klonierung
G-3°
m4l.1HA rev | 5’-AAAGAATTCAAGCGTAGTCTGGGACGTCG Klonierung
TATGGGTAACGACGGCGTAGAGCCCC-3
HAm41.1fwd | 5>~ AAAGGATCCATGTACCCATACGACGTCCC Klonierung
AGACTACGCTATGATCGTCGCGGCGATGACG-
3
HAm41.1rev 5'-AAAGAATTCTAACGACGGCGTAGAGCCC-3’ | Klonierung
MCMV 5'-CGGCCTCTTTACTATGCCTTACCGTGAGCT Rekombination
m41.1HA fwd | CGGGGGCTCTACGCCGTCGTTACCCATACGAC
GTCCCAG-3'
MCMV 5'-CGGGCATGATCTCCGACGAAGATGACGCC Rekombination
m4l.1HA rev | TTCCGAGGAAACGTTGTCTCCGGACGACGACG
ACAAGTAA-3'
m39 Oligo- 5’-ATTGGGGGAGGAGGGCGGTCGGGCGGCGA | Rekombination
linker fwd CACGATCATCGGATGACTATT-3’
m39 Oligo- 5’-GGCCAATAGTCATCCGATGATCGTGTCGCC | Rekombination
linker rev GCCCGACCGCCCTCCTCCCCCAAT-¥
m41 for ab fwd | 5>~ ATGGGAGACGATGATCGTCG-3’ Klonierung
m4l forabrev | 5’-GTAAGCTTTCAGTCGGGAGTGATTTTTTTA Klonierung

CGTAC-3°

m41 zeo fwd

S'-AATAGTCATCCGATGATCGTGTCGCCGCCC G
ACCGCCCTCCTCCCCCAATTGTTGACAATT
AATCATCGGCAT-3'

Rekombination

m41 zeo rev

5'-CGCCGT TTCCTCACATTCCGTTGTCGTGCG
CAGGTTCCTCCGAACCTTTGTCAGTCCTGCTC
CTCGGCCA-3'

Rekombination

m41 ko in situ
fwd

5’-CGCCGTTTCCTCACATTCCGTTGTCGTGCGC
AGGTTCCTCCGAACCTTTGATGATCGTCGCGGC
GATGAC-3’

Rekombination

m41 ko in situ
rev

5’-AATAGTCATCCGATGATCGTGTCGCCGCCCG
ACCGCCCTCCTCCCCCAATTGATGGATATCTGC
AGAATT-3’

Rekombination

HAe41.1 fwd

5’-AAAGGATCCACCATGTACCCATACGACGTC
CCAGACTACGCTATGATTGTCACGTTGATG-3’

Klonierung
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HAe41.1 rev 5'-AAAGAATTCTCAGTGACGTATTCGACG-3’ Klonierung
e41.1HA fwd | 5'-“AAAGGATCCACCATGATTGTCACGTTGATG- | Klonierung
3’
e41.1HA rev 5'-AAAGAATTCAAGCGTAGTCTGGGACGTCGT | Klonierung
ATGGGTGTGACGTATTCGACGTCC-3’
UL41a fwd 5’-ACAGGATCCATGACACTCTTTTGCCGCAC-3’ | Klonierung
UL4larev 5’-ATAGAATTCTTAAAAGTCTGTATCCGACTCC | Klonierung
-3
AD169 delta 5’-TACGCTACGACCTGGCCTGTGGTGTGTGTTG | Rekombination
UL41a fwd TTTTTTGTGCACGCACGACATATGTTGACAATT
AATCATCGGCAT-3’
AD169 delta 5’-CCCGTCATGAAGACGTAGGCAGGGGAATTC | Rekombination
UL4larev CCATATTTTTATGGCTTCTTCAGTCCTGCTCCTC
GGCCA-3’
2.1.5 Plasmide
Name Beschreibung Hersteller/Referenz
pcDNA3 5446 bp; high copy; Expressionsvektor fiir Sdu- | Invitrogen
gerzellen; CMV IE Promotor; Resistenz: Ampi-
cillin, Neomycin
pCGN71 high copy; CMV Promotor, exprimiert HCMV | (Kalejta, Bechtel et
(Stamm AD169) Protein pp71; Resistenz: Am- | al. 2003)
picillin, Hygromycin
pEGFP C1 4731 bp; high copy; Expressionsvektor fiir | Clontech
GFP-Fusionsproteine in Sdugerzellen; CMV 1E
Promotor; Resistenz: Kanamycin, Neomycin
pLNCX2 6133 bp; low copy; retroviraler Vektor; CMV | Clontech
Immideatly Early Promotor; Resistenz: Am-
picillin, Neomycin (G418)
pMalC2 6646 bp; high copy; Expressionsvektor fiir Pro- | NEB
karyoten; Ptac Promotor; Resistenz: Ampicillin
pMSCVpuro 6295 bp; low copy; retroviraler Vektor; LTR | Clontech
Promotor; Resistenz: Ampicillin, Puromycin
pReplacer 4617 bp; high copy; Vektor zur Amplifikation | (Jurak and Brune
von DNA zur Rekombination mit MCMV; | 2006)
PGK Promotor; Resistenz: Ampicillin, Kana-
mycin
pSL301 3264 bp; high copy; Superlinker Vektor; Resis- | Invitrogen
tenz: Ampicillin
pRetroEBNA 11264 bp; low copy; retroviraler Vektor; LTR | (Kinsella and Nolan
Promotor; Resistenz: Ampicillin 1996)
pRetroGFP 12,3 kbp; low copy; retroviraler Vektor; LTR | T. Shenk, Princeton
Promotor; exprimiert GFP; Resistenz: Ampicil- | University, USA
lin
pBabe-Bak-GFP | 6959 bp; low copy; retroviraler Vektor; LTR | (Zong, Li et al. 2003)
Promotor; exprimiert murines Bak und GFP
unter dem selben Promotor getrennt durch
IRES; Resistenz: Ampicillin
pSL FRT kan 4335 bp; high copy; Vektor zur Amplifikation | (Atalay, Zimmer-
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der FRT-Kan-Kassette; Resistenz: Ampicillin,
Kanamycin

mann et al. 2002)

pGA4 Myxoma- | 3420 bp; high copy; Vektor zur Amplifikation | Geneart

Virus FlagM11L | des FlagM11L-Gens; Resistenz: Ampicillin

pZeo 2,8 kb; high copy; Vektor zur Amplifikation des | Wade Bresnahan
Zeozin-Resistenzgens; Resistenz: Ampicillin,
Zeozin

pCP20 9.4 kb; low copy; Vektor zur hitzeinduzierbaren | (Datsenko and Wan-
Expression der Flp-Rekombinase in Prokaryo- | ner 2000)
ten; Resistenz: Ampicillin

pKD46 6 kb; low copy; Vektor zur Arabinose induzier- | (Datsenko and Wan-
baren Expression der A Red Phagen gene: | ner 2000)
bet, y und exo

pcDNA m41HA | 5866 bp; Expression von C-terminal getagtem | Wolfram Brune
m41

pcDNA HAm41 | 5871 bp; Expression von N-terminal getagtem | Wolfram Brune
m41

pcDNA m42- 7583 bp; Expression von m42, m41 steht unter | Wolfram Brune

41HA dem nativen Promotor

pcDNA 5866 bp; Expression von N-terminal getagtem | Wolfram Brune

m41HAmut m41 mit mutiertem Golgilokalisierungs-Motiv

pReplacer 5348 bp; Amplifikation von N-terminal getag- | (Jurak and Brune

HABcl-xi. tem Bcl-x;, zur Rekombination mit MCMV 2006)

pRetroHABcl-xp

12209bp; retrovirale Expression von N-terminal
getagtem Bel-xp

Wolfram Brune

2.1.6 Antibiotika

Name eingesetzte Konzentration Hersteller
Ampicillin E.coli 100 pg/ml Roth
Chloramphenicol E.coli 15 pg/ml Roth
Kanamycin E.coli 50 ug/ml Roth
Tetracyclin E.coli 5 ug/ml Applichem
Zeocin E.coli 25 ug/ml Invitrogen
Diphteriatoxin Phoenix 2 ug/ml Sigma
G418 M2-10B4 0,2 mg/ml PAN
Hygromycin Phoenix: 200 pg/ml PAA
Puromycin MEF: 4 pg/ml Sigma
Penicillin Zellkultur: 100 U/ml PAA
Streptomycin Zellkultur: 100 ng/ml PAA
HAT Hybridome: Invitrogen

Hypoxantin:100 uM
Aminopterin: 0,4 uM
Thymidin: 16 uM

29



Material und Methoden

2.1.7 Enzyme

Alle hier verwendeten Enzyme waren mit Ausnahme von RNaseA (Roth) von Fer-

mentas bzw. New England Biolabs.

2.1.8 Kits
Name Verwendung Hersteller
Nucleobond PC100, PC500 | Aufreinigung von Plasmid Machery-Nagel
DNA
Nucleobond BAC 100 Aufreinigung von BAC-DNA | Machery-Nagel
Nucleospin Extract 11 Aufreinigung von DNA Clontech
<500bp
Qiaquick Aufreinigung von DNA Qiagen
>500bp
BigDye® Terminator v3.1 Sequenzierung Applied Biosystems
Cycle Sequencing Kit
2.1.9 GroRenstandards
Name Verwendung lersteller
GeneRuler™ 1kb DNA-Leiter von 250 b bis 10 kb in 14 Fragmen- | Fermentas
ten

Precision Plus Protein™ | gefarbter Proteinmarker von 10 kD bis 250 kD in | Biorad
Kaleidoscope™ Standard | 10 Banden zur Kontrolle des Gellaufs und Blot-
tens

2.1.10 Primarantikorper

Name Quelle Antigen Anwendung Hersteller
16B12 Maus | HA WB: 1:100 Hiss Diagnostics
2ES8 Maus | MCMV gB WB: 1:1000 Lambert Loh, Univ. of
Saskatchewan, Kanada
3B9 Maus | MCMV M44 | WB: 1:2000 Lambert Loh, Univ. of
Saskatchewan, Kanada
3F10 Ratte | HA IF: 1:200 Roche
Flag M2 Maus | Flag WB: 1:2500 Sigma
IF: 1:500
Ac74 Maus | B-Actin WB:1:20000 Sigma
A8 Maus | Cytochromc¢ | WB:1:200 Santa Cruz
CROMA101 Maus | MCMV IEl WB:1:2000 Stipan Jonjic,
Univ. of Rijeka; Croa-
tia
Croma 103 Maus | MCMYV El WB: 1:1000 Stipan Jonjic,
Univ. of Rijeka; Croa-
tia
TC-102 Maus | Bak N- IF: 1:20 Calbiochem
Terminus
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| HSP60/c124 | Maus | HSP60 | IF: 1:200 | BD Biosciences |
2.1.11 Sekundarantikorper
Name Antigen Anwendung Hersteller
Anti mouse HRP IgG aus Maus WB:1:1000 Dako
anti rat Alexa Fluor 488 IgG aus der Ratte IF:1:1000 Invitrogen
anti mouse Alexa Fluor 568 | IgG aus Maus IF:1:500 Invitrogen
(higly cross-adsorbed)
anti mouse Alexa Fluor 594 | IgG aus Maus IF:1:1000 Invitrogen

2.1.12 Chemikalien

Standard-Chemikalien fiir Puffer und Losungen wurden von Roth, Applichem, Sigma

und Calbiochem bezogen. Nur spezielle Chemikalien sollen hier aufgefiihrt werden.

Name Hersteller Katalognummer

MitoTracker Invitrogen M7512
LysoTracker Invitrogen L7528
1’-6’-Bismaleimidohexan TCI Europe B1787
Staurosporin Sigma 54400
Actinomycin D Sigma A1410
Gelred Biotium 41002
Sequabrene Sigma S-2667
PolyFect Qiagen 301105
SuperFect Qiagen 301305
Complete, Mini Protease Inhibitor Cocktail Roche 11836153001
Rekonminantes murines TNF-o Promokine D-63720
TMB plus Kem-En-Tec 4390L
purified anti mouse Fas BD Pharmingen 554254
purified anti human Fas Beckman Coulter IM2387

2.1.13 Puffer und Losungen

SDS-Page/Western Blot

5xPPP

550 mM Tris-HCI pH 6,7
13 % SDS

40 % Glycerol

25 % 2-Mercaptoethanol
0,1 % Bromphenolblau
bei -20 °C lagern

Tricine Gel Puffer 3 M Tris-HCI pH 8,5
0,3 % SDS
bei 4 °C lagern

10x Anodenpuffer 2 M Tris-HCI pH 8,9
bei RT lagern

5x Kathodenpuffer 0,5 M Tris
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0,5 M Tricine
0,5 % SDS
bei RT lagern

Transferpuffer (Nitrocellulose)

50 mM Tris

40 mM Glycin
0,04 % SDS
20 % Methanol
bei RT lagern

Transferpuffer (PVDF)

Anode I: 0,3 M Tris pH 10,4
20 % Methanol
Anode II: 25 mM Tris pH 10,4
20 % Methanol
Kathode: 25 mM Tris pH 9,4
40 mM Glycine
10 %Methanol

Ponceau S-Losung

0,1 % Ponceau S
5 % Essigsdure

bei RT lagern
Waschpuffer PBS mit Tween 0,1-0,5 %
bei RT lagern
Blockreagenz 5 % Milchpulver bzw. 10% BSA in PBS
MTT-Test
MTT-Stock 5 mg/ml Thiazolylblau in PBS

steril filtrieren und bei 4 °C im Dunkeln lagern

Solubilisierungslosung

DMSO/Ethanol 1:1
bei RT lagern

Minipréiparation bakterieller Plasmid/BAC DNA

S1

50 mM Tris-HCI pH 8,0
10 mM EDTA
bei 4 °C lagern

S2

200 mM NaOH
1 % SDS
bei RT lagern

S3

2,8 M Kaliumacetat pH 5,1
bei 4 °C lagern

RNAse Stocksolution

10 mg/ml RNAse

10 mM Tris-HCI pH 7,5

10 mM NaCl

15 min bei 100°C

anschlieBend Aliquots bei -20 °C lagern

TE/RNAse 10 mM Tris-HCI pH 7,5
1 mM EDTA
RNAse Stock 1:100 verdiinnt
Aliquots bei -20°C lagern
Immunfluoreszenz
| Fixierlosung | 3 % Paraformaldehyd in PBS
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bei -20 °C lagern

Aldehydblockierlosung 50 mM Ammoniumchlorid
bei RT lagern

Permeabilisierungslosung 0,3 % Triton X-100 in PBS
bei RT lagern

Blockreagenz 0,2 % Gelatine in PBS
bei 4°C lagern

Proteinexpression

IPTG Stock 0,1 M IPTG in H,O
steril filtrieren, Aliquots bei -20 °C lagern

Saulenpuffer 20 mM Tris-HCI1 pH 7,5
200 mM NaCl

1 mM EDTA pH 8,0

10 mM B-Mercaptoethanol
bei 4 °C lagern

Elutionspuffer 20 mM Tris-HCI1 pH 7,5

200 mM NaCl

1 mM EDTA pH 8,0

10 mM B-Mercaptoethanol

10 mM Maltose (D"-Monohydrat)
frisch ansetzen

Lagerungspuffer 20 mM Tris-HCI pH 7,5
200 mM NacCl

1 mM EDTA pH 8,0

10 mM B-Mercaptoethanol
0,1 % Natriumazid

bei 4 °C lagern

Coomassie Farbung und Geltrocknung

Coomassie-Stain 0,25 % Coomassie Brilliant Blau R250
45 % Methanol

10 % Essigséure

bei RT lagern

Coomassie-Destain 45 % Methanol
10 % Essigséure
bei RT lagern

Trocknungslosung 20 % Ethanol
10 % Glycerin
bei RT lagern

Gelelektrophorese

50x TAE 2 M Tris Base
5,7 % Essigsdure
50 mM EDTA
bei RT lagern

10x TBE 890 mM Tris Base
890 mM Borsaure
2 mM EDTA
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bei RT lagern
6x Orange Loading Dye 0,2 % Orange G

60 mM EDTA

60 % Glycerin

Aliquots bei -20 °C lagern
ELISA
Beschichtungspuffer 50 mM Natriumhydrogencarbonat pH 9,0

bei RT lagern
Blockierungsreagenz 5% BSA in PBS

Aliquots bei -20 °C lagern
Waschpuffer PBS mit Tween 0,1 %

bei RT lagern
Transfektionsreagenzien
2xHBS pH7,05 50 mM Hepes pH 7,05

10 mM KCl

12 mM Dextrose (D+Glukose)

280 mM NaCl

1,5 mM Na,HPO4
pH mit 1M NaOH einstellen
steril filtrierte Aliquots bei -20 °C lagern

2 M CaCl2
steril filtrierte Aliquots bei -20 °C lagern

BAK-Oligomerisierung

HIM
(Ruffolo and Shore 2003)

200 mM Mannitol

70 mM Saccharose

10 mM Hepes-KOH pH 7,5
1 mM EGTA

bei -20 °C lagern

Cytochrom c Freisetzungstest

Isotoner Lysepuffer
(Cheng, Sheiko et al. 2003)

10 mM KCl

5 mM MgCl,

1 mM EDTA

1 mM EGTA

250 mM Sucrose

20 mM Hepes pH 7,2

vor Gebrauch Proteaseinhibitor zugeben
steril filtrieren und bei RT lagern

2.1.14 Verbrauchsmaterial

Material Hersteller
Nitrocellulosemembran (Hybond ECL) GE Healtcare
PVDF Membran 0,2um Porengrof3e Millipore
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Rontgenfilme X-Ray Retina
Whatmanpapier 3mm Chr Roth
Zellkulturplastik Sarstedt/TPP
Zellkulturschaber TPP
2.1.15 Gerate

Gerit Hersteller
GeneAmp® PCR System 2400 Applied Biosystems
GelDoc XR Biorad Laboratories
Genepulser XCell Biorad Laboratories
HE 99X Max submarine unit GE Healthcare
Inverted Microscope Axiovert 200M Carl Zeiss
Zeiss Axioplan, Model LSM 510 Carl Zeiss

Mini-PROTEAN 3 Cell

Biorad Laboratories

Multiplate Absorbance Reader Spectrafluor Plus

Tecan

Nanodrop Peqlab
PerfectBlue Gelsystem Mini S Peqlab

SE 400 Vertical Unit GE Healthcare
Transblot SD Semi Dry Transfer Cell Biorad
Thermomixer comfort Eppendorf

Vortex-Genie 2 Scientific Industries

2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 DNA-Extraktion aus Bakterien (Miniprep)

Zur Extraktion kleinerer Mengen Plasmid (bzw. BAC) DNA aus Bakterien wurde am
Vortag eine Fliissigkultur (mit entsprechendem Antibiotikum) mit Bakterien einer einzelnen
Kolonie angeimpft und iiber Nacht bei 30 oder 37 °C im Schiittelinkubator inkubiert. Am
folgenden Tag wurden die Bakterien aus 1,5ml (bzw. 4 ml) abzentrifugiert (1 min, 16000 g,
RT) und das Pellet in 100 pl (bzw. 200 pl) Puffer S1 resuspendiert. Die Lyse der Bakterien
erfolgte fiir zwei bis fiinf Minuten mit 150 pl (bzw. 300 pl) Puffer S2 und wurde anschlie3end
mit 200ul (bzw. 400 ul) eiskaltem Puffer S3 gestoppt. Zum pelletieren der ausgefallenen Pro-
teine wurde das Gemisch 20 min bei 4 °C und 16000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
anschlielend in ein neues Reaktionsgefdl3 iiberfithrt und mit 0,8 Volumen Isopropanol ver-
setzt. Zum pelletieren Der DNA erfolgte eine erneute Zentrifugation fiir 20 min bei 4 °C und
16000 g. AnschlieBend wurde der Uberstand verworfen und das DNA-Pellet mit 500 ul 70
prozentigem Ethanol gewaschen. Nach einer Zentrifugation fiir fiinf Minuten bei 4 °C und

16000 g wurde der Ethanol sorgfiltig entfernt und das Pellet bei 37 °C getrocknet. Danach
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wurde es in 50ul TE + RNase aufgenommen und fiir mindestens 30 Minuten bei Raumtempe-

ratur inkubiert, bevor die DNA anderweitig verwendet wurde.

