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1. Einleitung

1.1 Das Cytomegalovirus: Klassifikation und Atiologie

Das Cytomegalovirus (CMV) ist ein doppelstrangiges DNA-Virus, das den
Betaherpesvirinae zugeordnet wird. Es werden drei Genera unterschieden: das
Genus Cytomegalovirus beinhaltet das humane CMV (HCMV; humanes Herpesvirus
5) und Cytomegaloviren verschiedener Primaten. Das Genus Muromegalovirus
umfasst das murine CMV (MCMV) und das Ratten-CMV (RCMV), wahrend die
humanen Herpesviren HHV-6 und HHV-7 zu den Roseoloviren gehoren. Die
Betaherpesvirus-Klassifikation  basiert auf biologischen Eigenschaften der
Wirtsspezifitdt, der Dauer des Replikationszyklus sowie den durch die Virusinfektion
hervorgerufenen zytopathischen Effekten. Letztere &ufRern sich in einer
ZellvergrofRerung mit intranukleéren Einschlissen, die bereits 1904 in Geweben von
Kindern mit lebensbedrohlichen Infektionen beschrieben und im Nachhinein mit dem
Begriff zytomegale Einschlusskrankheit (engl.: ,cytomegalic inclusion disease")
charakterisiert wurden [1, 2]. 1921 beobachteten Goodpasture und Talbot
zytomegale Zellen in den Parotiden von Meerschweinchen [3], und wenige Jahre
danach gelang Cole und Kuttner der Nachweis einer spezies-spezifischen viralen
Atiologie, die zur Pragung des Begriffes Speicheldriisenvirus (engl.: ,salivary gland
virus) fuhrte [4]. Margaret Smith isolierte 1954 murines CMV aus Explantaten
infizierter Mause, das sie in murinen Fibroblasten propagieren konnte [5]. Kurz
darauf wurde ebenfalls durch Smith und zwei andere Gruppen das humane CMV
isoliert [6-8]. Der weit verbreitete HCMV Laborstamm AD169 geht auf diese
Untersuchungen zuriick. Den Begriff ,,Cytomegalovirus® fuhrten T. H. Weller et al.
ein, um die durch die Infektion verursachten zellularen Veranderungen zu

kennzeichnen [9].

1.2 Epidemiologie

Das humane Cytomegalovirus ist ein weltweit verbreiteter opportunistischer
Krankheitserreger, der wie alle Herpesviren die Fahigkeit besitzt, in ein
Latenzstadium Uberzutreten, und deshalb lebenslang im Korper persistiert. Das Virus
wird durch direkten und indirekten Personenkontakt Gbertragen. Eine CMV-Infektion

verlauft in der Regel symptomarm und geht ohne charakteristische



Krankheitszeichen einher. Als Ubertragungsquelle dienen Blut, Korpersekrete wie
Speichel, Genitalflissigkeit und Urin, sowie Muttermilch. Die Infektion ist nicht von
saisonalen Gegebenheiten abhangig, hingegen scheinen sozio6konomische
Faktoren sowohl die vertikale (intrauterine) als auch die horizontale Infektionsrate zu
beeinflussen. Die Seropravalenz weist in Industrienationen eine deutliche
Altersabhéngigkeit auf wund liegt bei ca. 40-60%, wahrend in sehr
bevolkerungsreichen Gebieten die Infektionsrate Gber 90% betragen kann [10, 11].

Das Cytomegalovirus verursacht mit einer Inzidenz zwischen 0.2 und 2.4% (Mittel ca.
1%) die meisten konnatalen Infektionen weltweit [12-14]. Das Virus wird im
Wesentlichen auf zwei Wegen von der Mutter auf das Kind Ubertragen: Zum einen
postnatal tber die Muttermilch, wobei die Infektion gesunder, reifgeborener Kinder in
der Regel komplikationslos und ohne Langzeitschaden verlauft; zum anderen durch
die intrauterine Virustransmission nach Primarinfektion der seronegativen
Schwangeren. Die Transmissionsrate nach Priméarinfektion einer Schwangeren
betragt etwa 40-50% [15]. Die Gefahr der Virusubertragung auf ungeschuitzte
Schwangere ist besonders in Kindertagesstatten vergleichsweise hoch, da das Virus
im Urin ausgeschieden wird und insbesondere konnatal Infizierte das Virus
intermittierend Uber Jahre im Urin ausscheiden kdnnen. Das Institute of Medicine
(Washington, USA) hat bereits 2001 die Entwicklung eines Impfstoffes zur
Vermeidung einer konnatalen CMV-Infektion als hohe Prioritéat eingestuft [16]. Bisher
durchgefuhrte experimentelle Impfungen haben zwar Antikdrper induziert, jedoch
nicht zur Verminderung der CMV-Infektionsrate beigetragen [17]. In einer kirzlich
vergffentlichten Studie mit einer CMV-Glykoprotein B-Vakzine wurde eine Vakzine-
Effizienz von 50% berichtet [18].

1.3 Pathogenese

Das CMV ist ein zytopathisches, zell-assoziiertes Virus, das zu einer Zelllyse fuhrt
und sich, wie bereits beschrieben, in Form zytomegaler Einschlusskorper
manifestiert. Die Infektion mit dem humanen CMV in vitro ist protrahiert, der
Replikationszyklus liegt bei 36-48 Stunden. Es sind eine Vielzahl von HCMV-Isolaten
bekannt, die sich genetisch unterscheiden und unterschiedliche Virulenz besitzen
[19-22]. Diese genetische Varianz wirkt sich nicht nur auf den Zelltyp aus, den das

Virus infiziert, sondern nimmt auch auf die Pathogenitat Einfluss.



Die HCMV-Infektion verlauft bei immunkompetenten Individuen zumeist
symptomarm. Bei Personen mit eingeschrankter Immunfunktion (Neugeborene,
Patienten nach Stammzell- oder Organtransplantation) manifestiert sich die Infektion
hingegen haufig an Organen wie Lunge, Leber, Augen, Ohren und dem Gehirn und
fuhrt bei diesen Personengruppen zu einer erheblichen Morbiditat und Mortalitat [23].
Bei diesen Patienten ist eine Intervention mit Ganciclovir zur Hemmung der viralen
Replikation prinzipiell moglich, scheitert jedoch zuweilen an Mutationen im viralen
Genom, die die Wirkung des Medikaments aufheben oder abschwéchen [24-26].
Alternativ kbnnen Foscavir oder Cidofovir eingesetzt werden, die zwar nicht wie
Ganciclovir myelotoxisch, dafir aber nephrotoxisch sind. Ausgehend von den
Arbeiten von Riddell und Greenberg wurde die adoptive Immuntherapie als neue
Option zur Behandlung von CMV-Infektionen (aber auch anderer Erreger wie z. B.
Adenoviren oder Aspergillen) nach Transplantation etabliert [27-32]. Hierbei werden
dem Transplantatempfanger Virus-spezifische Lymphozyten verabreicht, um eine

Immunitat moglichst schnell wieder herzustellen.

Medizinisch bedeutsam ist auch die konnatale CMV-Infektion, die bei Neugeborenen
und Kleinkindern eine haufige Ursache fur Langzeitfolgen wie Hor- und Sehschaden
sowie Entwicklungsstorungen darstellt [12]. Eine intrauterine Infektion tritt bei ca.
30% der Schwangeren auf, die sich erstmalig mit CMV infizieren [33]. Frauen, die
bereits vor Beginn der Schwangerschaft seropositiv waren, tUbertragen das Virus in
nur 0,2 — 2,5% der Félle. Eine prakonzeptionelle Immunitat gegen CMV schiitzt somit
nur partiell gegen eine intrauterine Ubertragung, und es handelt sich hierbei eher um
Neuinfektionen als um Reaktivierungen, die zu einer prénatalen Infektion fihren
konnen [34, 35]. Bei etwa 10% der konnatal infizierten Kinder sind Symptome wie
Ikterus, Hepatosplenomegalie, Petechien, Mikrozephalie und neurologische Defizite
zu beobachten, die auf die CMV-Infektion zuriickzufuhren sind. Uber 90% der
Uberlebenden symptomatischen Kinder entwickeln Komplikationen wie HOr- oder
Sehstdrungen. Im Gegensatz zur konnatalen CMV-Infektion stellt die Infektion unter
der Geburt und die postpartale Infektion durch Muttermilch bei Reifgeborenen im
Allgemeinen kein erhthtes Risiko flr Langzeitschdden dar. Letztere treten jedoch
gehauft bei Frihgeborenen oder immunsupprimierten Kindern auf [26, 36, 37].



1.4 Modellsysteme der CMV-Infektion

Von der Untersuchung des humanen CMV-Genoms erhofft man sich unter anderem,
virale Faktoren zu identifizieren, die zur Pathogenitat des Virus beitragen. Es wurden
zahlreiche Gene beschrieben, die haufig zellularen Genen ahneln und
immunmodulatorischen Charakter besitzen oder fir den Tropismus eine Rolle
spielen [19, 22, 38-40]. Diese viralen Gene sind jedoch meist fur die Replikation des
Virus nicht essentiell [41], so dass sich in Zellkulturversuchen mit Virusmutanten kein
Unterschied zum Wildtypvirus feststellen lasst und Unterschiede im biologischen

Verhalten der Viren gelegentlich nur in vivo erkennbar sind.