2.2.1.2 DNA-Extraktion aus Bakterien (Midi-/Maxiprep)

Um grofBere Mengen Plasmid- oder BAC-DNA aus Bakterien zu isolieren wurde am
Vortag eine Fliissigkultur von 100 ml bis 200 ml (je nach Bedarf) mit Bakterien aus Fliissig-
kultur (Rest von Miniprep) oder Glycerolstock angeimpft. Am néchsten Tag wurden die Bak-
terien fiir 15 min bei 5000 g und 4 °C abpelletiert. Des Weiteren wurde die DNA mit den
Nucleobond Kits PC100 / PC500 / Bac100 extrahiert und aufgereinigt. Die Lyse erfolgt hier-
bei nach demselben Prinzip wie bei der Miniprep, wobei hier allerdings die RNase schon im
S1 Puffer zu finden ist. Das ausgefallene Protein wird mittels Filter von der DNA-haltigen
Losung getrennt und verworfen. Die Aufreinigung der DNA erfolgte iiber eine Anionenaus-
tausch-Matrix. Die eluierte DNA wurde mit Isopropanol gefillt und das abzentrifugierte Pel-
let mit 70 prozentigem Ethanol gewaschen. Nachdem das DNA-Pellet getrocknet war, wurde

es in einer addquaten Menge TE resuspendiert.
2.2.1.3 Aufreinigung von DNA-Fragmenten

2.2.1.3.1 Nucleospin Extract 11

Zur Aufreinigung (Entsalzung oder Gelextraktion) von DNA-Fragmenten grof3er als
500 Basenpaare wurde das Nucelospin Extract II Kit verwendet. Hierbei wird die DNA in
Gegenwart von chaotropen Salzen an eine Silicamatrix gebunden, die sich in einem Spinréhr-
chen befindet und bei 11000 g zentrifugiert werden kann.

Hierfiir wurden Gelstlicke (mit der gewiinschten DNA) durch Erhitzen auf 50 °C in
Gegenwart von Puffer NT aufgelost. Wenn nur eine Entsalzung von einem DNA-Gemisch
gewiinscht wurde, wurde die Losung nicht erhitzt. AnschlieBend wurde das Gemisch tiber die
Silicamembran gegeben und einmal mit Waschpuffer gewaschen. Anschliefend erfolgte eine
Trocknung der Membran um Ethanolreste zu eliminieren. Zur Elution wurden 25-50 pl Eluti-

onspuffer auf die Matrix gegeben und die DNA eluiert.

2.2.1.3.2 Qiaquick

Zur Aufreinigung (Entsalzung oder Gelextraktion) von DNA-Fragmenten kleiner als
500 Basenpaare wurde das Qiaquick Kit verwendet. Hierbei wird die DNA ebenfalls an eine
Silicamatrix gebunden, die sich in einem Spinréhrchen befindet und bei 17000 g zentrifugiert

werden kann.
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Hierzu wurden Gelstiicke (mit der gewiinschten DNA) durch erhitzen auf 50 °C in
Gegenwart von Puffer QG aufgeldst. Wenn nur eine Entsalzung von einem DNA-Gemisch
gewiinscht wurde, wurde die Losung nicht erhitzt. AnschlieBend wurde dem Gemisch Isopro-
panol beigemengt und die gesamte Losung iiber die Silicamembran gegeben. Im Anschluss
erfolgte je ein Waschschritt mit Puffer QG und PE. AnschlieBend erfolgte eine Trocknung der
Membran um Ethanolreste zu eliminieren. Zur Elution wurden 25 pul Elutionspuffer auf die

Matrix gegeben und die DNA eluiert.

2.2.1.4 Bestimmung der DNA-Konzentration

Zur Bestimmung des DNA-Gehalts einer Losung wurde ein Nanodrop verwendet.
Hierbei wird das Spektrum von 230 nm bis 300 nm von 1,5 pl DNA-Losung gemessen. Da
die DNA ein Absorptionsmaximum bei etwa 260 nm besitzt, kann man die DNA Konzentra-
tion durch den Messwert bei 260 nm errechnen. Hierbei entspricht eine optische Dichte
50 pg/ml. Proteine besitzen ein Absorptionsmaximum bei 280 nm. Daher konnte die Reinheit
der DNA-Losung durch den Quotienten der sich bei Rechnung OD260 / OD280 ergab iiber-

priift werden.
2.2.1.5 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

2.2.1.5.1 PCR zur Amplifizierung von DNA

Um eine gewiinschte DNA zu amplifizieren, zum Beispiel um ein virales Gen zu klo-
nieren, wurde eine PCR durchgefiihrt. Die PCR kann generell in drei Schritte unterteilt wer-

den: Denaturierung, Anlagerung, Extension (siche Abb.5).

Denaturierung Extension Lagerung bis Gebrauch
Inititale Denaturierung Annealing Finale Extension
95°C 95°C
Smin 0,5min 72°C 72°C
2min/kb Smin
Tm -5°C
0,5min
| 4C
unendlich

Abbildung 5: Ubersicht tiber den Ablauf einer typischen PCR zur Amplifizierung einer gewiinschten
DNA
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Die Temperaturen von Denaturierung und Extension sind feste Groen, wohin dage-
gen die Temperatur fiir das Annealing von den Primern abhédngt. Um eine optimale Anlage-
rung (annealing) von Primer zu Template zu gewihrleisten, wird eine Temperatur gewéhlt,
die 5 °C unter der theoretisch errechneten Schmelztemperatur (Tm) des Primers liegt. Des
Weiteren ist zu beachten, dass die verwendete pfu-Polymerase laut Hersteller eine Extensi-
onsrate von zwei Minuten pro Kilobase besitzt. Da es sich nicht um eine quantitative PCR
handelt, l4sst man 40 Zyklen von Denaturierung, Annealing und Extension laufen, um im

Anschluss eine ausreichende Menge von DNA zur Klonierung zu besitzen.

2.2.1.5.2 PCR zur Sequenzierung

Der Ansatz der PCR zur anschlieenden Sequenzierung wurde nach Herstellerangaben

durchgefiihrt. Das Pipettiermuster war wie folgt:

Tabelle 4: Zusammensetzung eines Sequenzierungs-PCR Ansatzes
BAC-Ansatz Plasmid-Ansatz

IDNA 500 ng 100 ng |
Primer (5 pmol /ul) 1 ul 1 ul

BigDye 3.1 4 ul 1 ul |
5x Puffer 3ul 1,5 pl

H,0 lad 20 pl lad 10 pl |

Das PCR-Profil sah folgendermafien aus:

Denaturierung Extension
Inititale Denaturierung Annealing Lagerung bis Gebrauch
96°C 96°C

BAC:5min 10sec

Plasmid: 1min

5sec

— _/ 4°C

V

BAC:40x; Plasmid: 25x unendlich

Abbildung 6: Ubersicht tiber den Ablauf einer Sequenzierungs-PCR
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2.2.1.5.3 PCR zum Einfligen von Punktmutationen (Quikchange PCR)

Um Punktmutationen in plasmidkodierte Gene einzufiigen, bedient man sich der
Quikchange PCR. Hierbei wird die Mutation in 25 bis 45 Basen langen Primern eingefiigt, die
an derselben Sequenz auf den gegeniiberliegenden Strangen annealen. So wird in jedem Ex-
tensionsschritt mit der pfu-Polymerse ein neuer Strang mit der gewlinschten Mutation synthe-
tisiert. Um die Template-DNA zu eliminieren, wird anschlieBend ein Dpnl-Verdau durchge-
fiihrt. Dpnl schneidet ausschlieBlich DNA, welche Dam-methyliert wurde, kann also demnach
nur die Template-DNA, nicht aber das PCR-Produkt schneiden. Im Anschlufl wurde die DNA
aufgereinigt und in Bakterien elektroporiert. Die gewonnene DNA aus den Einzelklonen wur-

de anschlieBend zur Kontrolle sequenziert.

2.2.1.6 Restriktionsverdau

Um DNA zu analysieren oder bestimmte Bereiche auszuschneiden, wurde DNA mit
Restriktionsenzymen verdaut. Je nach Applikation wurden 1-10 ug DNA mit 10-30 Units pro
Enzym fiir zwei bis vier Stunden bei optimaler Temperatur verdaut. Die Banden wurde in 0,6
bis 1,5 prozentigen Gelen aufgetrennt und bei Bedarf ausgeschnitten, wie in 2.2.1.3 beschrie-

ben aufgereinigt und anschlieBend ligiert oder zur Rekombination in Bakterien elektroporiert.

2.2.1.7 Ligation
Um geschnittene Vektor-DNA mit Insert-DNA zu verbinden, wurde eine T4-DNA-

Ligase verwendet. Bei Ligationen mit tiberhdngenden Enden wurde eine Unit Ligase verwen-
det und der Reaktionsansatz fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Bei Ligationen

mit glatten Enden wurden fiinf Units Ligase verwendet und der Reaktionsansatz wurde tiber

Nacht bei 16 °C inkubiert.

2.2.1.8 Elektroporation von DNA in elektrokompetente E. coli

Um Bakterien mit DNA zu transformieren, wurden elektrokompetente Bakterien (sie-
he 2.2.1.9) mit einer addquaten Menge DNA gemischt und in eine vorgekiihlte Elektroporati-
onskiivette (2 mm) gegeben. Danach erfolgte ein elektrischer Impuls (2500 V, 25 uF, 200 Q),
wonach die Bakterien mit LB gemischt wurden und anschlieBend bei angemessener Tempera-
tur fiir ein bis zwei Stunden geschiittelt wurden, bevor diese auf antibiotikahaltige LB-

Agarplatten ausgestrichen wurden.
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2.2.1.9 Kompetente Bakterien

2.2.1.9.1 Elektrokompetente DH10B/BL21 Rosetta

Eine Ubertag-Kultur wurde mit einer Ubernacht-Starterkulter 1:100 angeimpft. Die
Bakterienkultur wurde solange bei 37 °C geschiittelt, bis eine ODgop von etwa 0,6 erreicht
wurde. AnschlieBend wurden die Bakterien abpelletiert und durch mehrfaches waschen mit
Wasser entsalzt. Aufgenommen wurde das Pellet im letzten Schritt in 10 prozentigem Glyce-
rin und in Aliquots in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung der Aliquots erfolg-

te bei -80°C.

2.2.1.9.2 Rekombinationskompetente DH10B mit pcp20

Das pcp20 Plasmid kodiert fiir eine Hitze-induzierbare Flp-Rekombinase. Zusétzlich
ist der Replikationsursprung hitzesensible. Um aus einem in DH10B befindlichen BAC eine
FRT-Kan-Kassette auszuschneiden, wurden die elektrokompetenten Bakterien mit pcp20
elektroporiert, auf LB-Platten mit entsprechenden Antibiotika ausgestrichen und iiber Nacht
bei 30 °C inkubiert. Am niachsten Tag wurden einzelne Kolonien auf LB-Platten ohne Kana-
mycin umgepickt und diese dann bei 42 °C iiber Nacht inkubiert. In dieser Zeit wurde die
Expression der Flp-Rekombinase induziert, die Kanamycin-Kassette ausgeschnitten und
gleichzeitig das pcp20 ausgediinnt, da sich bei dieser Temperatur das Plasmid nicht weiter
vermehren konnte. Der Verlust der Kanamycin-Resistenz wurde anschlieBend durch Restrik-

tionsverdau der BAC-DNA iiberpriift.

2.2.1.9.3 Rekombinations- und elektrokompetente DH10B mit pKD46

Um DHI10B zur allgemeinen Rekombination zu befdhigen, wurden in die Zellen das
Plasmid pKD46 elektroporiert. pKD46 kodiert Arabinose-induzierbare Gene 3, y und exo des
A-Red Phagen und besitzt ebenfalls wie pcp20 einen hitzesensitiven Replikationsursprung.

Um die Bakterien elektrokompetent zu machen, wurde eine Ubertag-Kultur mit einer
Ubernacht-Starterkulter 1:100 angeimpft. Die Bakterienkultur wurde solange bei 30 °C ge-
schiittelt, bis eine ODggg von etwa 0,4 erreicht wurde. Danach wurde Arabinose in einer End-
konzentration von 1 mM zugegeben (Induktion der Expression der Rekombinationsproteine).
Bei dem Erreichen von einer ODgyp von etwa 0,6 wurden die Bakterien abpelletiert und durch
mehrfaches waschen mit Wasser entsalzt. Aufgenommen wurde das Pellet im letzten Schritt
in 10 prozentigem Glycerin und in Aliquots in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lage-

rung der Aliquots erfolgte bei -80°C.
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2.2.1.9.4 Rekombinatios- und elektrokompetente DY 380

DY380 sind modifizierte DH10B und besitzen Hitze-induzierbare A Red Rekombina-
tionsproteine. Um diese elektro- und rekombinationskompetent zu machen, wurde eine Uber-
tag-Kultur mit einer Ubernacht-Starterkulter 1:100 angeimpft. Die Bakterienkultur wurde
solange bei 30 °C geschiittelt, bis eine ODggp von etwa 0,4 erreicht wurde. Danach wurden die
Bakterien 15 min bei 42 °C geschiittelt (Induktion der Expression der Rekombinationsprotei-
ne) und anschliefend im Eiswasserbad rasch heruntergekiihlt. Im Anschluss wurden die Bak-
terien abpelletiert und durch mehrfaches waschen mit Wasser entsalzt. Aufgenommen wurden
das Pellet im letzten Schritt in 10 prozentigem Glycerin und in Aliquots in fliissigem Stick-

stoff schockgefroren. Die Lagerung der Aliquots erfolgte bei -80°C.

2.2.1.10 Herstellung von CMV-Mutanten

Die DNA der hier erzeugten Virusmutanten wurde im BAC durch homologe Rekom-
bination mutiert. Bei der homologen Rekombination werden zum Einbringen einer Ziel-DNA
homologe Bereiche von etwa 50 Basenpaaren bendtigt, die diese flankieren. Kommt die Ziel-
region des BACs mit dem Rekombinationsfragment in rdumliche Nihe, so katalysieren die
Rekombinationsproteine den Austausch den beiden DNAs (schematisch s.u.)

Um die mutierten BACs von den Wildtyp BACs zu unterscheiden, wurde immer eine
Antibiotikaresistenz eingefiihrt, die es ermoglichte nur rekombinierte BACs wachsen zu las-
sen. Zur weiten Kontrolle wurden jeweils mehrere Klone im Restriktionsmuster untersucht
und immer mindestens zwei Klone als Viren rekonstituiert um sicherzustellen, dass es sich bei

einem beobachteten Phanotyp nicht um eine zufillige zusétzliche Mutation handelte.

/—i ——— Rekombinationsfragment

homologe Region

L wild typ BAC

}

S E % Rekombination

{ } mutierter BAC

Abbildung 7: Ubersicht tiber die Ablaufe bei der BAC-Rekombination
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2.2.2 Zellkultur

2.2.2.1 Zellkultivierung

Alle Zellen wurden mit Ausnahme von Suspensionszellen in Zellkulturschalen gehal-
ten. Sobald die Zellen konfluent waren, wurden sie abtrypsiniert bzw. abgeschabt und mit
entsprechendem Medium aufgefiillt und gesplittet (siche 2.1.2). Bei Bedarf wurden die Zellen

vorher in einer Neubauer-Zihlkammer ausgezaihlt.

2.2.2.2 Einfrieren von Zellen

Zellen wurden in 15 cm-Schalen kultiviert. Nach dem Erreichen einer etwa 90 pro-
zentigen Konfluenz werden die Zellen abtrypsiniert bzw. abgeschabt und in ein mit Medium
gefiilltes Falcon-Rohrchen tiberfiihrt. AnschlieBend wurden die Zellen abzentrifugiert und das
Pellet in 4 ml einer Losung aus 10 % DMSO in FCS resuspendiert und in vier Cryotubes zu je
1 ml aliquotiert. Die Aliquots wurden iiber Nacht bei -80 °C und anschlieend in fliissigem

Stickstoff gelagert.

2.2.2.3 Auftauen von Zellen

Zum Auftauen von Zellen, wurden diese aus dem fliissigen Stickstoff geholt, je eine
Minute bei Raumtemperatur und bei 37 °C inkubiert und anschlieend mit Medium in ein 50
ml Falcontube iiberfiihrt. Danach wurden die Zellen bei 300 g fiinf Minuten abzentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Die Zellen wurden in neuem Medium resuspendiert und an-
schliefend in eine 15 cm Schale tiberfiihrt. Nach dem Anheften der Zellen, wurde deren Me-

dium erneut gewechselt.

2.2.2.4 Transfektion mittels PolyFect/SuperFect

Zur Transfektion von 10.1 Zellen wurde PolyFect bzw. SuperFect verwendet. Die
Struktur des PolyFects und SuperFects ist dendrimerisch. Es umgibt DNA und besitzt im
Komplex eine positive Nettoladung, wodurch es an negativ geladene Rezeptoren binden kann.
Zudem schiitzt es die DNA durch Neutralisierung des pH in den Lysosomen.

Fiir Transfektionen mit PolyFect wurde das Protokoll fiir NIH3T3 Zellen verwendet,
wobei fiir ein 6 well 1,5 pg DNA in einem Volumen von 100 pl mit 10 pl PolyFect gemischt
werden. Nach der Formation der Komplexe wurde Medium mit Zusétzen zugegeben und das
Gemisch auf die Zellen gegeben.

Fiir Transfektionen mit SuperFect wurden fiir ein 48 well 0,7 pg DNA in einem Vo-

lumen von 50 pl mit 4,5 pl SuperFect gemischt. Nach Bildung der Komplexe wurde Medium

42



Material und Methoden

mit Zusitzen zugegeben und das Gemisch auf die Zellen gegeben. Nach einer 8 stiindigen

Inkubation mit den Komplexen, wurde dieses gegen frisches Medium ausgetauscht.
2.2.2.5 Virusanzucht

2.2.2.5.1 Anzucht aus BAC

Zum Anziichten von MCMV aus BAC, wurde eine frische BAC-Préparation in 10.1
Zellen transfiziert (siche 2.2.2.4). Im Anschluss wurden die Zellen immer wieder nach Bedarf
expandiert. Nach der letzten Expansion wurde gewartet, bis alle Zellen einen CPE aufwiesen.
Einen Tag spiter wurde der Uberstand abgenommen, gepoolt, darin schwimmende Zellen (-
trimmer) abzentrifuigert (20 min, 5000 g, 4 °C) und anschlieend in einen neuen Zentrifu-
genbecher iiberfiihrt. Darauthin wurde das Virus pelletiert (3 h, 25000 g, 4 °C) und der Uber-
stand vollstindig dekantiert. Das Pellet wurde mit 5 ml frischem Medium bedeckt und tiber
Nacht auf Eis inkubiert. Am nichsten Tag wurde das Medium durch auf- und abpipettieren
homogenisiert und etwaiger Zellschrott abpelletiert. Danach wurde die Virussuspension je
nach Bedarf auf 100 bis 250 pl aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gela-
gert.

Zum Anziichten von HCMV aus BAC wurden MRC-5 Zellen aus drei konfluenten
15 cm Schale abgelost und bei 200 g 10 Minuten abpelletiert. Das Zellpellet wurde in 265 pl
aus einem Ansatz von Komplettmedium mit 5 pg BAC-DNA und 1 pg pCGN71 resuspen-
diert. AnschlieBend erfolgte die Elektroporation (220-240 V, 950 uF; Zeitkonstante nach
Implus: 30-40 ms). Nach einer Inkubation von fiinf Minuten bei Raumtemperatur wurden die
Zellen in eine 15 cm Schale gegeben. Am néchsten Tag wurde das Medium gewechselt und
bei bedarf neue MRC-5 Zellen dazu gegeben. Bei Bedarf wurden die Zellen spéter expandiert.

Das Virus wurde wie oben beschrieben geerntet.

2.2.2.5.2 Anzucht aus Virus

Zur Herstellung von Virusstocks aus MCMV, wurden 3*10 10.1 Zellen mit einer
MOI von 0,025 infiziert und auf 13 15 cm Schalen aufgeteilt. Einen Tag nachdem alle Zellen
einen CPE aufwiesen, wurde das Virus wie unter 2.2.2.5.1 beschrieben geerntet.

Zur Herstellung von Virusstocks aus HCMV, wurden 25 % konfluente MRC-5 Zellen
in 15 cm Schalen mit jeweils 1*10° Viren infiziert. 24 Stunden nachdem alle Zellen einen

CPE aufwiesen, wurde das Virus wie unter 2.2.2.5.1 beschrieben geerntet.
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2.2.2.6 Virustitration

Zur Bestimmung des Gehalts von infektidsen Viren in einer Losung, wurde diese
titriert. Dazu wurden am Vortag 1*10* 10.1 Zellen in 96 well Platten ausgelegt. Am folgenden
Tag wurde die Losung logarithmisch verdiinnt und von dieser Verdiinnung jeweils 100 pl auf
die Platten gegeben. Dabei wurden mit jeder Virusverdiinnung auf jeweils zwei Platten 12
wells infiziert. Eine der Platten wurde ohne weitere Behandlung in den Brutschrank gegeben
und die zweite Platte wurde vorher fiir 30 min bei 1000 g zentrifugiert, welches die Infektidsi-
tdt von MCMYV verbessert (Osborn and Walker 1968). Die Auswertung der Titration erfolgte
bei GFP-exprimierenden MCMV nach flinf bei den anderen Viren (MCMYV und HCMV) nach
10 Tagen. Am Tag der Auswertung wurden die wells gezéhlt, in denen sich Virus ausbreiten

konnte und folgende Formel zur Ermittlung der TCIDsy nach Spearman-Kéarber angewandt.

x-0,5+y
TCIDg= 12

x = letzte Verdiinnungsreihe, bei der alle wells positiv sind (1 =1:10, 2 = 1:100 usw.)
y = Summe alle positiven wells von Reihe x an, bis zur hochsten Verdiinnung in der noch

positive wells sind

2.2.2.7 Bestimmung der Replikationsfahigkeit von Viren mittels Wachstumskurven

Um die Replikationsfdhigkeit der verschiedenen Viren auf unterschiedlichen Zellen zu
ermitteln, wurden Wachstumskurven durchgefiihrt. Hierbei werden die Zellen mit einer nied-
rigen MOI infiziert, sodass man mehrere Replikationszyklen verfolgen werden koénnen.

Dabei wurden die Zellen gleichzeitig mit dem Aussden in 6 well Platten infiziert.
1*10° 10.1 Fibroblasten wurden mit einer MOI von 0,05 infiziert. Bei den schwer infizierba-
ren Makrophagenzelllinien RAW264.7 und IC-21 wurden je 2*10° Zellen mit einer MOI von
0,5 infiziert. Alle zwei Tage wurde das gesamte Medium abgenommen in zwei Proben aufge-
teilt, diese bei -80 °C eingefroren und durch neues Medium ersetzt. Da Makrophagen viele
Cytokine sezernieren konnen, wurde bei ihnen an jedem anderen Tag das Medium ebenfalls
abgenommen, verworfen und durch neues Medium ersetzt.

Die Titerbestimmung erfolgte wie unter 2.2.2.6 beschrieben, wobei mit der unver-
diinnten Probe begonnen wurde. Zusétzlich wurde zur genauen Bestimmung der eingesetzten

Virusmenge diese erneut titriert.
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2.2.2.8 Transfektion mittels Calciumphospat

Die Methode der Calciumphosphat Transfektion von 293-Zellen und deren Derivaten
ist eine der &ltesten aber auch kostengiinstigsten und eine gut funktionierende Methode. Hier-
bei bindet sich DNA an ausfallendes Calciumphosphat und wird von den Zellen mittels Endo-
zytose aufgenommen (Bacchetti and Graham 1977; Wigler, Pellicer et al. 1978).

Da diese Methode einen groflen Stress fiir die Zellen darstellt, konnten sie erst bei dem

Erreichen einer minimalen Konfluenz von etwa 70% bis 80 % transfiziert werden.

Ein typisches Pipettierschema sah wie folgt aus:

Tabelle 5: Zusammensetzung eines Transfektions-Ansatzes

6 well 10cm Schale
DNA 3,5ug 20 pg
H,O ad 192 pl ad 990ul
2M CaCl2 27 ul 140 pl
2xHBS pH7,05 219 ul 1130ul

2.2.2.9 Herstellung von Retroviren

Die zur Transduktion von eukaryotischen Zellen bendtigten Retroviren wurden in
Phoenix-Zellen hergestellt. Phoenix Zellen besitzen die Gene gag, pol und env des Moloney
Murine Leukemia Virus (MMLYV). Dabei stehen die Gene nicht unter MMLV-Promotoren
und sind selektionierbar mit Hygromycin (gag-pol) bzw. Diphteriatoxin (env).

Die Phoenix Zellen wurden mittels Calciumphosphat transfiziert und der Retrovirus
enthaltende Uberstand 48 und 72 Stunden spiter geerntet. Die Retrovirus-Suspension wurde
mittels Filtration von Phoenixzellen gereinigt, anschlieBend mit Sequabrene versetzt und auf
die sich teilenden Zielzellen gegeben. Sequabrene ist ein kationisches Polymer, welches die
Effizienz der retroviralen Infektion durch Neutralisation der abstolenden Ladungen zwischen

Zielzelle und Retrovirus erhoht.

2.2.2.10 Herstellung von stabilen Zelllinien

Um stabile Zelllinien herzustellen, wurden die Zielzellen mit einem selektionierbaren
Konstrukt retroviral transduziert. Zwei Tage nach Transduktion wurde die Selektion mit Pu-
romycin oder G418 begonnen und so lange durchgefiihrt, bis die Kontrollzellen komplett ab-
gestorben waren. Der Erfolg der Transduktion wurde durch Uberpriifen der Proteinexpression
im Western Blot und/oder in der Immunfluoreszenz getestet. Bei Bedarf wurden einzeln Zell-

klone gepickt und analysiert.
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2.2.3 Proteinchemische Methoden

2.2.3.1 Proteinexpression in BL21 Rosetta

Zur Proteinexpression in Prokaryoten wurde der pMalC2 Vektor verwendet, welcher
eine induzierbare Proteinexpression ermdglicht. Hierfiir wurde eine Ubertag-Kultur mit einer
Ubernacht-Starterkultur angeimpft und mit den entsprechenden Antibiotika bei 37 °C auf dem
Schiittler inkubiert. Bei erreichen einer ODggg ~ 0,6 wurde IPTG in einer Endkonzentration
von 0,5 mM zugegeben und die Bakterien fiinf Stunden bei Raumtemperatur weiter geschiit-
telt. AnschlieBend wurden die Bakterien abpelletiert, in Sdulenpuffer resuspendiert und bis

zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

2.2.3.2 Extraktion und Aufreinigung von Proteinen aus Prokaryoten

Zur Extraktion der Proteine von Bakterien, wurden die bei 80 °C befindlichen Ali-
quots im kalten Wasserbad aufgetaut und anschliefend durch Ultraschallbehandlung auf Eis
lysiert. Eine Kldrung des Lysats von ungeldsten Proteinen erfolgte durch abzentrifugieren und
anschlieendem steril filtrieren. Alle nachfolgenden Schritte wurden bei 4 °C durchgefiihrt.
Die Aufreinigung des Maltosebinden Proteins gekoppeltem Protein, wurde das geklirte Lysat
iber eine Amylose Resin Sédule gegeben. Die Sdule wurde anschlieBend mit 15 Matrixvolu-
men Sdulenpuffer gewaschen. Zum Eluieren des gekoppelten Proteins, wurde 25 ml Eluti-
onspuffer auf die Sdule gegeben, welcher dann in 1 ml Aliquots aufgefangen wurde. Je 50 pl
der einzelnen Aliquots wurden in der SDS-Page aufgetrennt, mit Coomassie angefédrbt und die

Aliquots mit der hochsten Menge gewiinschten Proteins gepoolt.

2.2.3.3 SDS-Page

Zur Auftrennung von Proteinproben wurden Tris-Tricine Gele verwendet. Dieses Sys-
tem bietet gegeniiber dem Laemmli-System den Vorteil der besseren Auftrennung bei kleinen
Proteinen. Je nach GroBe der Proteine wurden diese in 7,5 bis 15 prozentigen Gelen aufge-

trennt. Die Zusammensetzung der Gele war wie folgt:

Tabelle 6: Zusammensetzung von Polyacrylamid-Gelen

Chemikalie Sammelgel Trenngel
Rotiphorese gel 30 (37,5:1) 7 % (entspr. 4 %) 25-50 % (entspr. 7,5-15%)
Tricine Gel Puffer 33 % 33 %

Glycerol - 1 0%

Wasser 60 % 7-32 %
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2.2.3.4 Coomassie-Farbung von Polyacrylamid-Gelen

Zum direkten Anfdrben von Proteinen aus der SDS Page, wurde das Trenngel vom
Sammelgel separiert und fiir 90 min in Coomassie Stain Losung bei Raumtemperatur auf dem
Schiittler inkubiert. Zum Entfernen unspezifisch gebundenem Coomassie, wurde das gefarbte
Gel fiir sechs Stunden in Coomassie Destain Losung (mehrfach gewechselt) bei Raumtempe-
ratur auf dem Schiittler inkubiert.

Zum Konservieren der gefiarbten Gele, wurden diese getrocknet. Dafiir wurde das ent-
farbte Gel einmal mit Trocknungslosung gewaschen und anschlieend fiir 30 min in Trock-
nungslosung auf dem Schiittler inkubiert. Das Gel wurde dann in einen Trocknungsrahmen

gespannt und fiir zwei Tage horizontal bei Raumtemperatur gelagert.

2.2.3.5 Western Blot

Zum Nachweis von Proteinen aus der SDS-Page mittels Antikorper, wurden die Prote-
ine auf Membranen geblottet. Proteine die ein Molekulargewicht von weniger als 15 kD be-
sitzen, wurden fiir eine Stunde bei 0,8 mA/cm” auf PVDF-Membran iibertragen. GroBere Pro-
teine wurden fiir 40 bis 80 min bei 2 mA/cm? auf Nitrocellulose iibertragen. Zur Kontrolle der
Ubertragung der Proteine auf die jeweilige Membran, wurden diese mit Ponceau S angefirbt.
Anschliefend erfolgte eine einstiindige Blockierung mit Magermilch oder BSA bei Raum-
temperatur auf dem Schiittler. Die Inkubation mit dem priméiren Antikdrper erfolgte entweder
fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 4 °C. Nach dem Waschen mit
Tween-haltigem PBS erfolgte die Inkubation mit dem HRP-gekoppelten sekundiren Antikor-
per fiir eine Stunde bei Raumtemperatur. Die Exposition der Rontgenfilme erfolgte nach er-

neutem waschen. Hierbei wurde die Exposition des Films der Stirke des Signals angepasst.
2.2.4 Immunologische Methoden

2.2.4.1 Immunisierung von Mausen
(durchgefiihrt von AG Nieswandt am Rudolf-Virchow Zentrum)

Maiuse wurden mit MBP/m41-Fusionsprotein immunisiert. Der Antikorpertiter der Se-
ren der immunisierten Méause wurde regelmafig mittels ELSIA bestimmt. Bei einem Antiko-
pertiter von <1:40000 wurde den Méusen die Milz entnommen zur Herstellung von Hybrid-
omen und das restliche Serum gewonnen, welches in den nachfolgenden ELISAs als Positiv-

kontrolle genutzt wurde.
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2242 ELISA

Zum Nachweisen von spezifischen Antikérpern im Méuseserum bzw. Hybridomii-
berstand, wurde das als Antigen verwendete Protein in einer Konzentration von 5 pg/ml auf
ELISA Platten gegeben und eine Stunde bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend erfolgte ein blo-
ckieren des gecoateten Proteins mit BSA bei 37 °C fiir eine weitere Stunde. Danach erfolgte
die Inkubation mit dem Serum, oder Hybridomiiberstand. Auch die anschlieende Inkubation
mit dem HRP-gekoppeltem Sekundirantikorper erfolgte fiir je eine Stunde bei 37 °C. Der
Nachweis von gebundenen Antikérpern erfolgte mit TMB.

2.2.4.3 Herstellung von Hybridomen

Antikorperproduzierende B-Zellen haben nur eine geringe Lebensdauer. Um diese
tiber ldngere Zeit in Zellkultur zu halten wurden sie mit Myelomazellen fusioniert. Dabei
wurde die Milz einer positiven Maus (sieche 2.2.4.1) durch ein Zellsieb gedriickt und eine
Halfte zur spéteren Verwendung mit FCS/DMSO (9:1) gemischt und in fliissigem Stickstoff
eingefroren. Die andere Hilfte wurde mit 3*10” Ag14 Zellen gemischt. AnschlieBend wurden
die Zellen fiir 5 min bei 200 g bei Raumtemperatur zentrifugiert und zwei Mal mit RPMI oh-
ne Zusitze gewaschen. Danach wurde sehr vorsichtig Polyethylenlycol zugegeben und die
Suspension fiir eine Minute vorsichtig in der Hand geschwenkt. Im Anschluss wurde tropfen-
weise 10 ml RPMI zugegeben und die Suspension mit HAT-haltigem RPMI auf 100 ml auf-
gefiillt. Anschlieend wurden die fusionierten Zellen auf die zwei Tage vorher ausgesdten
Feederzellen in 96 well Platten verteilt. Sobald die Hybridome angemessen grof3e Kolonien
gebildet hatten, wurden die Uberstéinde im ELSIA getestet. Positive Klone wurden in 24 well
Platten mit Feederzellen gegeben. Bei weiteren Expansionen wurden keine Feederzellen mehr

zugegeben. Auch wurde bei Erreichen von Zellkulturflaschen die HAT-Selektion ausgesetzt.

2.2.4.4 Aufreinigung von Antikorpern aus Hybridomuberstand

(durchgefiirht von AG Nieswandt am Rudolf-Virchow Zentrum)

Hybridome wurden in aufrechten T 175 Flaschen im Brutschrank kultiviert und jeden
Tag geschwenkt. Nach dem Erreichen der kritischen Zelldichte wurden die Flaschen einen
weiteren Tag bei 4 °C inkubiert, woraufhin die Hybridome abpelletiert wurden. Der Uber-
stand wurde zusétzlich iiber einen 0,45 Filter weiter von Zelltrimmern befreit und im An-
schluss tiber eine Protein G Sdule gegeben. Der Proteingehalt des aufgereinigten Antikorpers

wurde bestimmt und Aliquots bei -20 °C gelagert.
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2.2.4.5 Immunfluoreszenz

Zum Uberpriifen der Expression bzw. der intrazelluliren Lokalisation eines Proteins
wurden Zellen am Tag vor der Infektion/Transfektion auf Deckgldschen umgesetzt. Zum ge-
wiinschten Zeitpunkt der Detektion wurden die Zellen mit PBS gewaschen und anschlie3end
fiir zwanzig Minuten mit 3 prozentigem Paraformaldehyd bei 4 °C inkubiert. Anschliefend
wurden die Aldehydreste mit Ammoniumchlorid blockiert und die Zellen mit 0,3 % TritonX-
100 permeabilisiert. Blockiert wurden die Zellen mit 0,2 % Gelatine. Die Inkubation mit dem
primdren Antikorper erfolgte fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur, oder bei 4 °C iiber Nacht
und die mit dem sekunddrem fiir eine Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln. Bei Bedarf
wurden die Zellkerne mit DAPI angefdrbt und anschlieBend die Deckglédschen mit Mounting
medium auf Objekttriger fixiert.

2.2.5 Apoptoseassays

2.2.5.1 MTT-Assay

Zur Messung der Vitalitdt von Zellen wurden MTT-Tests durchgefiihrt (Mosmann
1983). MTT ist eine gelbliche, wasserlosliche Substanz, die durch mitochondriale und en-
doplasmatische Enzyme zu Formazan umgewandelt wird, welches violett und wasserunldslich
ist.