Da den Cytomegaloviren eine strikte Spezies-Spezifitdt eigen ist, lassen sich nur
Zellen des naturlichen Wirts oder einer nahe verwandten Spezies effizient infizieren,
wahrend bei der Infektion der Zellen anderer Spezies keine Virusreplikation erfolgt
[42, 43]. Beispielsweise lasst sich das murine CMV in Rattenfibroblasten
propagieren, umgekehrt ist jedoch keine Replikation des Ratten-CMV in
Mausfibroblasten mdglich. Diese Spezies-Spezifitat kann tiberwunden werden, wenn
die durch die Infektion induzierte Apoptose blockiert wird. Das murine CMV kann sich
in humanen Zellen vermehren, wenn es ein anti-apoptotisches (bcl-2-dhnliches) Gen,
das dem humanen CMV eigen ist, besitzt [44]. Desgleichen ist das Ratten-CMV
imstande, humane Zellen zu infizieren, die solch ein anti-apoptotisches Gen

exprimieren.

Da die Spezies- und auch ausgepragte Wirtsspezifitdt keine Untersuchung des
humanen CMV in Versuchstieren zulasst, werden Muromegaloviren, insbesondere
das murine Cytomegalovirus (murides Herpesvirus 1), zur Untersuchung des CMV-
Infektionsprozesses und der daraus entstehenden Komplikationen wie auch zur
Untersuchung der Latenzentstehung und der Reaktivierung eingesetzt [45-47].
Neben dem murinen CMV wird auch das Ratten-CMV verwendet, wovon im
Wesentlichen zwei Laborisolate untersucht werden: das England-Isolat (RCMV-E)
und das Maastricht-Isolat (RCMV-M) [48, 49]. Beide wurden unabhangig aus der
Wanderratte Rattus norvegicus isoliert [50, 51]. Das Meerschweinchen-Modell nutzt
das Meerschweinchen-CMV, das als einziges Virus zur Untersuchung der
konnatalen CMV-Infektion geeignet ist, da das murine CMV nicht diaplazentar

Ubertragen wird [52-54]. Es wurde zwar auch ein neues Ratten-CMV-Isolat



beschrieben, das imstande sein soll, Feten zu infizieren, doch konnte dies in eigenen
Versuchen mit dem RCMV England-Isolat nicht bestatigt werden ([55] und S. Voigt,
unvero6ffentlichte Ergebnisse). Darliber hinaus existiert das Rhesusaffenmodell, dem
mit dem Rhesus-CMV zwar ein dem humanen CMV genetisch &ahnlicheres Virus

zugrunde liegt, dessen Analyse aber mit ungleich héheren Kosten verbunden ist [56].

1.5 Molekulargenetik und Mutagenese von Cytomegaloviren

Bei den Cytomegaloviren handelt es sich um doppelstrangige DNA Viren mit
Genomen von ca. 230-240 kb [57]. Eine Ausnahme stellt hier das Genom des
England-lsolates des Ratten-CMV mit ca. 206 kb dar ([58] und S. Voigt,
unveroffentlichte Ergebnisse). RCMV-E ist kollinear zu den Genomen von MCMV
und RCMV-Maastricht, unterscheidet sich aber vor allem im Bereich der Termini von
den Letztgenannten. Eine Ubersicht der Genome des MCMV, RCMV-M und RCMV-
E gewahrt die Abb. 1.
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Abb. 1. Genomorganisation von MCMV, RCMV-E, und RCMV-M. Die obere Achse spiegelt die GréRRe
der Genome wider. Zwischen drei bzw. zwei Viren konservierte offene Leserahmen werden als weil3e
bzw. graue Késtchen gezeigt, nicht konservierte Gene sind schwarz markiert. Grol3ere konservierte
Bereiche sind in Blocken dargestellt.

Die erste komplett verdffentlichte CMV-Genomsequenz war die des Laborstamms

AD169 [59]. In der Folge wurden verschiedene klinische humane CMV-Isolate und



auch die CMV-Genome der Maus, des Maastricht-lsolates der Ratte, des
Meerschweinchens, des Rhesusaffen und des Schimpansen bestimmt [20, 21, 57,
60-63]. Die Genome von Cytomegaloviren beinhalten ca. 160-190 offene
Leserahmen, die Uberwiegend fur Proteine kodieren. Die Funktion dieser Proteine ist
grofdtenteils unbekannt, da sie nicht homolog zu Genen mit bereits bekannter

Funktion sind.