Da FCS und Antibiotika den Assay storen, wurde MTT in DMEM ohne Zusétze ver-
diinnt und auf die zu untersuchenden Zellen gegeben. Nach einer Inkubation fiir vier Stunden
im Brutschrank wurde das MTT-haltige Medium abgesogen und die Zellen solubilisiert. Die
Auswertung erfolgte im ELISA-Reader durch die Messung der Absorption bei 670 nm (Ab-

sorptionsmaximum Formazan) und zur Kontrolle bei 570 nm (Absorptionsmaximum MTT).

2.2.5.2 Cytochrom c Freisetzungstest

Zum Nachweis der Induktion von mitochondrialer Apoptose wurde ein Cytochrom c
release assay durchgefiihrt. Dieser beruht darauf, das Cytochrom c, welches normaler weise
als Teil der Atmungskette in den Mitochondrien lokalisiert ist, nach apoptotischen Stimuli ins
Zytoplasma tibergeht. Durch vorsichtige Lyse von Zellen lassen sich mitochondriale Fraktio-
nen von cytoplasmatischen Fraktionen trennen.

Dieses wurde wie folgt durchgefiihrt. 1*10° 10.1 Fibroblasten wurden in 6 well Platten
fiir fiinf Stunden mit 450 nM Staurosporin behandelt und anschlie8end fiinf Minuten in isoto-
nem Lysepuffer auf Eis lysiert. Darauf folgte das abpelletieren der mitochondrialen Fraktion

fiir eine Minute bei 16000 g. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt, das
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Pellet in derselben Menge Lysepuffer resuspendiert und beide Fraktionen anschlieBend mit

Probenpuffer aufgekocht und im Western Blot analysiert.

2.2.5.3 Bak-Oligomerisierungs Assay

Um zu {iberpriifen, ob sich das proapoptotische Bak in einem monomeren oder oligo-
meren Zustand befindet, wurde ein Bak-Oligomerisierungs Assay durchgefiihrt. Hierbei be-
dient man sich der Tatsache, dass chemische Quervernetzer, wie z.B. 1°,6-
bismaleimidohexan (BMH) die durch die Quartarstruktur bedingten wechselwirkenden Prote-
ine kovalent iiber Sulthydrylreste zu binden.

Hierbei wurden 5*10° Zellen im 6 well (6 h. p.i.) fiir finf Stunden mit 450 nM Stau-
rosporin behandelt und anschlieBend wie unter 2.2.5.3 lysiert und geerntet. Die erhaltenen
Pellets wurden in HIM Puffer resuspendiert und anschlieBend mit frisch in DMSO angesetz-
tem BMH in einer Endkonzentration von 2 mM fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inku-
biert. Die Proben wurden anschlieend mit Probenpuffer aufgekocht und im Western Blot
analysiert.

Bei Transduzierten Zellen wurde dhnlich verfahren. Lediglich die Induktion der Bak-

Oligomerisierung erfolgte fiir 15 anstelle von sechs Stunden.
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3. Ergebnisse

3.1 Untersuchungen zur Relevanz des m41 Proteins

3.1.1 Konstruktion von Virusmutanten

Zur Klarung der Funktion des m41 Proteins, wurden Viren auf Basis der m41-
Deletionsmutante mit Hilfe der Replacer Technologie (Jurak and Brune 2006) konstruiert, in
denen die fiir die Zellkultur zu vernachldssigende m02-m06 Region durch Varianten des m41

Gens ersetzt wurden (Abb. 8).

D—IL02>M m04 > m0b5 > m06 / \I:/IHCMV
MCMV
EHLO2>‘Im_03 mO04 > m05 >_m06 0 A

MCMV rep
m41HA

MCMV rep
m41*HA

MCMV rep
HAmMA41

MCMYV rep
m41HAmut

*
YXXL->AXXL

Abbildung 8: Schematische Darstellung der hergestellten Virusmutanten. Resistentgene sind mit Kan (Ka-
namycinresistenz) und Zeo (Zeocinresistenz) abgekiirzt. Die gestreiften Boxen symbolisieren den eingefiigten
HA-tag, schwarze Elipsen FRT-sites und PGKp symbolisiert den murinen Phosphoglycerat-Kinase-Promotor,
unter dem die durch die Replacer-Technologie eingefiihrten Gene stehen.

Zum einen wurden solche Mutanten konstruiert, welche ein HA-getaggtes m41 Protein
(N- bzw. C-Terminus) zur Folge haben. Des Weiteren wurde eine Mutante geschaffen, welche
zusitzlich zum C-terminalen HA-tag ein mutiertes Golgilokalisierungs-Motiv enthielt
(m41HAmut), um herauszufinden, ob die Golgilokalisierung fiir die Funktion des m41-
Proteins essentiell ist. Als letztes wurde eine Mutante geschaffen, welche eine kurze interge-
nische Sequenz vor dem Startkodon des m41 Gens beinhaltet, da sich in dieser Region eine
putative Splice-Donor-Stelle befindet (m41*HA). Diese Mutante ist auch die einzige, welche
keine kiinstliche Kozak-Sequenz vor dem m41 Start-Kodon enthilt. Durch die homologe Re-

kombination dndert sich das Restriktionsmuster im Virus, welches durch den Verdau des ent-
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sprechenden BACs iiberpriift werden kann (Abb. 9). Die zu erwartenden Anderungen im Be-

zug zum Wildtyp-Bac sind in Tabelle 7 zusammengefasst.

Tabelle 7. Unterschiede der Virusmutanten bezogen auf den wildtyp (GFP). Im BAC-Gel sichtbare Banden-
verdnderungen zum Wildtyp-BAC, bei entsprechendem Verdau sind in dieser Tabelle aufgelistet.

BAC/Virus EcoRI SnaBI
fehlt neu fehlt neu
MCMV Am41 - - 4798 8158
3399
rep HAm41 22816 4181 4798 8158
3399 2171
1642
rep m41HA 22816 4186 4798 8158
3399 2201
1642
rep m41HA mut 22816 4186 4798 8158
3399 2201
1642
rep m41*HA 22816 4153 4798 8158
1046 3399 2170
1642
% - < £ < % - < g <
¥f o« § L T ¢ T o I {
2 2 £ ¢ %8 2z ¢ ¢l
O O a a a o O O a a a o
EcoRl = = & & 2 2 SnaBl = S 2 ¢ ¢ 9

10k E 10 kb
8 kb 8 kb
6 kb [C : 6 kb
5Kkb ko -t i : 5 kb
4 kb [T 4kb
3,5kb |4
3kb[ 35kb
3 kb
2,5 KD |
-
2kb 2,5kb
1,5 Kb |y
2kb |
1 kb

Abbildung 9: Uberpriifung des Bandenmusters der m41 Virusmutanten. 1,5 pg BAC-DNA wurden mit
EcoRI bzw. SnaBI verdaut und iiber Nacht im 0,6%igem Agarosegel aufgetrennt.
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Die tatsidchlichen Badenmuster im EcoRI und SnaBI Restriktionsverdau entsprechen
den theoretisch errechneten, weshalb die BAC-Mutagenese als erfolgreich angesehen wurde
und die BACs zur Rekonstitution der Viren in 10.1 Fibroblasten transfiziert wurden.

Nach erfolgter Rekonstitution wurde die virale Expression von m41 in infizierten Zel-
len mittels Western Blots iiberpriift. In Abbildung 10 ist zu erkennen, dass alle m41 kodieren-

den Viren das m41 Protein exprimieren, wobei das N-Terminal getaggte m41 etwas grofer

erscheint, als das C-Terminal getaggte.

rep m41HA
rep HAm41
rep m41*HA
repm41HAmut

mock
Am41

25kD —

n
\
\

’

15kD —

Abbildung 10: Uberpriifung der m41-Expression von verschiedenen MCMV-Mutanten. Proteine infizierter
10.1 Zellen wurden 24 Stunden nach Infektion mit dem entsprechenden Virus durch Lyse mit kochendem Pro-
benpuffer geerntet. Die Proteine wurden in der SDS-PAGE aufgetrennt und mit einem mouse anti-HA und ei-
nem anti-mouse HRP-Antikorper detektiert.

3.1.2 Uberpriifung der Funktionalitiat der m41 Virusmutanten

3.1.2.1 Wachstumskurven

Um die Replikationsfahigkeit der m41 Virusmutanten zu tiberpriifen wurden onestep
(Abb. 11A) und multistep (Abb. 11B) Wachstumskurven auf 10.1 Fibroblasten und SVEC4-
10 Endothelzellen durchgefiihrt, sowie eine onestep Wachstumskurve auf J774A.1
Makrophagen (Abb. 11C). Hier war zu beobachten, dass die Mutante mit dem N-Terminal
getaggtem m41 sich wie die Deletionsmutante verhielt. Die einzige Mutante die sich voll-
kommen wie der Wildtyp verhielt war lediglich jene Mutante, welche den HA-tag am C-
Terminus und zusétzlich dazu eine kurze intergenische Sequenz vor dem Startkodon enthielt.
Die Insertion der Kozak-Sequenz, welche die Expression des m41 Proteins verstirken sollte
fiihrte demnach in diesem Fall nicht zur Reversion des Wildtyp-Phinotyps beziiglich der
Replikationsfahigkeit auf murinen Fibroblasten und Endothelzellen. Des Weiteren war zu

beobachten, dass die m41 Deletionsmutante auf den J774A.1 Makrophagen nicht zu einer
produktiven Infektion fiihrte.
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Abbildung 11: Wachstumskurven der m41 Virusmutanten auf 10.1 Fibroblasten, SVEC4-10 Endothelzel-
len und J774A.1 Makrophagen. Die entsprechenden Zellen wurden entweder komplett infiziert (A) oder mit
geringer Virusmenge infiziert um die Ausbreitung der Infektion mit einzubeziehen (B).Makrophagen wurden mit
einer MOI von 5 infiziert (C). An den entsprechenden Tagen wurden Proben genommen und die Virustiter durch
Titration ermittelt.

3.1.2.2 Vitalitatstests

Um herauszufinden, ob die hergestellten Mutanten die Virus-induzierte Apoptose in-
hibieren, wurden 10.1 Fibroblasten mit einer MOI von drei infiziert und die Viabilitit mittels
MTT-Test 96 h nach Infektion bestimmt (Abb. 12A). Um weiterhin den Mechanismus der

Apoptose-Inhibiton zu ermitteln wurden infizierte 10.1 Fibroblasten sechs Stunden nach In-
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fektion mehreren Apoptosestimuli ausgesetzt. 18 Stunden nach Inkubation mit der entspre-
chenden Chemikalie wurde die Vitalitdt bestimmt (Abb. 12B). Wie zuvor bei den Wachs-
tumskurven, war auch hier zu beobachten, dass sich die HAm41 Mutante wie die Deletions-
mutante verhielt. Weiterhin war zu beobachten, dass die m41 Deletionsmutante sensitiv ge-
geniiber Staurosporin und Actinomycin D-induzierter Apoptose ist. TNF-a induzierte Apop-
tose, welche durch M36 und M45 inhibiert wird, fiihrte hier erwartungsgemaf3 nicht zur

Apoptoseinduktion.

>
—
N
o

100 1
Wildtyp

m41HAmut
Am41

rep m41HA
rep HAm41
B rep m41*HA

[0]
o

D
o
| I I I

I
o

Relative Vitalitat [%)]

N
o

o

vy
N
X
(]

N

00

B (o)) [e.]
o o o

Relative Vitalitat [%]

N
o

Staurosporin Actinomycin D TNF-a

Abbildung 12: Vitalitdt von mit m41l-Mutanten infizierten Zellen. 10.1 Zellen wurden mit einer MOI von
drei infiziert. (A) 96 Stunden nach Infektion wurde die Viabilitit der infizierten Zellen mittels MTT bestimmt.
(B) sechs Stunden nach Infektion wurden die Zellen mit 150 nM Staurosporin, 200 ng/ml Actinomycin D oder
25 ng/ml CHX mit 100 ng/ml TNF-a behandelt. 18 Stunden nach Behandlung wurde die Vitalitdt der infizierten
Zellen mittels MTT bestimmt.

3.1.3 Herstellung eines monoklonalen anti-m41 Antikorpers

3.1.3.1 Herstellung des Antigens

Zur Herstellung des m41 Antigens wurde zundchst mittels PCR eine C-Terminal ver-
kiirzte Variante des m41 hergestellt. Diese Variante enthélt die Transmembrandoméne nicht
mehr, welche bei der Expression in E. coli zu Loslichkeitsproblemen fiihren kénnte. Im An-

schluss wurde das verkiirzte m41 mit dem Maltosebindendem Protein (MBP) fusioniert. Das
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durch eine Amylose-Matrix-Sdule aufgereinigte Protein wurde in Fraktionen gesammelt und

Aliquots auf ein Coomassie-Gel gegeben (Abb. 13)

m41/MBP Fusionsprotein

Frakton 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

“....."' 50kD
.Q."""

35kD

Abbildung 13: Uberpriifung der relativen m41/MBP-Mengen in den Faktionen der Proteinaufreinigung.
Aliquots der einzelnen Fraktionen aus der Proteinaufreinigung mittels Amylose-Matrix-Sdule wurden in der
SDS-PAGE aufgetrennt. Im Anschluss an den Gellauf wurden die Proteine mittels Coomassie Brilliant Blau
gefarbt.

Die Fraktionen 2 und 3, welche den hochsten relativen m41/MBP-Gehalt aufwiesen
wurden gepoolt und der absolute Gehalt an m41/MBP durch vergleich mit verschiedenen

BSA Konzentrationen auf einem Coomassie-Gel ermittelt (Abb. 14)

MBP/m41 BSA [10ug/ul]
75k
l ’
-
50k
© © AN <t g
Verdinnung .~ ¥ ¥ 2 £ & oz = £ % 3 ¢

Abbildung 14: Uberpriifung der m41/MBP-Konzentrationen in dem gepooltem Eluat der Proteinaufreini-
gung. Proben des m41/MBP-Lysats wurden in unterschiedlichen Verdiinnungen in der SDS-PAGE aufgetrennt.
Parallel dazu wurde als Referenz verschiedene Konzentration von BSA mit aufgetrennt. Nach dem Gellauf wur-
den die Proteine mit Coomassie angefarbt und die unterschiedlichen Konzentrationen miteinander verglichen.

3.1.3.2 Uberprufung von Hybridomen auf Sekretion von m41 spezifischen Antikérpern

Zwei Monate nach der ersten Immunisierung wurde der ersten Maus die Milz entfernt
und die B-Lymphozyten mit den Myelomzellen fusioniert. Zwei Wochen spéter wurden dann
die ersten Klone im ELISA auf m41 Spezifitit iiberpriift. Tabelle 8 gibt eine Ubersicht iiber
die getesteten Klone und ihre Spezifitit.
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Tabelle 8: Auflistung der getesteten Hybridome hinsichtlich ihrer Spezifitt. Hybridomiiberstinde, wurde
auf Reaktivitdt gegen m41 und MBP im ELISA getestet.

Klone getestet anti-MBP anti-m41 positiv nach Subklonierung

793 72 3 1

Der anti-m41-Antikdrper wurde vom Uberstand des einzigen m41-spezifischen Klons (2A6)

mittels HPLC aufgereinigt.

3.1.4 Herstellung von m41 stabil exprimierenden Zellen

Da mittels Virusmutanten ein m41 bedingter Schutz vor Staurosporin und Actinomy-
cin D-induzierter Apoptose gezeigt wurde, sollte untersucht werden, ob die isolierte Expressi-
on von m41 in Mauszellen ebenfalls zu diesem Phanotyp fiihren wiirde. Hierfiir wurden muri-
ne M2-10B4 Zellen mit Retroviren transduziert und mit G418 selektioniert. Nach dem Tod
der Kontrollzellen wurde die m41-Expression der mit m41 transduzierten Zellen mittels Im-

munfluoreszenz liberpriift (Abb. 15)

Abbildung 15: m41-Expression in transduzierten M2-10B4 Zellen. Transduzierte M2-10B4 Zellen wurden
auf einem Deckglédschen kultiviert. Vor der Detektion von m41 mit dem spezifischen m41 Antikdrper wurden
die Zellen fixiert und permeabilisiert.

Da nur sehr wenige Zellen m41 schwach exprimierten wurden einzelne Klone durch
limitierende Verdiinnungen isoliert und diese erneut im Western Blot (Abb. 16A) und in der
Immunfluoreszenz (Abb. 16B) getestet.

Zu beobachten war hier, dass die verschiedenen Klone sehr unterschiedliche Mengen
an m41 produzieren und der m41 Antikérper im Western Blot eine zusétzliche Bande auf Ho-
he von etwa 100 kD detektiert. Im Anschluss wurden die verschiedenen Klone auf ihre Fahig-
keit Staurosporin und Actinomycin D-induzierter Apoptose zu widerstehen hin untersucht. In
Abbildung 17 ist zu sehen, dass die verschiedenen Klone sehr unterschiedliche Phénotypen

aufweisen.
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m41 exprimierende Klone
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Abbildung 16: m41-Expression in Zellklonen von transduzierten M2-10B4 Zellen. Transduzierte M2-10B4
Klone wurden fiir die Proteindetektion im Western Blot in 6well Platten kultiviert und durch kochenden Proben-
puffer lysiert. Die Proteine wurden in der SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieBend mit dem spezifischen m41
Antikorper nachgewiesen (A). Fiir die m41 Detektion in der Immunfluoreszenz wurden sie auf Deckgldschen
kultiviert. Vor der Detektion von m41 mit dem spezifischen m41 Antikérper wurden die Zellen fixiert und per-
meabilisiert (B).
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Abbildung 17: Vitalitat von apoptose-stimulierten, m41 transduzierten M2-10B4 Klonen. Die stabil m41
exprimierenden Zellklone wurden mit 125 nM Stauroporin oder 60 ng/ml Actinomycin D behandelt. 72 Stunden
nach Behandlung wurde die Vitalitit mittels MTT gemessen und in Bezug zur Vitalitdt zum Zeitpunkt der Be-
handlung gesetzt.

Da die m41 exprimierenden Zellklone einen recht heterogenen Phédnotyp aufwiesen
und nur die Virusmutante, welche einen kurzen intergenischen Bereich vor dem m41 Startko-
don beinhaltet einen Wildtyp-Phénotyp aufwies, lag die Vermutung nahe, dass der von Broc-

chieri et al. (Brocchieri, Kledal et al. 2005) beschriebene m41.1 ORF fiir den Phinotyp des
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m41-Deletionsvirus verantwortlich sein konnen (Abb. 18). Daher wurde im weiteren Verlauf

der Arbeit das m41.1 zur Untersuchung der Apoptoseinhibition herangezogen.