Die Manipulation von Cytomegalovirusgenomen dient dem Zweck, mehr Uber die
Virus-Wirt-Interaktion auf molekularer Ebene zu erfahren. Hierzu ist die Herstellung
von Virusmutanten erforderlich, in denen das zu untersuchende Gen gezielt
verandert wird. Die erste homologe Rekombination in eukaryonten Zellen wurde mit
dem Herpes simplex Virus um 1980 durchgefiihrt [64]. Damit eine homologe
Rekombination stattfinden kann, wird Virion-DNA mit einem Plasmid, das das
veranderte Zielgen mit homologen flankierenden Sequenzen sowie einen Marker
enthalt, in eukaryonte Zellen ko-transfiziert. Ein Marker wie z. B. die B-Galaktosidase
ist notwendig, da es sich bei der Rekombination um ein seltenes Ereignis handelt
und das Wildtypvirus in der Gesamtmenge der Nachkommenviren vorherrscht.
Deshalb muss zur Isolation des Virus eine Verdinnungsreihe vorgenommen werden,
bis in einer Vertiefung nur noch ein Plaque vorhanden ist, der anhand des Markers
identifiziert wird. Die Virusmutante muss anschlieRend mittels Restriktionsverdau,
Gelelektrophorese, Southern-Blot und Sequenzierung genau charakterisiert und mit

dem Wildtypvirus verglichen werden.

Einige Jahre spater gelang die Klonierung grol3erer viraler Genabschnitte in Cosmid-
Vektoren [65], ehe Messerle et al. 1997 erstmalig ein Herpesvirus, das murine CMV,
als bakterielles artifizielles Chromosom (BAC) klonierten [66]. Grundlage dieser
Technik ist ebenfalls die homologe Rekombination, die jedoch in E. coli und nicht in
eukaryonten Zellen stattfindet und somit deutlich schneller durchzuftihren ist. Dieses
Vorgehen stellt die Methode der Wahl zur Kartierung, Sequenzierung und
Manipulation von Herpesviren dar; zahlreiche Herpesviren sind bereits als BAC
kloniert worden [67]. Daraufhin ermdglichte die Einfuhrung der Transposon-
Mutagenese die Erstellung grof3er Bibliotheken mutanter viraler BAC Genome, die
auf eine bestimmte Genmutation untersucht werden kdnnen [68, 69], und die
markerlose Klonierung von viralen BAC-Genomen wurde etabliert [70].



1.6 Immunmodulatorische Gene bei Cytomegaloviren

Die Immunantwort auf eine CMV-Infektion basiert auf einem detaillierten
Wechselspiel zwischen infizierten Zellen und den Abwehrzellen des Wirtes.
Cytomegaloviren sind bekannt fir ihre Fahigkeit, die Immunantwort zu umgehen, da
sie im Lauf der Evolution zahlreiche Homo- oder Analoge vom Immunsystem des
infizierten Wirtes in ihr Genom Ubernommen haben [71, 72]. Die Analyse der
Interaktion dieser homologen Gene mit den Wirtsgenen gewahrt einerseits Einblick in
die virale Pathogenese, gibt andererseits aber auch Hinweise, wie die zellularen
Gene des Wirtes funktionieren. Im Rahmen der frGhen Immunantwort (,innate
immunity”) spielen die Naturlichen Killer-Zellen (NK-Zellen) eine wichtige Rolle, da
sie zu den ersten Immunzellen gehoéren, die infizierte Zellen erkennen und
bek&dmpfen, bevor die adaptive Immunantwort mit zytotoxischen T-Lymphozyten
beginnt, die fur die Kontrolle einer CMV Infektion von grof3er Bedeutung ist [73].
Neben der Auseinandersetzung mit NK-Zellen beeinflussen Viren die Apoptose, den
Zellzyklus, die Antigenprasentation von dendritischen Zellen, und modulieren
Zytokine und Chemokine [38, 74].