53786 54019 5|4199
A
i T < WA MCMV wt
54189

Abbildung 18: Theoretische Lokalisierung eines m41.1 ORF innerhalb des m41 ORF laut Brocchieri et al.

3.2 Untersuchungen zur Relevanz des m41.1 Proteins

3.2.1 Konstruktion von Virusmutanten

Um die Funktionen von m41 und m41.1 getrennt betrachten zu kdnnen wurde zu-
ndchst eine Mutante hergestellt, die ein C-terminal HA getaggtes m41.1 unter dem nativen
Promotor exprimiert, um die theoretische Expression des ORF zu verifizieren. Zusétzlich
wurden einzel-knockout Viren und Substitutionsmutanten mit Myxomavirus M11L (virales
Bcl-2-Analog) und Bcl-xp, durch Rekombination mit der oben beschriebenen m02-m06 Regi-
on, und eine zusitzliche Doppelknockout Mutante, bei der auch der m38.5 ORF deletiert
wurde (Abb. 19), hergestellt.

Die verdnderten Restriktionsmuster wurden durch den Verdau des entsprechenden BACs
{iberpriift (Abb. 20). Die zu erwartenden Anderungen im Bezug zum Wildtyp-Bac sind in

Tabelle 9 zusammengefasst.

Tabelle 9. Unterschiede der Virusmutanten bezogen auf den Wildtyp (MCMV GFP). Im BAC-Gel sichtba-
re Bandenverinderungen zum Wildtyp-BAC, bei entsprechendem Verdau sind in dieser Tabelle aufgelistet.

Virus EcoRI HindIII
fehlt neu fehlt neu
MCMV Am41 - - - -
repHABcIXI 22816 - 2158 -
repM11L 22816 1073 2158 -
repm41.1 22816 965 2158 1203
m41.1 in situ ko frt kan - 8243 - 8797
1071
m41.1 in situ ko - 8243 - -
m41.1 in situ ko, m38.5ko 12000 - -
8243
m41 in situ ko frt kan - 8026 - 8787
1071
m41 in situ ko - 8026 - -
MCMV m41.1HA - 8036 - 8584
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Abbildung 19: Schematische Darstellung der hergestellten Virusmutanten. Resistenzgene sind mit Kan
(Kanamyzinresistenz) und Zeo (Zeocinresistenz) abgekiirzt. Die gestreiften Boxen symbolisieren den eingefiig-
ten HA- bzw. Flag-tag, schwarze Elipsen FRT-sites und PGKp symbolisiert den murinen Phosphoglycerat-
Kinase-Promotor, unter dem die durch die Replacer-Technologie eingefiihrten Gene stehen.
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Abbildung 20: Uberpriifung des Bandenmusters der m41.1 Virusmutanten. 1,5 ug BAC-DNA wurden mit
EcoRI bzw. HindIII verdaut und iiber Nacht im 0,6 prozentigem Agarosegel aufgetrennt.
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Die tatsichlichen Badenmuster im EcoRI und HindIII Restriktionsverdau entsprechen
den theoretisch errechneten, weshalb die BAC-Mutagenese als erfolgreich angesehen wurde
und die BACs zur Rekonstitution der Viren in 10.1 Fibroblasten transfiziert wurden. Nach
erfolgter Rekonstitution wurde dann noch zusétzlich die virale Expression der inserierten Pro-
teine in infizierten Zellen mittels Western Blots iiberpriift. In Abbildung 21 ist zu erkennen,

dass alle Viren die entsprechenden Proteine exprimieren.

] MCMV rep HABGIXI
t MCMV rep FlagM11L

mock
l MCMV wt

Laal
add
| MCMV m41.1ko

IE 1

= M HAFlag

Abbildung 21: Uberpriifung der Expression von verschiedenen MCMV-Mutanten. Proteine infizierter 10.1
Zellen wurden 24 Stunden nach Infektion mit dem entsprechenden Virus durch Lyse mit kochendem Probenpuf-
fer geerntet. Die Proteine wurden in der SDS-PAGE aufgetrennt und mit einem anti-HA bzw. anti-Flag Antikor-
per detektiert. Als Infektionsmarker wurde das virale immediately early 1 (IE1) detektiert.

3.2.2 Uberpriifung der viralen m41.1 Expression

Um sicher zu stellen, dass der putative m41.1 ORF vom Virus genutzt wird, wurden

Proteinlysate von MCMV-Wildtyp und MCMV m41.1HA infizierten Zellen im Western Blot

untersucht.
< <
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Abbildung 22: Uberprifung der viralen m41.1 Expression. Infizierte Fibroblasten wurden mit einer MOI von
fiinf infiziert und die Proteine 24 Stunden nach Infektion geerntet. Zusétzlich wurden Fibroblasten mit pcDNA
m41.1HA bzw. pcDNA (mock) transfiziert, als Positiv- bzw. Negativkontrolle.
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Abbildung 22 zeigt eine klare Bande etwas unterhalb der 10 kD Markerbande sowohl
in der Bahn mit dem MCMV m41.1HA Zell-Lysat als auch in jener mit Zell-Lysat aus
m41.1HA transfizierten Zellen. Die theoretisch vorhergesagte GroBle von m41.1 ist etwa 8
kD, was mit der beobachteten Grof3e iibereinstimmt.

Da der putative ORF bestétigt war, sollte nun iiberpriift werden, mit welcher Kinetik
das m41.1 Protein im Laufe der MCMV-Infektion exprimiert wird. In Abbildung 23 ist zu
sehen, das m41.1 bereits nach fiinf Stunden detektierbar ist, ein Zeitraum, in dem es bereits
auch zur Expression der frithen (z.B. El), aber noch nicht der spiten MCMV-Gene (z.B.
M44) kommt.

Stunden nach Infektion mit MCMV m41.1HA

0 2,5 5 10 24 48
-— S TS 1IE1

w e "9 W E1

- - e M4

—d gB

——— — — e [-actin

Abbildung 23: Uberpriifung der m41.1 Expressionskinetik. Murine 10.1 Fibroblasten wurden mit einer MOI
von flinf infiziert. Zu den entsprechenden Zeitpunkten wurden die Proteine geerntet und im Western Blot unter-
sucht. Als Kinetik-Marker dienen die MCMV Proteine: IE1 (immediate-early Expression), E1 (early Expres-
sion), M44 (early-late Expression) und gB (true-late Expression). Als Ladekontrolle dient das zelluldre Protein
B-Aktin.

3.2.3 Uberpriifung der m41.1 Lokalisation

Um die Funktion eines Proteins zu bestimmen ist es von Vorteil zu wissen in welchem
Zellkompartiment das Protein lokalisiert ist. Da das m41.1 Protein ein noch vollig uncharakte-
risiertes Protein war, wurde hier die Lokalisation des Proteins durch Kolokalisations-Studien
im Konfokalen-Laserscan-Mikroskop bestimmt.

Da webbasierte Programme eine mitochondriale Lokalisation dieses Protein vorher-
sagten, wurde tiberpriift, ob eine Kolokalisation von m41.1 mit mitochondrialen Markern vor-
liegt. Abbildung 24 zeigt in A (MitoTracker, Mitochondrien-spezifischer Farbstoff) und B
(HSP 60, mitochondrial lokalisiertes Hitzeschock Protein) eine klare mitochondriale Lokalisa-

tion. Als negative Kontrolle dient die Anfdarbung mit Lysotracker (Lysosomen-spezifischer
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Farbstoff). Wie in Abbildung 24 C zu sehen ist, liegt keine Kolokalisation von m41.1 mit Ly-

sosomen.

MitoTracker

A
-
-

Lysotracker

Abbildung 24: Uberprifung der zelluldaren Lokalisation von m4l.1. Fibroblasten wurden mit
pcDNAm41.1HA transfiziert. 48 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen mit dem mitochondrialen Marker
MitoTracker (300 nM, 30 min) gefarbt (A). AnschlieBend wurden die Zellen fixiert und m41.1 mit einem Ratte
anti HA Antikorper und anschlieBend mit einem anti Ratte-A488 Antikodrper angefiarbt, wobei in B die Mito-
chondrien durch die Anfirbung mit einem anti HSP-60 Antikorper gefarbt wurden. In Abbildung C erfolgte die

Anfirbung des zelluldren Bestandteils mit dem Lysotracker (75 nM, 30 min). Die Auswertung erfolgte mit Hilfe
eines Laser-Scan-Mikroskopes.

3.2.4 Uberpriifung der Funktionalitit der m41.1 Virusmutanten

3.2.4.1 Wachstumskurven

Um die Replikationsfahigkeit der m41.1 Virusmutanten zu iiberpriifen wurden mul-
tistep Wachstumskurven sowohl auf 10.1 Fibroblasten (Abb. 25A), als auch auf IC-21 und
RAW264.7 Makrophagen durchgefiihrt (Abb. 25B). Hier zeigte sich deutlich, dass jene Mut-

anten, welche kein m41.1 exprimieren einen deutlichen Wachstumsdefizit in Makrophagen
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aufwiesen. Substitutions-Revertanten, welche ein Bcl-2 Homolog enthielten, zeigten einen

Wildtyp-Phéanotyp.
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Abbildung 25: Wachstumskurven der m41.1 Virusmutanten. 10.1 Fibroblasten (A) und IC-21 bzw.
RAW264.7 Makrophagen (B) wurden mit geringer Virusmenge infiziert, um die Ausbreitung der Infektion mit
einzubeziehen. An den entsprechenden Tagen wurden Proben genommen und die Virustiter durch Titration er-
mittelt.

3.2.4.2 Vitalitatstests

Um herauszufinden, ob die hergestellten Mutanten die Virus-induzierte Apoptose in-
hibieren, wurden 10.1 Fibroblasten mit einer MOI von drei und die Makrophagen Zelllinen
RAW264.7 und IC-21 mit einer MOI von 20 infiziert und die Vitalitit mittels MTT-Test 18
(10.1 und Makrophagen) bzw. 72h (10.1) nach Infektion bestimmt (Abb. 26).

Es konnte beobachtet werden, dass in den Fibroblasten m41.1 fiir den Schutz gegen-
iiber Virus-induziertem Zelltod geniigt. Die Virusmutante, in der lediglich der m41 ORF dele-
tiert war, verhielt sich anndhernd wie der Wildtyp. Erstaunlicher Weise scheint m41 aller-

dings in Makrophagen genauso wichtig fiir den Schutz vor Virus-induziertem Zelltod zu sein
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wie m41.1, da hier lediglich die Revertante mit M11L einen Phanotyp dhnlichen dem des

Wildtyp aufwies.
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Abbildung 26: Vitalitatstests von infizierten Zellen. 10.1 Fibroblasten (A) und die Makrophagen Zelllinien
RAW264.7 bzw. IC-21(B) wurden mit hoher MOI infiziert. Die Vitalitdt wurde 18 bzw. 72 Stunden nach Infek-
tion mittels MTT gemessen.

Bereits mit dem m41-Deletionsvirus wurde eine erhohte Sensitivitdt gegeniiber Stau-
rosporin und Actinomycin D im Vergleich zum Wildtyp-Virus festgestellt. Es sollte nun niher
differenziert werden, welches Protein (m41 oder m41.1) fiir den Schutz gegeniiber diesen
Apoptoseinduktoren verantwortlich ist.

10.1 Fibroblasten wurden mit einer MOI von drei infiziert und sechs Stunden nach In-
fektion mit dem jeweiligen Apoptoseinduktor behandelt. Nach weiteren 18 Stunden erfolgte
die Auswertung mittels MTT (Abb. 27). Zu sehen war hierbei, dass der Knockout von m41.1
allein geniigte, um den m41-Deletions-Phénotyp zu erreichen. Zellen, die mit dem m4l

Knockout Virus infiziert wurden, zeigten einen Wildtyp-Phéanotyp.
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Abbildung 27: Vitalitat von mit m41.1-Mutanten infizierten Zellen. 10.1 Zellen wurden mit einer MOI von
drei infiziert. Sechs Stunden nach Infektion wurden die Zellen mit 200 nM Staurosporin oder 250 ng/ml Actino-
mycin D behandelt. 18 Stunden nach Behandlung wurde die Viabilitit der infizierten Zellen mittels MTT be-
stimmt.

3.2.5 Aufklarung des Wirkmechanismus von m41.1

3.2.5.1 Cytochrom c Freisetzungstest

Wie bereits erwahnt sind Fibroblasten, welche mit MCMV-m41.1 Knockout-Viren in-
fiziert sind, im Vergleich zu den mit MCMV-Wildtyp infizierten Zellen, nicht mehr vor Stau-
rosporin- und Actinomycin D-induzierten Zelltod geschiitzt. Da die Messung der Vitalitit
mittels MTT nicht zwischen Apoptose und anderweitigem Zelltod (z.B. Apoptose) unter-
scheiden kann bedurfte es weiterer Untersuchungen.

Ein wichtiger Schritt in der Mitochondrien-vermittelten Apoptose ist die Freisetzung
von proapoptotische Proteinen, wie z.B. Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien in das sie um-
gebende Cytosol, welches unter anderem zur Aktivierung der Caspase-Kaskade fiihrt.

Aus diesem Grund wurde die Cytochrom c-Freisetzung in murinen 10.1 Fibroblasten
(Abb. 28) untersucht. Hierbei wurden infizierte bzw. mock-infizierte Zellen mit Staurosporin
stimuliert, worauf die Freisetzung von Cytochrom c folgt. AnschlieBend wurden die Zellen
mit isotonem Lysepuffer lysiert, wodurch die eine Aufteilung von Cytosol und Mitochondrien
angereichertem Pellet ermdglicht wird.

Es war zu beobachten, das infizierte Zellen ohne m41.1 eine Cytochrom c Freisetzung
nicht verhindern konnten. Lediglich die Viren, welche m41.1 oder ein Bcl-2 Homolog, wie

z.B. Bcl-xp oder M11L exprimieren konnten diese Freisetzung verhindern.
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Abbildung 28: Cytochrome c Freisetzungstest. 10.1 Fibroblasten wurden mit einer MOI von drei infiziert. 15
Stunden nach Infektion wurden die Zellen fiir fiinf Stunden mit 450 nM Staurosporin behandelt und mit isoto-
nem Lysepuffer fiir fiinf Minuten lysiert. Im Anschluss daran wurden die Lysate abzentrifugiert und das Cytosol
vom Mitochondrien angereichertem Pellet getrennt. Die Proben wurden mit Lysepuffer aufgekocht und im Wes-
tern Blot analysiert. IE1 dient als Infektions- und B-Aktin als Ladekontrolle.

3.2.5.2 Differenzierung zwischen Bax und Bak vermittelter Apoptose

Da nun gesichert war, dass es sich bei dem vorher beobachteten Zelltod um Apoptose
handelte, sollte nun ndher untersucht werden, in welchem Weg m41.1 eingreift. Wie weiter
oben gezeigt konnte m41.1 im viralen Kontext vor Staurosporin induzierter Apoptose schiit-
zen. Wie Wei et al. (Wei, Zong et al. 2001) bereits zeigten sind Zellen, welche weder Bax
noch Bak exprimieren geschiitzt vor Staurosporin-induzierter Apoptose. Da MCMV das Pro-
tein m38.5 exprimiert, welches ein Inhibitor der Bax-mediierten Apoptose ist, sollte nun
iiberpriift werde, ob es sich beim m41.1 Protein um einen Inhibitor der Bak-mediierten Apop-
tose handelt.

Immortalisierte murine embryonale Fibroblasten, die sich beziiglich ihrer Expression
von Bax und Bak unterschieden, wurden mit den entsprechenden Mutanten infiziert. An-
schlieBend wurde ein Ansatz mit 450 nM Staurosporin behandelt bzw. mock-bahndelt. Ein
weiterer Ansatz blieb unbehandelt. 30 Stunden nach Infektion (Abb. 29A) bzw. 18 Stunden
nach Behandlung (Abb. 29B) erfolgte die Auswertung mittels MTT. Hierbei war zu beobach-
ten, dass die Vitalitdt der mit m41.1 fehlenden Mutanten infizierten Zellen nur dann beein-
trachtigt war, wenn diese Bak exprimierten. Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass

auch eben solche Zellen nicht vor Staurosporin-induzierter Apoptose geschiitzt waren. Ledig-
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lich Zellen, welche Bax, aber nicht Bak exprimieren waren trotz des Fehlens von m41.1 ge-

schiitzt vor Staurosporin-induzierter Apoptose (Abb. 29B).
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Abbildung 29: Vitalitat von mit m41.1-Mutanten in Abh&ngigkeit von Bax und Bak Expression der Zel-
len. MEFs wurden mit einer MOI von fiinf infiziert. (A) 30 Stunden nach Infektion wurde die Vitalitdt bezogen
auf MCMV-GFP infizierte Zellen mittels MTT bestimmt. (B) Sechs Stunden nach Infektion wurden die Zellen
mit 450 nM Staurosporin behandelt. 18 Stunden nach Behandlung wurde die Vitalitit der infizierten Zellen mit-
tels MTT bestimmt.

Da bekannter Weise virale Proteine miteinander kooperieren, sollte nun herausgefun-
den werden, ob m41.1 seine Bak-inhibierende Funktion nur im viralen Kontext, also mit Hilfe
anderer viralen Proteine, ausiiben kann, oder ob m41.1 alleine Bak-mediierte Apoptose inhi-
bieren kann. Des Weiteren sollte sichergestellt werden, dass die Apoptose-inhibierende Funk-
tion strickt Bak und nicht zusétzlich Bax abhingig ist. Zu diesem Zweck wurden murine emb-
ryonale Fibroblasten (MEFs), die entweder nur Bax oder nur Bak exprimieren, retroviral
transduziert. Die mit dem jeweiligen Konstrukt transduzierten Zellen wurden anschlieBend

mit Staurosporin oder Actinomycin D behandelt und darauthin die Vitalitdt gemessen (Abb.
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30). Hierbei lieB sich bestétigen, dass die Apoptose inhibierende Funktion strikt Bak-abhiangig
war. Zusitzlich konnte gezeigt werden, dass m41.1 alleine, ohne weitere virale Proteine in der

Lage ist den Bak-mediierten Zelltod zu inhibieren.
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Abbildung 30: Apoptose-inhibition in transduzierten murinen embryonalen Fibroblasten. Bax ko bzw.
Bak ko MEFs wurden mit Retrovirus transduziert. 24 h nach Transduktion erfolgte die Apoptose-induktion mit-
tels Staurosporin oder Actinomycin D. 48 h nach Behandlung erfolgte die Messung der Vitalitdt mittels MTT-
Test.

3.2.5.3 Aufklarung des Mechanismus der m41.1 vermittelten Bak-Inhibition

Da nun sicher gestellt war, dass die Apoptose Inhibition von m41.1 strikt Bak abhén-
gig ist, sollte nun herausgefunden werden, wie die Inhibition zustande kommt, also ob m41.1
vor oder nach der Aktivierung von Bak eingreift.