1.6.1 Blockade der Antigenprasentation

In-vivo-Untersuchungen mit dem murinen CMV zeigten, dass die zytotoxischen
CD8'-Lymphozyten eine entscheidende Rolle spielen, da sie die Infektion
kontrollieren [73, 75]. Deshalb ist es nicht verwunderlich, dass das murine CMV
versucht, die Prasentation viraler Peptide durch ,Major histocompatibility complex*®
Klasse | (MHC Klasse I)-Molekile auf der Oberflache infizierter Zellen zu verhindern
(Abb. 2). Hierzu nutzt MCMV im Wesentlichen die drei Proteine (,Immunoevasine")
mO04/gp34, m06/gp48 und m152/gp40, die sich gegenseitig erganzen [76]. Das
Protein m04/gp34 formt mit MHC Klasse I-Molekilen einen Komplex und wird
gemeinsam mit ihnen an die Zelloberflache transportiert, wo es die Erkennung durch
zytotoxische T-Zellen beeinflusst [77]. Das m06/gp48 Protein bildet ebenfalls mit
MHC Klasse I-Molektlen einen Komplex und leitet sie zum proteolytischen Abbau zu
Lysosomen [78], wahrend peptidbeladene MHC Klasse I-Molekule durch m152/gp40
im Endoplasmatischen Retikulum/Golgi Komplex (endoplasmatic reticulum - cis-Golgi
intermediate compartment, ERGIC) zurtickgehalten werden [79]. Obschon MCMV
diese Proteine einsetzt, gelingt es dem Virus jedoch nicht, die
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Oberflachenprasentation komplett zu verhindern, da dieser Vorgang durch die
Effektivitat der Antigenprozessierung entscheidend beeinflusst wird. Dabei garantiert
auch die Uberzahl an CD8" Epitop-spezifischen Lymphozyten allein keinen Schutz
[80-82].

Auch das humane CMV behindert die Erkennung viraler Peptide: das Protein US6
interagiert mit dem ,Transporter associated with Antigen Processing“ (TAP) in der
Membran des Endoplasmatischen Retikulums, wo es die Einschleusung der Peptide
blockiert [83]. Das US3 Protein verhindert die Ausschleusung der MHC Klasse |-
Molekile aus dem ER [84, 85], und US2 wie auch US11 verlagern die schwere Kette

des MHC Klasse I-Moleklls aus dem ER in das Zytosol, wo ein proteolytischer
Abbau stattfindet [86, 87].

Abb. 2. Modulation der MHC
Klasse I-Antigenprasentation
durch das murine und das
humane Cytomegalovirus. Aus:
MB Lodoen und LL Lanier: Viral
modulation of NK cell immunity.
Nat Rev Microbiol 3, 59-69, 2005.
Erklarung und Abkirzung s. Text.

1.6.2 Zytokine und Chemokine

Die Entzindungsreaktion umfasst komplexe zellulare Ablaufe, die auf chemischen
Botenstoffen beruhen. Zytokine sind kleine, l6sliche Proteine, die wichtige
Mediatoren zwischen Zellen bei Entziindungsreaktionen darstellen. Sie regulieren die
Entstehung und die Aufrechterhaltung von Immunantworten und werden von vielen
Zellen produziert. Damit sind sie eng an die frihe Immunantwort geknipft, aber auch

bei der adaptiven Antwort von Bedeutung. Wie die Interleukine und Lymphokine
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bilden auch die Chemokine (chemo-attractant cytokines) eine Untergruppe der

Zytokine. Chemokine senden Signale an benachbarte Leukozyten, die dadurch an
den Entzindungsort gelockt werden. Sie steuern inflammatorische Prozesse, indem
sie die Motilitéat der Zellen des Immunsystems koordinieren. Dabei handelt es sich
um kleine Proteine mit verwandter Aminosauresequenz, deren Rezeptoren zur

Gruppe der G Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) gehéren.

Chemokine werden derzeit auf Grund der Position ihrer zwei konservierten Cysteine
nahe des N-Terminus in vier Gruppen eingeteilt [88]. Die alpha- (CXC) und beta-
(CC) Gruppen beinhalten zahlreiche Chemokinliganden, wobei Liganden jeder
Gruppe promiskuitiv an mehrere Rezeptoren binden koénnen [89]. Es sind aktuell
sieben Rezeptoren fir alpha-Chemokine (CXCR1-7) und zehn fir beta-Chemokine
(CCR1-10) bekannt. Das bisher einzige bekannte gamma-Chemokin (XC) wird als
Lymphotaktin, ,Activation-induced, T cell-derived and chemokine-related” (ATAC)
Molekul, SCM-1, oder XCL1 bezeichnet [90-93]. ATAC bindet an den Rezeptor
XCR1 auf humanen und murinen Zellen und in Geweben [94-96]. Die delta-Gruppe
der Chemokine (CX3C) ist durch drei Aminosauren zwischen den beiden Cysteinen
charakterisiert. Wie die gamma-Gruppe besitzt die delta-Gruppe derzeit nur einen

Liganden, das Fraktalkin; der dazugehorige Rezeptor ist CX3CRL1.

Die Beobachtung, dass das Chemokinsystem eng mit infektiosen Geschehnissen
verknUpft ist, hat die Aufmerksamkeit besonders bei Herpes- und Poxviren auf Virus-
kodierte Chemokinanaloge gelenkt [97-101]. Die meisten Herpesviren der beta- und
gamma-Subfamilien kodieren Analoge von Zytokinen (Chemokinproteinen),
Chemokinrezeptor-verwandten G Protein-gekoppelten Rezeptoren und Chemokin-
bindenden Proteinen [102-105]. Viral kodierte Chemokine kénnen unterschiedliche
pharmakologische Phanotypen besitzen, die von einem breiten Spektrum bis
hochselektiv, oder von agonistisch bis antagonistisch variieren [106-110].

Alpha- oder beta-Chemokine und Chemokinrezeptoren wurden bislang im humanen,
Maus-, Ratten- und Schimpansen-CMV sowie in den humanen Herpesviren 6 und 7
charakterisiert [110-115], und es gibt Hinweise, dass virale Chemokine wie vCXC-1
(UL146) des HCMV Toledo-Stammes als auch klinische HCMV-Isolate die Virulenz
des Erregers erhdéhen konnen [107, 116-118]. Daruber hinaus kodiert das
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Gammaherpesvirus Kaposi-Sarkom-assoziiertes Herpesvirus (KSHV oder HHV-8)
drei beta-Chemokine (vCCL-1, vCCL-2, und vCCL-3) sowie ein virales Interleukin-6-
(viL-6) Homolog [100]. Wahrend vCCL-1 als CCR8-Agonist fungiert [119, 120],
blockiert vCCL-2 XCR1, den ATAC-Rezeptor [106, 121]. Das virale Chemokin vCCL-
3 wurde als CCR4-Agonist identifiziert [122]. Im Gegensatz hierzu aktiviert vCCL-3
selektiv den XC Rezeptor-1 (XCR1) [98]. KSHV kodiert somit zwei funktionell
unterschiedliche Chemokine, die entweder XCR1 blockieren (vCCL-2) oder

aktivieren (vCCL-3), jedoch keine ATAC-Homologe darstellen.

Das RCMV-E kodiert das beta-Chemokin-Homolog €131/129, das auch im murinen
CMV vorkommt [49, 113, 123]. Zudem wurde von uns bei der RCMV-E-
Sequenzanalyse ein Gen mit signifikanter Homologie zu dem gamma-Chemokin
Lymphotaktin der Ratte sowie zum humanen und murinen ATAC identifiziert, das
deshalb tentativ ,vVATAC" genannt wurde. In der Literatur ist ein gamma-Chemokin-
Homolog bei Viren bisher nicht beschrieben worden. Da &hnliche Gene bei
Immunreaktionen in der Maus, der Ratte und beim Menschen von Bedeutung sind
[124], wird vermutet, dass dieses virale Homolog bei der Auseinandersetzung von
RCMV mit dem Immunsystem eine Rolle spielt. Am N-Terminus dieses viralen Gens
ist ein putatives Signalpeptid lokalisiert, welches fiir die Sekretion des Proteins nach
transienter Transfektion notwendig zu sein scheint. Das Gen wird in der frihen
Phase der Replikation exprimiert und konnte mit Hilfe einer Flag-Signalsequenz im
Western-Blot detektiert werden (S. Voigt, unveroffentlichte Ergebnisse). Es bleibt
abzuwarten, ob VATAC eine agonistische oder antagonistische Funktion auf die noch

zu ermittelnde Zielzelle ausubt.
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1.6.3 Interaktion mit Natirlichen Killer-Zellen
Naturliche Killer (NK)-Zellen sind imstande, infizierte, transformierte, und allogene

Zellen zu erkennen und zu zerstoren [125]. Die Aktivitat von NK-Zellen wird durch
inhibierende und stimulierende Rezeptoren geregelt. Die an die Zelle GUbermittelten
Signale werden durch die Rezeptor-Ligand Interaktion bestimmt. Auf normalen, nicht
infizierten oder nicht transformierten Zellen dominieren inhibitorische Liganden, die
durch Attenuierung der NK-Zell-Aktivierung zu einer Toleranz fuhren [126]. Im
Gegensatz hierzu ist die Expression inhibitorischer Liganden auf infizierten und
transformierten Zellen haufig vermindert, und der Verlust dieser ,Selbst“-Molekiile
fuhrt zu einer erhdhten Zytotoxizitdt durch NK-Zellen. Dieser Vorgang wird als

»-missing-self‘-Erkennung bezeichnet (Abb. 3) [127].