Bei der Induktion der Mitochondrien-vermittelten Apoptose kommt es iiber BH3-only
Proteine zu einer Aktivierung von Bak, welche letztendlich eine Porenformation zur Folge,
und damit das Ausstrdomen von proapoptotischen Faktoren von den Mitochondrien in das
Cytosol zur Folge hat. Sobald Bak aktiviert wird kommt es zu einer Konformationsédnderung
im N-terminus und einer anschlieBenden Bak-Oligomerisierung.

Um den Bak-Oligomerisierungsstatus festzustellen, wurden Bax/Bak defiziente MEFs
mit Flag-getaggtem Bak transduziert und auf stabile Expression dieses Proteins mit Puromy-
cin selektioniert. Nach Infektion dieser Zellen mit der jeweiligen Virusmutante erfolgte der
Bak-Oligomersierung-Stimulus durch Staurosporin. Im Anschluss wurden die Zellen lysiert
und mit dem chemischen Quervernetzer, BMH behandelt. Durch dieses Quervernetzen wird
bewirkt, dass alle Proteine, die sich in unmittelbarer Ndhe zuecinander befinden, kovalent {iber
Schwefelreste der entsprechenden Aminoséure (Cystein) gebunden werden.

In diesem Experiment konnten klar gezeigt werden, dass MCMV-Wildtyp die Bak-

Oligomerisierung inhibieren kann. Fehlt m41.1 im Virus, so kann die Oligomerisierung nicht
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mehr inhibiert werden. Der Wildtyp-Phénotyp kann lediglich mit der Substitutionsrevertante

mit Bel-xp wieder erreicht werden (Abb. 31).
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Abbildung 31: Inhibition der Bak-Oligomerisation durch m41.1 im viralen Kontext. Flag-Bak exprimieren-
de, Bax negative MEFs wurden mit einer MOI von fiinf infiziert. 15 h nach Infektion wurde die Bak-
Oligomerisierung durch fiinfstiindige Inkubation mit 450 nM Staurosporin (STS) stimuliert. Bak-Oligomere
wurden durch Inkubation mit 1°,6’-bismaleimidohexane (BMH) fiir 30 Minuten kovalent gebunden.

DMSO

Um zu untersuchen, ob die Inhibition der Bak-Oligomersierung auch von dem m41.1
Protein allein ermdglicht wird, wurden die oben erwédhnten Bax-defizienten, Flag-Bak expri-
mierenden Zellen retroviral transduziert. Die Bak-Oligomerisierung wurde 48 Stunden nach
Transduktion durch Inkubation mit 450 nM Staurosporin fiir 15 Stunden induziert. Die Oli-
gomere wurden anschliefend durch Inkubation mit BMH kovalent gebunden und im Western
Blot analysiert.

In Abbildung 32 ist zu sehen, dass die Bak-Oligomerisierung in den mit m41.1 trans-
duzierten im Vergleich zu den mock-Zellen oder jenen mit dem leeren Vektor eindeutig redu-
ziert ist. Gleichzeitig ist zu beobachten, dass die Inhibition der Bak-Oligomerisierung durch
m41.1 so effizient ist wie jene, die durch Bcl-x;-Transduktion zu beobachten ist. Allerdings
wurde Effizienz der Transduktion nicht getestet. Daher konnte es sein, dass die Transduktion
mit Bel-x; wirksamer als die mit m41.1 war, also mehr Zellen transduziert wurden, oder die

Expression in den Zellen héher war.
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Abbildung 32: Inhibition der Bak-Oligomerisation durch m41.1. Flag-Bak exprimierende, Bax negative
MEFs wurden retroviral Transduziert. 48 h nach Transduktion wurde die Bak-Oligomerisierung durch 15 stiin-
dige Inkubation mit 450 nM Staurosporin (STS) stimuliert. Bak Oligomere wurden durch Inkubation mit 1°,6’-
bismaleimidohexane (BMH) fiir 30 Minuten kovalent gebunden.

Da nun gezeigt war, dass m41.1 die Bak-Oligomerisierung sowohl im viralen Kontext,
als auch bei alleiniger Expression in Bax knockout Zellen inhibiert sollte abschlieBend gekléart
werden, ob auch die vor der Oligomerisierung gelegene konformationale Aktivierung von
Bak inhibiert werden kann. Bei dieser Konformationsdnderung wird die N-terminale apoptoti-
sche Domine freigelegt, welche dann als Epitop mit einem spezifischen anti Bak N-Terminus
Antikorper unter nicht denaturierenden Bedingungen detektiert werden kann

Um die konformationale Aktivierung von Bak darzustellen wurden 10.1 Fibroblasten
infiziert und nach sechs bzw. 16 h fixiert (Abb. 33). Zusétzlich wurden mock-Zellen als Nega-
tivkontrolle und Staurosporin (fiinf Stunden 0,5 pM) behandelte mock-Zellen als Positivkon-
trolle verwendet. AnschlieBend erfolgte der Nachweis von aktivem Bak mit einem spezifi-
schen anti Bak N-Terminus Antikorper. Die Auswertung erfolgte am konfokalen Laserscan-
Mikroskop.

Wie in Abbildung 33 zu sehen ist, fiihrt die Infektion von MCMV in 10.1 Fibroblasten
zur konformationalen Aktivierung von Bak, ohne dass ein weiterer Stimulus von Auflen zu-
gegeben werden muss. Weder m41.1 noch Bel-x;. sind in der Lage diese Aktivierung zu Inhi-
bieren. Die Frage stellt sich allerdings, ob m41.1 aktiv zu einer konformationalen Aktivierung

von Bak fiihrt. Das Bak auch in Zellen in der aktiven Konformation vorliegt, die mit repBcl-
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xp, infiziert waren legt nahe, dass dieses nicht der Fall ist, da in dieser Mutante kein m41.1

exprimiert wird.
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Abbildung 33: Untersuchungen zur konformationalen Aktivierung von Bak im Rahmen der MCMV-
Infektion. 10.1 Zellen wurden mit einer MOI von drei infiziert und nach der angegebenen Zeit fixiert. DNA
wurde durch anfirben mit DAPI und aktives Bak durch Férbung mit Antikérper sichtbar gemacht, der spezifisch
den N-Terminus von Bak erkennt. Infizierte Zellen wurden zudem durch das vom Virus exprimierten GFP von
den uninfizierten Zellen unterschieden. Die Aktivierung von Bak wurde in uninfizierten Zellen durch Inkubation
mit 0,5 pM Staurosporin induziert.
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Um sicher zu gehen, dass Bak nicht aktiv durch m41.1 aktiviert wird, wurden Bax- de-

fiziente Zellen mit m41.1 transfiziert und in der Immunfluoreszenz die Aktivierung von Bak

untersucht (Abb. 34).
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m41.1

Abbildung 34: Untersuchungen zur konformationalen Aktivierung durch Expression von m41.1. Bax ko
Zellen wurden mit PolyFect transfiziert und 32 h spéter fixiert. DNA wurde durch Anféarben mit DAPI und akti-
ves Bak durch Farbung mit einem Antikorper sichtbar gemacht, der spezifisch den N-Terminus von Bak erkennt.
Die Aktivierung von Bak in mock Zellen wurde durch Inkubation fiir drei Stunden mit 0,5 uM Staurosporin
induziert.

In Abbildung 34 ist zu sehen, dass die Expression von m41.1 allein in Bax-defizienten
Zellen nicht zu einer Aktivierung von Bak fiihrt. Die Bak-Aktivierung im Rahmen der Infek-
tion wiirde demnach nicht aktiv vom Virus ausgehen sondern eine allgemeine Apoptoseauslo-

sung durch die Infektion zeigen.

3.2.5.4 Evolutionare Konservierung des m41.1 Proteins

Da der Wirkmechanismus von m41.1 nun geklirt war, sollte liberpriift werden, ob die

spezifische Bak-Inhibition durch MCMYV auch in anderen Viren zu finden ist. Dazu wurde die
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Proteinsequenz von m41.1 mit alle verfiigbaren CMV-Sequenzen verglichen. In humanen und
Primaten CMVs konnten keine Sequenzhomologe gefunden werden.

Da der Bax spezifische Apoptoseinhibitor von MCMV (m38.5) allerdings auch keine
Homologie zum HCMV Apoptoseinhibitor (UL37x1) besitzt, es jedoch an der entsprechenden
Position im Genom zu finden und auch in seiner Funktion homolog ist, kann vermuten wer-
den, dass es im Fall von m41.1 dhnlich ist.

Aus diesem Grund wurde das Positionshomolog von m41.1, das UL41a aus BAC-
DNA des HCMV Stamm AD169 kloniert und mit der Replacer-Technologie in das MCMV
AmA41 eingebracht. Das rekonstituierte Virus (repUL41a) wurde nunmehr auf die Féahigkeit,
Staurosporin-induzierte Apoptose zu inhibieren untersucht. Wie in Abb xy zu sehen ist, be-
sitzt diese Mutante weiterhin den m41.1ko-Phédnotyp. Weder die Virus-induzierte Apoptose,
noch Staurosporin-induzierte Apoptose konnen durch die Expression von UL41a im MCMV-

Kontext auf murinen Fibroblasten inhibiert werden (Abb 35).
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Abbildung 35: Vitalitatstests von infizierten Zellen. 10.1 Fibroblasten wurden mit einer MOI von 3 infiziert.
Sechs Stunden nach Infektion erfolgte die Behandlung mit Staurosporin bzw. DMSO als Kontrolle. Die Vitalitét
der Zellen wurde 18 Stunden nach Behandlung mittels MTT gemessen.

Die Unfahigkeit des UL41a Proteins Apoptose im MCMYV Kontext zu inhibieren muss
allerdings nicht zwangsléufig bedeuten, dass es sich nicht um einen Apoptoseinhibitor han-
delt. Da UL41a ein Protein aus dem humanen CMYV ist, kdnnte es sein, dass es seine antiapop-
totische Funktion nur in humanen, nicht aber in murinen Zellen ausiiben kann. Da humane
Zellen fiir MCMV nicht permessiv sind, wurde iiberpriift, ob die Expression von UL41a in
Kombination mit dem bekannten Bax-spezifischen Apoptoseinhibitor aus HCMV (UL37x1)

in transfizierten Hela-Zellen zu einem Schutz gegeniiber Fas-induzierter Apoptose fiihrt.
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Abbildung 36: Vitalitat von transfizierten Hela-Zellen. Hela-Zellen wurden mit PolyFect transfiziert. 24 h
spater erfolgte die Behandlung der Zellen mit humanem Fas (1:5000) und/oder 5 pg/ml CHX. Die Vitilitdt der
Zellen wurde nach 18 h durch einen MTT-Test ermittelt, wobei die Vitalitdt relativ auf den Wert der jeweiligen
CHX-behandelten Zellen bezogen wurde.

In Abbildung 36 ist eindeutig zu sehen, das UL41a auch nicht nach Transfektion in
humanen Zellen vor Apoptose schiitzen kann. In den humanen Hela-Zellen reicht die Expres-
sion des Bax-spezifischen Apoptoseinhibitors aus um Fas-induzierte Apoptose fast vollstin-
dig zu inhibieren. Die Koexpression von UL41la scheint, wenn iiberhaupt, hier nur einen
nachteiligen Effekt zu haben. Die Apoptoseinhibition sowohl in den UL37x1, als auch der
Bcl-xp exprimierenden Zellen nimmt bei einer Koexpression von UL41a ab.

Viele virale Proteine benétigen zur Ausiibung ihrer Funktion weitere virale Proteine.
Daher sollte nun untersucht werden, ob UL41a im Rahmen der HCMV-Infektion Apoptose
inhibiert. Hierzu wurde das UL4la Gen des HCMV-Stamm AD169 durch ein Zeocin-
Resistenzgen ersetzt. Die resultierende Deletionsmutante wurde in MRC-5 Zellen rekonstitu-
iert. Um eine antiapoptotische Funktion von UL41a ermitteln zu konnen, wurden die huma-
nen Fibroblasten-Linien HFF und MRC-5 jeweils mit dem Wildtyp (AD169) und der Deleti-
onsmutante (AD169 AUL41a) infiziert. Da HCMV langsamer repliziert als MCMV, wurde 48
Stunden bis zur Apoptose-Induktion durch Staurosporin bzw. anti-humanen Fas Antikorper
gewartet.

In Abbildung 37 ist zu sehen, dass die Deletion von UL41a in dem HCMV-Stamm
AD169 nicht zu einem ausgeprigten Phinotyp beziiglich der Apoptoseinhibition fiihrt.
HCMYV schiitzt in den untersuchten Zell-Linien sowohl vor Fas-, als auch Staurosporin-
induzierter Apoptose in einer UL4la-unabhingigen Weise. Weshalb UL41a hochstwahr-

scheinlich kein Funktionshomolog von m41.1 ist.
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Abbildung 37: Vitalitat von HCMV infizierten humanen Fibroblasten. Humane Fibroblasten wurden in
96well Platten mit hoher MOI infiziert. 48h nach Infektion wurden diese mit 150 nM Staurosporin (bzw.
DMSO), oder mit anti- humanem Fas Antikdrper (1:5000) und/oder 5 pg/ml Cycloheximid (CHX) behandelt. 20
Stunden nach Behandlung wurde ein MTT-Test durchgefiihrt und die Vitalitdt auf die jeweilige mock Kontrolle
(DMSO bzw. CHX) relativiert.

Da die Sequenzen der Cytomegalieviren von Méusen und Ratten gut konserviert sind,
wurde nun ein m41.1-Homolog in den Ratten Cytomegalieviren gesucht. In Abbildung 38 ist
zu sehen, dass eine m41.1 homologe Sequenz in den Muromegaloviren RCMV-Maastricht

(RCMV-M) und RCMV-England (RCMV-E) an homologer Position im Genom zu finden ist.

Bxp avel EEEE

MCMV 1 LPTVRRL 57
RCMV-E 1 R-- 55
RCMV-M 1 E--G 55

cons 1 [N - I

Abbildung 38: Sequenzvergleich der m41.1 Proteine von MCMV, RCMV-E und RCMV-M. Proteinse-
quenzen der jeweiligen Viren wurden mittels T-Coffee alignt (www.tcoffee.org).

Da eine Sequenzhomologie nicht unbedingt eine Funktionshomologie bedeutet, wurde
das m41.1 Homolog aus RCMV-E, dass e41.1 aus Virion-DNA (zur Verfligung gestellt von
AG Voigt, RKI, Berlin) kloniert und zu Detektionszwecken mit einem HA-tag versehen.

In Abbildung 39 ist in der Uberlagerung (merge) der Signale fiir e41.1 und HSP60 ei-
ne deutliche Kolokalisation zu sehen, e41.1 ist also wie m41.1 mitochondrial lokalisiert.

Die mitochondriale Lokalisierung von e41.1 war schon ein erster Hinweis auf die
funktionale Homologie zwischen m41.1 und e41.1. Abschliefend sollte iiberpriift werden, ob
die ektopische Expression von e41.1 in Bax-defizienten Zellen diese vor Induktion der intrin-

sischen Apoptose schiitzt.
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Abbildung 39: Uberprufung der zellularen Lokalisation von e41.1. Fibroblasten wurden mit
pcDNAe41.1HA transfiziert. 48 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen fixiert und e41.1 mit einem Ratte
anti HA Antikdrper und anschlieBend mit einem anti Ratte-A488 Antikorper angefarbt. Mitochondrien wurden
durch die Anfiarbung mit einem anti HSP-60 Antikorper gefarbt. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe eines Laser-
Scan-Mikroskopes.

In Abbildung 40 ist zu sehen, dass e41.1 in der Lage ist die Bax-defizienten Zellen vor
Actinomycin D-induziertem Zelltod zu schiitzen, und zwar in etwa demselben Mafle, wie es
Bcel-xp gelingt. Dies bedeutet, dass m41.1 nicht nur Sequenzhomologe in Ratten CMVs be-

sitzt, sondern, dass diese auch in ihrer Funktion homolog sind.
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Abbildung 40: Apoptose-Inhibition in transduzierten murinen embryonalen Fibroblasten. Bax-defiziente
MEFs wurden mit Retrovirus transduziert, um e41.1, als Positivkontrolle Bel-x; und als Negativkontrollen
m38.5 oder GFP zu exprimieren. 24 h nach Transduktion erfolgte die Apoptoseinduktion mittels Actinomycin D
(2 pg/ml). 45 h nach Behandlung erfolgte die Messung der Vitalitdt mittels MTT-Test.

3.2.5.5 Koexpression von spezifischen Bax- und Bak-Inhibitoren zur Inhibition der Mi-
tochondrien-vermittelten Apoptose
Viele Viren haben im Laufe der Evolution Bcl-2 Homologe, bzw. Analoge in ihr Ge-
nom aufgenommen, inhibieren also sowohl Bax als auch Bak mit einem Protein. In dieser
Arbeit konnte bislang gezeigt werden, das m41.1 von MCMV bzw. e41.1 von RCMV-E Bak-
spezifische Inhibitoren sind. Des Weiteren ist bekannt, dass sowohl MCMYV, als auch HCMV
Bax-spezifische Inhibitoren exprimieren, die so genannten vMIAs (m38.5 bzw. UL37x1). Es
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sollte nun abschlieBend geklirt werden, ob die Bak-spezifischen Inhibitoren zusammen mit
den Bax-spezifischen Inhibitoren exprimiert, eine Bcl-2 dhnliche Funktion ausiiben konnen.
Hierzu wurden zuerst murine Fibroblasten mit den entsprechenden Konstrukten trans-
fiziert. In Abbildung 41 ist zu sehen, dass die alleinige Expression eines Bax- oder Bak-
spezifischen Inhibitors nicht ausreicht um die Fibroblasten vor Fas-induzierter Apoptose zu
schiitzen. Die Kombination eines Bax-spezifischen Inhibitors aus HCMV (UL37x1) oder
MCMV (m38.5) mit einem Bak-spezifischen Inhibitor aus MCMV (m41.1) oder RCMV
(e41.1) bewirkt einen vollstindig Schutz der Zellen vor Apoptose, dhnlich wie Bel-x, ein

Mitglied der Bel-2 Familie.
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Abbildung 41: Vitalitat von transfizierten NIH 3T3-Zellen. NIH 3T3-Zellen wurden mit SuperFect transfi-
ziert. 25 Stunden nach Transfektion erfolgte die Behandlung mit anti-murinem Fas Antikdrper (1:2000) und/oder
2,5 pg/ml Cycloheximid (CHX). 45 Stunden nach Behandlung wurde die Vitalitdt durch einen MTT gemessen
und in Relation zur Negativkontrolle (CHX) gesetzt.