Abb. 3. Die ,missing-self‘-Hypothese
besagt, dass NK-Zellen solche Zellen
angreifen, die keine MHC Klasse |-
Molekile (,self-Molekile*) auf ihrer
Oberflache besitzen. Ob eine NK-Zelle
aktiv wird, hangt von den Signalen ab,
die sie Uber ihre inhibierenden und

No response

No activating
ligands

MHC
ciass |

NO response

NK attack

Activating
figands

Outcome
determined
by balance
of signals

aktivierenden Rezeptoren erhalt.
Fehlen Liganden fir beide Rezeptoren
bzw. fehlt nur der aktivierende Ligand,
kommt es zu keiner Antwort (A, B). Um
aktiviert zu werden und schlieBlich zu
attackieren, bendétigen NK-Zellen einen
Liganden, der an ihren aktivierenden
Rezeptor bindet (C). Werden sowohl
der inhibierende als auch der
aktivierende Ligand besetzt, hangt das
Zustandekommen einer Antwort davon
ab, welcher Stimulus Uberwiegt (D).
Aus: MB Lodoen und LL Lanier: Viral
modulation of NK cell immunity. Nat
Rev Microbiol 3, 59-69, 2005.

Zu den am besten

Es sind verschiedene NK-Rezeptorfamilien bekannt.
charakterisierten Liganden gehodren die MHC Klasse I-Molekile, die an Rezeptoren
der Ly49-Familie in Nagern und ,Killer cell Ig-like receptor* (KIR) Rezeptoren bei
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Menschen binden [125]. Darlber hinaus existieren die ,leukocyte Ig-like receptors*
(LIR) und die CD94/NKG2 Heterodimere, die unterschiedliche Liganden erkennen
konnen [128]. Fiur den aktivierenden Rezeptor Natural Killer group 2, member D
(NKG2D) wurde kirzlich eine wichtige Rolle bei der Entwicklung von NK-Zellen
gezeigt [129]. In den letzten Jahren sind jedoch auch Rezeptoren beschrieben
worden, die Liganden ohne Homologie zu MHC Klasse I-Molekilen erkennen: dazu
gehort die Rezeptoren Natural Killer receptor protein 1, member B (NKRP1B) und
2B4.

Viren verfiigen Uber verschiedene Mechanismen, um einer Erkennung durch NK-
Zellen zu entgehen. Im Sinne der ,missing-self‘-Hypothese wurde das HCMV MHC
Klasse I-Homolog UL18 initial als ein Ligand beschrieben, der NK-Zellen in ihrer
Aktivierung hemmt [130]. Als Rezeptor wurde LIR-1 identifiziert, der jedoch nur auf
NK-Zell-Subtypen vorkommt [131]; dartber hinaus wurde berichtet, dass UL18 NK-
Zellen sowohl aktivieren als auch inhibieren kann, womit die Rolle von UL18 nicht
eindeutig definiert ist [132]. Wé&hrend die inhibitorische Funktion des UL18 von LIR-1
abhangig ist, ist die Aktivierung der NK-Zelle unabhangig von der Bindung an LIR-1
[133, 134]. Auch das murine CMV besitzt mit m144 ein MHC Klasse I|-Homolog,
dessen Rezeptor jedoch noch unbekannt ist.

Darlber hinaus interferieren Cytomegaloviren mit dem aktivierenden NK-Rezeptor
NKG2D, der auch bei vorhandener Expression von MHC Klasse I-Molekulen aktiviert
werden kann. NKG2D-Liganden sind nicht konstitutiv auf normalen Zellen
ausgepragt, sondern konnen durch Infektion induziert werden [135]. Das HCMV
Protein UL16 bindet an die NKG2D-Liganden ,UL binding protein“ (ULBP) -1 und -2,
wodurch die Liganden nicht an die Zelloberflache gelangen [136]. Daneben werden
auch die Liganden ,MHC class I-related chain A/B* (MICA bzw. MICB) vom Virus
angegriffen. Das HCMV-Protein UL142 fuhrt zu einer verminderten Expression von
MICA, wofur jedoch nicht UL142 allein verantwortlich zu sein scheint, da dieser
Effekt auch mit dem HCMV-Laborstamm AD169, dem UL142 fehlt, zu beobachten ist
[22, 137, 138]. Ebenso interferieren die MCMV Proteine m138, m145, m152 und
m155 mit den NKG2D-Liganden ,murine UL16-binding protein-like transcript 1“
(MULT-1), ,retinoic acid inducible-1* (Rae-1) und H60 [139-144]. Ein besonderes

MCMV-Protein stellt m157 dar. Dieses Protein ist einerseits Ligand fur den
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aktivierenden NK-Rezeptor Ly49H, zugleich aber auch Bindungspartner fur den
inhibitorischen Rezeptor Ly49I [145]. Ursache fir diese Promiskuitat ist eventuell ein
von Ly49H-positiven NK-Zellen selektiver Druck auf m157, der zu Mutationen und

damit einer veranderten Rezeptorspezifitat fuhrt [146].