Da gezeigt werden konnte, dass in murinen Zellen die Kombination von Bax- und
Bak-spezifischen Inhibitor vor Fas-induzierter Apoptose schiitzt, sollte abschlieBend gekléart
werden, ob dieses auch in humanen Zellen moglich ist. Hierfliir wurden humane Hela-Zellen
mit den entsprechenden Konstrukten transfiziert und anschlieend anti-humanem Fas Anti-
korper behandelt.

In Abbildung 42 ist zu sehen, dass die Expression des Apoptose-Inhibitors von HCMV
(UL37x1), welcher in murinen Fibroblasten ein Bax-spezifischer Inhibitor ist, in humanen
Zellen ausreicht, um diese vor Fas-induzierter Apoptose zu schiitzen. Die Koexpression von
UL37x1 mit dem Bak-spezifischen Inhibitor m41.1 fiihrt eher zu einem verminderten Schutz

vor Apoptose im Vergleich zu der alleinigen Expression von UL37x1.
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Abbildung 42: Vitalitat von transfizierten Hela Zellen. Hela-Zellen wurden mit PolyFect transfiziert. 24 h
spater erfolgte die Behandlung der Zellen mit humanem Fas (1:5000) und/oder 5 pg/ml CHX. Die Vitilitat der
Zellen wurde nach 18 h durch einen MTT-Test ermittelt, wobei die Vitalitdt relativ auf den Wert der jeweiligen
CHX-behandelten Zellen bezogen wurde.

Interessanterweise bewirkt die Koexpression der Bax- und Bak-spezifischen Apopto-
se-Inhibitoren von MCMV (m38.5, m41.1) keinen erkennbaren Schutz vor Fas-induzierter
Apoptose in den humanen Hela-Zellen. Die Inhibition des intrinsischen Apoptosewegs {iiber
m38.5 und m41.1 koénnte demnach ein Faktor der Spezies-Spezifitit von MCMYV sein, da die-

ses in murinen, nicht aber in humanen Zellen gelingt.
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4. Diskussion

4.1 Organisation des m41 Lokus

Gene, die sich innerhalb eines anderen Gens befinden werden auch als verschachtelte
Gene bezeichnet. Solche Gene lassen sich in vielen viralen Genomen aber auch im menschli-
chen (Yu, Ma et al. 2005) Genom finden.

Die Entdeckung der verschachtelten Gene gelang der Arbeitsgruppe um Fristrom
(Henikoff, Keene et al. 1986). Sie bewiesen im Drosophila Genom die Existenz eines Gens
innerhalb eines Introns eines anderen Genes. Wie hier gezeigt, so befinden sich verschachtelte
Gene in hoheren Eukaryoten normalerweise in einem Intron eines gespleifiten, groBeren Gens,
auf dem gegeniiberliegenden Strang.

Auch von Cytomegalieviren ist die Existenz solcher Gene bekannt. So konnte von
Welch et al. gezeigt werden, dass sowohl humane, als auch Affen-Cytomegalieviren in der
Region, die fiir das assembly Protein kodiert, vier verschachtelte Gene innerhalb desselben
Leserahmens organisiert sind (Welch, McNally et al. 1991). Interessant ist hierbei, dass sich
die verschachtelten Gene nicht in einem Intron eines anderen Gens befinden. Des Weiteren
sind sie auch auf demselben Strang kodiert und besitzen dasselbe 3° Ende.

Um putative Gene vorher zu sagen, werden in der Regel zur Vereinfachung bestimmte
minimale Vorraussetzungen festgelegt. Zum Beispiel werden meistens nur solche Gene be-
rlicksichtigt, welche ein minimales Potential fiir 100 Aminosduren aufweisen und zu hochs-
tens 60 % mit anderen Genen tliberlappen. Unter diesen Umstdnden wurden bei der initialen
Analyse des MCMV Genoms von Rawlinson et al. (Rawlinson, Farrell et al. 1996) mehrere
Gene nicht berticksichtigt. Eine Reevaluierung des Genoms von Brocchieri et al. (Brocchieri,
Kledal et al. 2005) zeigte die mdgliche Existenz von mehreren auffillig kleinen und iiberlap-
penden Genen im MCMV Genom. Eines dieser neuen Gene ist das m41.1 Gen, welches voll-

standig in dem grofBeren m41 Gen 10 Nucleotide nach dessen Startkodon beginnt.
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Abbildung 43: Lokalisierung des m41.1 ORF innerhalb des m41 ORF
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m41 und m41.1 liegen auf demselben Strang und werden hochstwahrscheinlich von
derselben RNA translatiert (siche Abb. 43) (Cam, Picard-Maureau et al. 2009 submitted to
PLOS Pathogens). Sie stehen demnach unter demselben Promotor und weisen dieselbe Ex-
pressionskinetik auf, welches eine differenzierte Regulierung der beiden Gene unmdglich
macht.

Es ist iiberraschend zu sehen, dass MCMYV verschachtelte Gene entwickelt hat, da es
eine Kapazitit von etwa 230 kbp aufweist, also bei weitem genug DNA, um alle Gene auf
klassische Art und Weise zu kodieren. Auch ist zu sehen, dass in dem Beispiel von
m41/m41.1 nicht ein Intron des groferen Gens, sondern ein anderer Leserahmen zum Kodie-
ren des kleineren Gens genutzt wird. Dieses ldsst die Vermutung zu, dass es bei de beiden
Genen zu einer Koevolution kam. Anscheinend sind beide Proteine fiir das Virus so wichtig,
dass der Verlust eines der Gene zu einem Wachstumsdefizit fiihren wiirde.

Die Kodierung des verschachtelten Gens auf demselben Strang bietet fiir das Virus
auch den Vorteil, dass es nicht zu einer Unterdriickung der Translation kommt, wie es der Fall
wire, wenn die Gene auf den gegeniiberliegenden Strangen kodiert wéren. Bei gleichzeitiger
Transkription wiirde hier die Formation von doppelstraniger RNA zu einer Behinderung in
der Anlagerung der ribosomalen Untereinheiten fiihren.

Ein weiterer Punkt der fiir die Kodierung beider Gene auf demselben Strang spricht,
ist die Vermeidung von dopelstrangiger RNA, durch die die angeborene Immunantwort akti-
viert wird. Doppelstringige RNA wird in eukaryotischen Zellen durch Proteinkinase R (PKR)
erkannt (Samuel, Duncan et al. 1984). Nach Aktivierung von PKR phosphoryliert diese die
Alpha-Untereinheit des eukaryotischen Initiationfaktors 2 (elF2a), welches die Translation
neuer Proteine verhindert (de Haro, Mendez et al. 1996). Zusétzlich aktiviert doppelstrangige
RNA die Oligoadenylatsynthetase (OAS), welche durch Bildung von 2’-5’-Oligoadenylaten
ihrerseits die RNAse L aktiviert, die sowohl virale als auch zellulire RNAs degradiert
(Castelli, Wood et al. 1998).

Cytomegalieviren kodieren allerdings fiir iberlappende Gene auf gegeniiberliegenden
Stréngen, in Folge dessen es auch im Rahmen der Infektion zur Bildung von doppelstringiger
RNA kommt. Die Aktivierung der angeborene Immunantwort gegen doppelstringige RNA
wird allerdings hierbei durch den m142/m143-Komplex bei MCMV (Budt, Niederstadt et al.
2008) bzw. TRS1/IRS1 bei HCMV inhibiert (Child, Hakki et al. 2004).
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4.2 Bedeutung des m41 Proteins in der MCMV-Infektion

In den initialen Studien beziiglich des m41 konnte gezeigt werden, dass die Deletion
des Gens zur Apoptoseinduktion in Fibroblasten und zu einem Wachstumsdefizit in Endothel-
zellen flihrt (Brune, Nevels et al. 2003). Um diese Ergebnisse zu bestdtigen, wurden mehrere
Mutanten auf Grundlage der Deletionsmutante hergestellt. Hierbei wurde der m41 ORF mit
einem zusitzlichen HA-tag zur Detektion in den m02-m06 Lokus eingefiihrt.

Der m02-m06 Lokus beherbergt Gene der m02 Familie, welche fiir putative Typ I
Transmembran Glykoproteine kodieren (Oliveira, Park et al. 2002). Proteine dieser Familie
sind fiir die virale Replikation in der Zellkultur, also in vitro, nicht notwendig und kénnen
daher deletiert werden ohne einen Phénotyp zu verursachen. In vivo flihrt die Deletion dieser
Region jedoch zu einer starken Attenuierung des Virus. Dieses ist vermutlich in der Immun-
regulatorischen Funktion dieser Proteine begriindet, da gezeigt werden konnte, dass die Dele-
tion des Lokus bei Infektion von immunodefizienten y./Rag2 Méusen, welche unter anderem
nicht in der Lage sind NK-Zellen zu produzieren, nicht zu einem Wachstumsdefizit fiihrt.

Da das m41 Protein im Golgi-Apparat lokalisiert ist, sollte {iberpriift werden, ob die
Golgi-Lokalisierung fiir die Funktion des Proteins essentiell ist. Hierfiir wurde eine Mutante
hergestellt, in der das Golgilokalisierungs-Motiv durch Nukleotidaustausch mutiert war.

In den ersten Untersuchungen mit den hergestellten Mutanten konnte nun gezeigt wer-
den, dass die Deletion des m41 ORF zu einem Replikationsverlust in Makrophagen. Das Vor-
handensein des m41 ORF ist also essentiell fiir die Vermehrung von MCMV in Makrophagen.
Des Weiteren war zu beobachten, dass infizierte Fibroblasten im Gegensatz zu dem Wildtyp-
Virus nicht mehr vor der Induktion der Mitochondrien vermittelten Apoptose mittels Stau-
rosporin und Actinomycin D-Behandlung geschiitzt waren.

Bei dem Vergleich der hergestellten Mutanten zeigte sich nun aber, dass nur jene Va-
riante ohne Kozak-Sequenz den Wildtyp-Phenotyp erreichte. Alle anderen Varianten, ob nun
N- oder C-terminal mit einem HA-tag versehen, verhielten sich wie die Deletionsmutante.

Durch die erneute Sequenzanalyse des MCMV Genoms (Brocchieri, Kledal et al.
2005) wurde die Anwesenheit eines vorher unbekannten, zusitzlichen Gens innerhalb des
m41 ORF bekannt, das m41.1 Gen. Die Expression dieses Gens ist nur in jener Mutante mog-
lich, welche keine kiinstliche Kozak-Sequenz vor dem m41 Startkodon enthilt. Zu diesem
Zeitpunkt war es also sehr wahrscheinlich, dass der vorhergesagte m41.1 ORF die dominante
Funktion ausiibt. Dieses bestitigte sich bei Untersuchungen mit spezifischen Knockout-Viren,
die entweder m41 oder m41.1 allein exprimierten. Uberraschender Weise zeigte sich jedoch,

dass die Expression des m41 Proteins bei einer Infektion von Makrophagen mit hoher MOI
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essentiell ist. Makrophagen, die mit Viren infiziert waren, die nur m41.1, aber nicht m41
exprimierten zeigten eine stark reduzierte Vitalitit auf. Da auch die Expression von m41.1 in
diesen Zellen fiir die Vitalitdt wichtig ist, konnte nicht gekldrt werden, ob die Golgi-

Lokalisierung fiir die Funktion des m41 Proteins essentiell wichtig ist.

4.3 Mogliche Funktion des m41 Proteins

Die anfinglichen Indizien beziiglich der Inhibition der Mitochondrien vermittelten
Apoptose durch das m41 Protein konnten im weiteren Verlauf dieser Arbeit nicht bestétigt
werden. Es stellte sich vielmehr heraus, dass dem m41.1 Protein diese Aufgabe zukommt.
Allerdings konnte die Relevanz der Expression des m41 Proteins bei der Infektion von
Makrophagen gesehen werden. In Wachstumskurven war zunichst kein Phianotyp zu sehen.
Die Infektion der Makrophagen mit hoher MOI fiihrte jedoch bei einem Fehlen des m41 Pro-

teins zu einer drastischen Reduzierung der Vitalitit.

4.3.1 Mogliche Relevanz des m41 Proteins in Dissemination und Per-

sistenz/Latenz

Makrophagen spielen eine grof3e Rolle bei der Dissemination von CMVs in vivo, da
sie sich im Organismus frei bewegen konnen (Stoddart, Cardin et al. 1994). Zusétzlich bilden
sie das Reservoir fiir die persistente Infektion nach der Primérinfektion des Wirtes.

Da die Expression von m41 die Vitalitit infizierter Makrophagen positiv beeinflusst
ist anzunehmen, dass obwohl kein dominanter Phanotyp des m41 Deletions-Virus in vitro zu
sehen war, dieses Virus in vivo stark attenuiert ist.

Es wire zum einen anzunehmen, dass ein m41ko Virus weniger gut in seinem Wirt
sich ausbreiten kann, da die infizierten Makrophagen sterben, bevor Nachkommenviren aus
diesen Zellen produziert werden. Hiergegen spricht, dass in den untersuchten Bedingungen
kein Wachstumsdefizit auf den Makrophagen-Zelllinien RAW 264.7 und IC-21 zu beobach-
ten war.

Eine andere Moglichkeit der Attenuierung wire die Unfahigkeit eines m41ko Virus in
seinem Wirt zu persistieren, oder in Latenz zu bleiben, womit eine Reaktivierung des Virus
und die Infektion von neuen Wirten unmoglich wéren.

Da im Rahmen dieser Studie nur in vitro Untersuchungen durchgefiihrt wurden, wére
die Aufklarung der Relevanz des m41 Proteins beziiglich der Dissemination bzw. Per-

sistenz/Latenz in nachfolgenden Studien zu untersuchen.
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4.3.2 Mogliche Relevanz des m41 Proteins auf Cytokine/TLRs

Die Aufgabe der Cytokine besteht in der Kommunikation zwischen Zellen, dhnlich
wie dieses bei Neurotransmittern und Hormonen der Fall ist. Anders aber als bei Hormonen
und Neurotransmittern, die nur von spezifischen Zelltypen bzw. Organen sekretiert werden
konnen, werden Cytokine von einer ganzen Reihe von Zellen sezerniert. Cytokinen kommt
eine essentielle Rolle in der Embryogenese (Robertson 2007) aber auch in der adaptiven und
angeborenen Immunantwort zu.

Sowohl Cytokine, als auch ihre spezifischen Rezeptoren gelangen wéhrend des Reife-
prozesses in den Golgi-Apparat, um zur Plasmamembran zu gelangen, bzw. sezerniert werden
zu konnen. Da m41 ist ein Transmembranprotein ist, welches im Cis-Golgi lokalisiert ist, wé-
re denkbar, das m41 Cytokine oder deren Rezeptoren im Golgi bindet und an einem weiteren
Transport hindert (siche Abb. 44). Auf diese Weise wire auch der Makrophagen-spezifische
Phénotyp zu erklédren, da diese im besonderen Mafle grole Mengen von Cytokinen sezernie-
ren.

Ein analoger Mechnaismus wire fiir die Bindung und Inhibition von TLRs durch m41
denkbar. Da TLRs zur Erkennung von Pathogenen dienen und nach Erkennung dieser zum
einen die Cytokinexpression initiieren und zum anderen Caspase-unabhéngigen Zelltod (pro-
grammierte Nekrose) iiber RIP aktivieren (Kaiser and Offermann 2005), wire dieses eine ef-

fektive Art diesen Teil der angeborenen Immunantwort auszuschalten.

4.3.3 Mogliche Relevanz des m41 Proteins in der Inhibition des pro-

grammiertem Zelltods

Programmierter Zelltod (Apoptose) ist ein Bestandteil des angeborenen Immunsys-
tems. Er spielt eine wichtige Rolle nicht nur bei der Entfernung von infizierten, oder beschi-
digten Zellen, sondern auch bei der Differenzierung von Hematopoetischen Zellen und vielen
anderen Prozessen (Opferman 2007).

Ein essentieller Bestandteil der Initiation und Exekution der Apoptose ist die Aktivie-
rung der Caspase-Kaskade, die durch Aktivierung von Initiator-Caspasen eingeleitet wird.
Eine dieser Initiator-Caspasen ist Caspase-2, welche neben dem Cytosol auch im Nukleus und
im Golgi zu finden ist (Mancini, Machamer et al. 2000) (siche Abb.44).

Die Aktivierung von Caspase-2 geschieht iiber eine autokatalytische Spaltung dieser,
welche theoretisch durch eine Interaktion mit dem 41 Protein inhibiert werden konnte.

Eine andere Moglichkeit Apoptose zu blockieren wére die Inhibition der GD3-

Synthase. Diese Synthase wird zu frithen Zeitpunkten der Ceramid- und Fas-induzierten
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Apoptose aktiviert und synthetisiert im Golgi GD3-Ganglioside (Kristal and Brown 1999;
Tomassini, Malisan et al. 2004). Nach der Synthese wird dieses Lipid aus dem Golgi ausge-
schleust und induziert Apoptose durch Induktion von reaktiven Sauerstoff-Spezies (ROS),
Porenformation in den Mitochondrien und Cytochrom c Freisetzung (Garcia-Ruiz, Colell et
al. 2000). Zusitzlich inhibiert es den antiapoptotischen NFxB-Weg, welcher bei Fas-
mediierter Apoptose gleichzeitig aktiviert wird (Colell, Garcia-Ruiz et al. 2001).
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Abbildung 44: Darstellung der mdglichen Funktion des m41 Proteins. Durch die Golgi-Lokalisierung des
m41 Proteins ist der Einfluss auf mehrere Wege denkbar. GD3 Synthase wird durch Ceramid und Todesezep-
toren aktiviert. Die durch sie synthetisierten Ganglioside (GD3) inhibieren NF«xB und aktivieren proapoptoti-
sche Reaktionen in den Mitochondrien, wie z.B. die Synthese von reaktiven Sauerstoff Spezies (ROS).
Caspase 2 ist wie die GD3 Synthase im Golgi lokalisiert und wird unter anderem durch p53 nach DNA-
damage aktiviert und fithrt zur Apoptose. Cytokine, sowie deren Rezeptoren und TLRs gelangen auf ihren
Wegen zur Cytoplasmamembran bzw. Endolysosomen durch den Golgi. Bei all diesen Molekiilen ist eine in-
hibitorische Wirkung von m41 denkbar.

4.4 Bedeutung des m41.1 Proteins in der MCMV-Infektion

Ein dominanter Phénotyp des m41.1 Knockout-Virus im Rahmen der Infektion konnte
sowohl auf Fibroblasten, als auch auf Makrophagen beobachtet werden, welches einen stark
attenuierten Phéanotyp bei einer Infektion in vivo vermuten lésst.

Es konnte durch Wachstumskurven gezeigt werden, dass das m41.1 Protein essentiell
fiir die Replikation von MCMV auf Makrophagen ist. Die Infektion mit diesem Virus fiihrt
nicht zu einer Produktion von Nachkommen-Viren bei den untersuchten Makrophagenzellli-
nien (RAW264.7 und IC-21). Vermutlich ist dieses begriindet in dem Vitalititsverlust der

infizierten Zellen, da bereits 18 Stunden nach Infektion mit dem m41.1 Knockout-Virus die
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meisten Zellen eine drastische Reduzierung des Stoffwechsels, gemessen am Umsatz von
MTT, aufweisen. Es ist also denkbar, dass die infizierten Makrophagen sterben, noch bevor
das Virus in der Lage ist einen vollstdndigen Replikationszyklus zu durchlaufen.

Ein Wachstumsdefizit des m41.1 Knockout-Virus auf 10.1 Fibroblasten konnte bei ei-
ner onestep Wachstumskurve jedoch nicht gesehen werden, was daran liegen konnte, das
Fibroblasten allgemein unempfindlicher gegeniiber apoptotischen Stimuli sind. Eine Infektion
dieser Zelllinie mit hoher MOI zeigte jedoch, dass auch hier die Vitalitdt der Zellen im Ver-
gleich zur Infektion mit dem Wildtyp-Virus stark reduziert war. Im Unterschied zu den
Makrophagenzelllinien war der Phénotyp hier jedoch nicht bereits nach 18 sondern erst nach
72 Stunden zu beobachten, was fiir die relative Unempfindlichkeit der Zellen gegeniiber vi-

rus-induzierter Apoptose spricht.

4.5 Antiapoptotische Funktion des m41.1 Proteins

Durch Versuche von sowohl infizierten, aber auch von transduzierten Zellen konnte
gezeigt werden, dass das m41.1 Protein ein spezifischer Bak-Inhibitor ist. Zur Ausiibung sei-
ner Funktion bedarf es keiner weiteren viralen Proteine, es kann aber nicht ausgeschlossen
werden, dass im Rahmen der Infektion solche die Wirkung von m41.1 verstirken, oder es
stabilisieren und damit vor Abbau schiitzen, also dessen Halbwertszeit verlangern.

Von groflem Nutzen war das Vorhandensein von Knockout-Zellen, denen entweder
Bak, oder Bax fehlte. In zelluldren Prozessen scheinen Bax und Bak oftmals redundant und in
der Regel werden in der Mitochondrien-vermittelten Apoptose beide proapoptotischen Protei-
ne aktiviert. Die Bak-spezifische anti-apoptotische Funktion von m41.1 hitte in normalen
Fibroblasten nicht ohne weiteres untersucht werden konnen.

Der Phénotyp des m41.1 Knockout-Virus sowohl auf Fibroblasten, als auch auf
Makrophagen ist durch die Inhibition von Bak durch m41.1 zu erkléren. Durch Oligomerisa-
tions-Assays, bei denen Bak-Oligomere induziert und anschlieBend durch einen chemischen
Crosslinker kovalent gebunden wurden, konnte weiterhin ermittelt werden, dass m41.1 die
Oligomerisierung von Bak unterdriicken kann.

Der néchste Schritt vor der Oligmerisierung von Bak ist dessen konformationelle Ak-
tivierung, bei der der N-Terminus des Proteins exponiert wird. Eine inhibitorische Wirkung
auf diesen Schritt durch das m41.1 Protein konnte nicht gezeigt werden. m41.1 ist also in der
Lage die Oligomerisierung, nicht aber die Aktivierung von Bak zu verhindern.

Da m41.1 ein stark hydrophobes Protein ist und eine Transmembrandomine besitzt,
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wire es denkbar, dass es mit Bak im Transmembranbreich interagiert. Die Bindung von
m41.1 an Bak konnte {iber dieselbe Domine geschehen, die zur Bindung eines weiteren Bak
und damit zur Bildung der initialen Bak-Homodimere bendtigt wird. m41.1 wiirde also ein
Konkurrent fiir die Bak-Bindestelle sein. Angenommen, m41.1 wiirde eine hohere Affinitét zu
dieser Stelle aufweisen, als Bak, so wire ein Bak-m41.1 Dimer stabiler als ein Bak-Bak Ho-
modimer, welches bei einem Uberschuss von m41.1 zu einer vollstindigen Verhinderung der
Bak-Oligomerisierung fiihren wiirde.

Eine weitere Moglichkeit die Bildung von Bak-Oligmerisierung zu verhindern, wire
eine durch die Bindung von Bak an m41.1 induzierte Konformationsdnderung. Durch eine
solche theoretische Konformationsianderung konnte unter Umstdnden die Bindestelle fiir Bak
maskiert sein, und so wiirde trotz Aktivierung von Bak dessen Oligomerisierung verhindert
werden.

In nachfolgenden Studien konnte eine eventuelle Bindung von m41.1 an Bak iiber
Immunopricipitationen untersucht werden. Eine andere Moglichkeit eine Interaktion der Pro-
teine nachzuweisen wire eine Quervernetzung, wie es in dieser Arbeit auch fiir den Nachweis
von Bak-Oligomeren geschehen ist. Der hierbei verwendete Quervernetzer BMH sollte aller-
dings nicht verwendet werden, da dieser die Quervernetzung iiber Sulthydryle, also Schwefel-
reste der Aminosdure Cystein vermittelt. Das m41.1 Protein besitzt lediglich ein Cystein,
welches die Quervernetzung unter Umstdnden erschweren konnte. Moglicherweise wire eine
UV-aktivierte, unspezifische Quervernetzung, wie sie BASED vermittel, die bessere Alterna-
tive.

Da sich herausstellte, dass die HA-getagte Variante des m41.1 Proteins in seiner
Funktion stark beeintrachtigt ist, wére es sinnvoll einen spezifischen Antikorper herzustellen.
Da es sich allerdings um ein stark hydrophobes Protein handelt konnte die Expression in Bak-
terien zu Loslichkeitsproblemen fiihren weshalb die Herstellung und Immunisierung mit ei-

nem, oder mehreren m41.1 Peptiden die bessere Strategie sein konnte.

4.6 Konformationelle Aktivierung von Bak im Rahmen der MCMV-
Infektion

Durch einen konformationsabhéngigen Bak Antikérper konnte gezeigt werden, dass
die Infektion von Fibroblasten mit MCMV zur konformationellen Aktivierung von Bak fiihrt.
Es wire denkbar, dass m41.1 aktiv zu einer konformationellen Aktivierung von Bak fiihrt. Da

aber die Infektion mit dem m41.1knockout Virus auch zu einer Aktivierung fiihrt, die alleini-
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ge m41.1 Expression durch Transfektion dieses nicht auslost, ist eine Auslosung der Konfor-
mationsdanderung durch m41.1 unwahrscheinlich.

Die virus-induzierte Konformationsdnderung von Bak konnte auch nicht durch die
Uberexpression von Bcl-xp in der repBcl-x; -Mutante inhibiert werden. Fiir das Bcl-2 Protein
wurde bereits gezeigt, dass es die Konformationsdnderung von Bak nicht inhibiert, und préfe-
rentiell mit Bak in der aktiven Konformation interagiert (Ruffolo and Shore 2003). Da Bcl-2
und Bcl-x;, sowohl in ihrer Sequenz als auch in ihrer Funktion sehr homolog sind, kann davon
ausgegangen werden, dass sich Bel-xp dhnlich verhilt, also die Konformationsédnderung von
Bak nicht inhibieren kann.

Die Unfdhigkeit eines viralen Bak-Inhibitor die Konformationsianderung zu verhindern
ist nicht ungewdhnlich, da bislang nur von den Bcl-2-Homologen von Vaccinia Virus (FI1L)
und Fowlpox Virus (FPV039) eine Inhbition der konformationellen Aktivierung von Bak be-
kannt ist (Taylor, Quilty et al. 2006; Banadyga, Gerig et al. 2007).

Es gibt verschiedene Moglichkeiten, durch die die Infektion mit MCMV zur Aktivie-
rung von Bak fithren konnte: Erkennung des Virus durch TLRs, aber auch die Induktion von
ER-Stress und DNA-damage.

Ein frither Zeitpunkt der Virus-Erkennung und Bak-Aktivierung, ist die virus-bedingte
Aktivierung von TLRs. Es ist bekannt, dass die Aktivierung bestimmter TLRs zur Phosphory-
lierung und damit Aktivierung von dem BH3-only Protein Bim fiihrt (Hacker, Suttner et al.
2006), welches seinerseits Bak aktivieren und damit Mitochondrien-vermittelte Apoptose
induzieren kann. Die Erkennung von CMVs durch bestimmte TLRs ist bereits bekannt. So
werden die Glycoproteine gB und gH vom humanen Cytomegalovirus, welche in der Virus-
hiille eingelagert sind, von TLR 1/2 und fiihren zu deren Aktivierung (Boehme, Guerrero et
al. 2006). Des Weiteren konnte von einer anderen Arbeitsgruppe gezeigt werden, das murine
Cytomegalovirus von natiirlichen Interferon-produzierenden Zellen und dendritischen Zellen
iiber TLR 9 erkannt wird (Krug, French et al. 2004). Auch eine Beteiligung von TLR3 an der
Erkennung von MCMYV wird diskutiert (Tabeta, Georgel et al. 2004).

Da Cytomegalieviren, anders als alpha-Herpesviren, nicht fiir so genannte virus-host-
shutoff Proteine kodiert, kommt es im Laufe der Infektion nicht nur zur Synthese der zellula-
ren, sondern auch der viralen Proteine. Diese zusitzliche Belastung des Systems mit Proteinen
kann zur fehlerhaften bzw. unvollstindige Faltung dieser fiihren. Sensoren im Endoplasmati-
schen Retikulum erkennen fehlgefaltete Proteine und fiihren zur Aktivierung der so genannten
,unfolded protein response” (UPR). Die Aktivierung und Regulation des UPR konnte bereits
im Rahmen der HCMV-Infektion gezeigt werden (Isler, Skalet et al. 2005). Im Laufe des
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UPR kommt es neben einer Hemmung der Translations und Transkription von Chaperonen,
auch zu einer Aktivierung von Bim mit anschlieender Aktivierung von Bak (siche Abb. 45)

(Szegezdi, Logue et al. 2006).
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Abbildung 45: Mégliche Ursachen der Bak-Aktivierung durch die Infektion mit MCMV. Die Bak Aktivie-
rung durch eine MCMV-Infektion ist durch mehrere Mechanismen erklarbar. Die Erkennung der viralen Gly-
koproteine, die sich in der Virushiille befinden kdnnen durch TLR1/2 erkannt werden. Dieses fiihrt zur Spaltung
des BH-3-only Proteins Bid in t-Bid, welches Bak aktiviert. Die Erkennung der CpG-Methylierung der viralen
DNA in den Endolysosomen durch TLR9 wiirde ebenfalls iiber Aktivierung eines BH3-only Proteins, Bim zur
Aktivierung von Bak fiihren. Die Erkennung der freien DNA-Enden des viralen Genoms im Zellkern kann zum
einen iiber p53 direkt, zum anderen durch Transkription von BH3-only Proteinen ebenfalls zur Aktivierung von
Bak fiihren. Zusitzlich ist dieses ebenso denkbar durch die Induktion der ,,unfolded protein response* (UPR) im
Endoplasmatischen Retikulum bedingt durch die iiberméBige Synthese neuer Proteine mit anschlieBender Akti-
vierung von Bim ebenso mdglich.

Da MCMYV im Nucleus repliziert, kann es bei Erkennung der Enden des viralen Ge-
noms als Bruch in der doppelstringigen DNA zur Aktivierung der DNA-damage Antwort
kommen. Die Induktion dieser Antwort konnte bereits bei der Infektion von Zellen mit dem
Herspes simplex (Shirata, Kudoh et al. 2005) und dem Epstein-Barr Virus (Kudoh, Fujita et
al. 2005) nachgewiesen werden. Diese fiihrt zur Aktivierung von p53, welches zum einen die
Expression von BH3-only Proteinen induziert, welche ihrerseits Bak aktivieren konnen. Zum
anderen kann p53 selbst aus den Zellkern geschleust werden und zu den Mitochondrien ge-
langen, wo es zur Aktivierung von Bax und Bak fiihrt (Ferri and Kroemer 2001).

Welcher dieser vorgestellten Prozesse (Ubersicht siche Abb. 45) fiir die konformatio-
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nelle Aktiverung von Bak verantwortlich ist, oder ob es sich um ein Zusammenspiel mehrerer
Prozesse handelt kann in dieser Arbeit nicht beantwortet werden und Bedarf weiterer Unter-

suchungen.

4.7 Inhibition von Bax und Bak durch zwei unterschiedliche MCMV
Proteine

Im Laufe der Koevolution von Virus und Wirt haben viele Viren Bcl-2 Homologe,
wahrscheinlich zum Teil durch Aufnahme des zelluldren Bcl-2 Gens in das virale Genom
entwickelt. Muromegaloviren sind die bisher einzigen bekannten Pathogene, welche einen
anderen Weg beschritten.

MCMYV, als Vertreter der Muromegaloviren, exprimiert zwei einzelne Proteine unab-
héngig voneinander um spezifisch Bax durch m38.5 und Bak durch m41.1 zu inhibieren (sie-

he Abb. 46).
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Abbildung 46: Inhibition der mitochondrial vermittelten Apoptose durch die MCMV Proteine m38.5 und
m41.1. Die Konformationelle Aktivierung von Bax und Bak kann durch vielfiltige Arten von Stress, wie z.B.
DNA-Damage induziert werden. Bax wird darauthin an die Mitochondrien rekrutiert, wo es zur Bildung von
Homo-Oligomeren und zur Ausschiittung von proapoptotischen Faktoren, wie z.B. Cytochrom ¢ kommt. Bak
dissoziiert nach Stimuli von antiapoptotischen Proteinen, wie z.B. Bcl-x; und bildet anschlieend, wie Bax Ho-
mo-Oligomere. Auch hier kommt es zur Ausschiittung von proapoptotischen Proteinen, die Apoptose ausldsen.
Das m41.1 Protein inhibiert die Formation von Bak-Oligomeren und damit die Auschiittung von proapoptoti-
schen Proteinen. m38.5 inhibiert Bax-mediierte Apoptose, der genaue Mechanismus ist noch nicht geklart, aber
die Inhibition der Bax-Oligomerisierung ist denkbar.
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Das humane Cytomegalovirus, als Vertreter der Cytomegalieviren, exprimiert das
UL37x1 Protein. Dieses besitzt keine Sequenzhomologie zu Bcl-2 oder zu den MCMV-
Proteinen m38.5 und m41.1. Trotz der fehlenden Sequenzhomologie besitzt das UL37x1 je-
doch eine dreidimensionale Faltung, die der des Bcl-2 Proteins dhnelt (Pauleau, Larochette et
al. 2007).

Zu Beginn seiner Entdeckung wurde UL37x1, oder auch vMia genannt, als ein Bax-
spezifischer Apoptose-Inhibitor beschrieben. Spétere Untersuchungen in humanen Zellen
zeigten, dass es zusétzlich in der Lage ist auch Bak zu inhibieren (Karbowski, Norris et al.
2006). Die unterschiedlichen Ergebnisse der beiden Studien konnte damit erklart werden, dass
UL37x1 moglicherweise nur in humanen Zellen in der Lage ist Bak zu inhibieren. Eine ande-
re Moglichkeit wire eine untergeordnete Rolle von Bak in der Apoptose von humanen Zellen
sein, welches bislang nicht abschlieBend geklért ist. Es bedarf also weiterer Studien um nach-
zuweisen, ob es sich bei diesem Protein um ein funktionelles Bcl-2 Homolog handelt.

Muromegaloviren kodieren nicht fiir ein Bcl-2 Homolg und sind bislang die einzigigen
bekannten Pathogene, welche zwei unterschiedliche Proteine zur Inhibition von Bax und Bak
entwickelt haben.

Viele der zelluldren antiapoptotischen Bcl-2 Familienmitglieder hemmen sowohl Bax,
als auch Bak. Die einzige Mitglieder, die hauptsichlich, aber nicht ausschlieBlich Bax bzw.
Bak hemmen sind Bcl-B bzw. Mcl-1 (Zhai, Jin et al. 2008). Es besteht also fiir die Zelle die
Moglichkeit, Bax und Bak differenziell zu regulieren, was eine nicht-redundante Funktion
dieser Proteine impliziert. Tatsdchlich konnte in Versuchen mit Cisplatin und Neisseria go-
norrhoeae induzierter Apoptose diese nicht-redundante Funktion von Bax und Bak gezeigt
werden (Kepp, Rajalingam et al. 2007).

Neuere Untersuchungen konnten zeigen, dass eine Zellzyklusfunktion von Bcl-2/Bcl-
xp-induziert wird, welche auf die Anwesenheit von Bax und Bak angewisen ist und wahr-
scheinlich unabhingig von der antiapoptotischen Wirkung der Proteine ist (Janumyan, Cui et
al. 2008). Es wire auch hier denkbar, dass die Funktion von Bak und Bax hier nicht redundant
sind und MCMV moglicher Weise auf diese Art Einflu auf den Zellzyklus der Wirtszelle
nehmen kdnnte.

Die Einzigartigkeit in Sequenz und Funktion der MCMV-Proteine m41.1 und m38.5
kann in Zukunft ein Mittel sein, weitere nicht-redundante Funktionen von Bax und Bak auf-

zukléren.
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4.8 Schlussfolgerung

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Infektion von Fibroblasten mit
MCMYV zu einer konformationellen Aktivierung von Bak fiihrt. Dessen Oligomerisierung und
anschlieende Auslosung der Apoptose wird dabei durch den Bak-spezifischen Inhibitor
m41.1 inhibiert. Virusmutanten, welche kein m41.1 exprimieren, sind nicht in der Lage, in
Makrophagen eine produktive Infektion auszulosen. Da Makrophagen eine entscheidende
Rolle bei der Dissemination von MCMYV haben, ist anzunehmen, dass m41.1 fiir die Pathoge-
nitdt des Virus von groBer Bedeutung ist. Der Stellenwert von m41.1 wird zusétzlich durch
die Tatsache verdeutlicht, dass dieser viraler Inhibitor der Bak-Oligomerisierung (vIBO) in
verschiedenen Cytomeaglieviren konserviert ist.

MCMYV und RCMV sind bislang die einzigen Pathogene bei denen eine Inhibition der
Mitochondrien-vermittelten Apoptose iiber Bax/Bak durch zwei unterschiedliche Proteine
nachgewiesen werden konnte. Diese Form der Inhibition konnte darauf hinweisen, dass Bax
und Bak im Rahmen der CMV-Infektion nicht-redundante Funktionen ausiiben und die indi-

viduelle Inhibition fir das Virus von Vorteil ist.
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