Der NK-Genkomplex der Ratte ist auf Chromosom 4 lokalisiert und enthalt zahlreiche
verwandte, aber funktionell unterschiedliche C-Typ-Lektin-&hnliche Gene, die u.a. fur
stimulatorische und inhibitorische NK-Rezeptoren der NKRP1-Rezeptorfamilie
kodieren. Die zugehdérigen Liganden werden von der ,C-type lectin domain family 2“
(Clec2)-Genfamilie kodiert, die sich ebenfalls in dem NK-Genkomplex befindet und
dort vermischt mit den Rezeptorgenen vorliegt. Die zuerst identifizierten NKRP1-
Liganden waren Clec2, Mitglied D11 (Clec2D11; auch ,c-type lectin-related®-b, clr-b),
das an den inhibitorischen NKRP1B-Rezeptor bindet, und Clec2D3 (clr-g), das als
Ligand fir den stimulierenden NKRP1F-Rezeptor fungiert. Ahnlich wie MHC Klasse I-
Molekule werden Liganden vom Clec2-Typ auf infizierten und transformierten Zellen
vermindert exprimiert. Deshalb wurde vermutet, dass die Interaktion zwischen
NKRP1B und Clec2D11 ein alternatives Erkennungssystem zur Unterscheidung von

normalen und infizierten oder transformierten Zellen darstellt [147].

Die Aufgaben der in der vorliegenden Habilitationsschrift vorgestellten
Forschungsarbeiten liegen in der Aufdeckung von Mechanismen, die es RCMV-E
ermdglichen, sich einer Immunantwort zu entziehen. Dies ist einerseits durch virale
Homologe zelluléarer Liganden (Arbeiten Nr. 1-3), andererseits auch den Zustand der
Latenz (Arbeit Nr. 5) mdglich. Da es sich dariber hinaus bei RCMV-E um ein CMV
mit ungewohnlicher GenomgroRe (ca. 204 kb) handelt und das Virus Gene zur
Immunmodulation besitzt, die bei MCMV nicht vorhanden zu sein scheinen, wurde
untersucht, ob ein MCMV-Isolat existiert, das eine vergleichbare Grolie sowie
ahnliche Homologe wie RCMV-E besitzt (Arbeiten Nr. 3 und 4).
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2. Resultate

2.1  Charakterisierung eines RCMV C-Typ Lektin-Homologs

Voigt, S., Sandford, G.R., Ding, L., Burns, W.H.: Identification and characterization of a
spliced C-type lectin-like gene encoded by rat cytomegalovirus.
Journal of Virology, 2001; 75:603-611

Die beiden bekannten Ratten-CMV-Isolate Maastricht (RCMV-M) und England
(RCMV-E) unterscheiden sich durch ihre Genomgréf3e und die jeweils im Genom
enthaltenen Gene. Das Genom von RCMV-M wurde im Jahr 2000 publiziert. Bei der
Sequenzierung des linken Terminus des RCMV-E Genoms wurde ein Gen
identifiziert, das Ahnlichkeit zu C-Typ-Lektinen besitzt. Solche C-Typ-Lektin-
ahnlichen Gene findet man als aktivierende oder auch inhibierende Rezeptoren auf
Naturlichen Killer (NK)-Zellen und dem frihen T-Zell Aktivierungsmarker CDG69.
Darlber hinaus sind C-Typ-Lektin-ahnliche Gene bei Poxviren, zu diesem Zeitpunkt
aber nicht bei Herpesviren beschrieben worden.

Das vom RCMV-E kodierte Gen besitzt mehrere Auffalligkeiten. Das Gen liegt
gesplei3t vor, was bei homologen Genen von Herpesviren nicht sehr héaufig
vorkommt und besteht aus funf Exons, wovon nur vier translatiert werden. Zur
Charakterisierung der cap site wurden verschiedene molekularbiologische Methoden
wie z.B. ein RNase protection assay und rapid amplification of cDNA ends (RACE)
angewendet, die belegten, dass der Promoter eine GATA statt einer TATA Box
enthalt. Im Northern blot konnte gezeigt werden, dass das Gen in der spaten viralen
Replikationsphase exprimiert wird. Dartuber hinaus wurde zur Bestimmung des N-
Terminus ein Edman-Verdau durchgefuhrt, da sich im Beginn des Leserahmens kein
Methionin befindet. In diesem Verdau wurde Alanin als N-terminale Aminosaure
nachgewiesen. Schlie3lich wurde untersucht, ob das Gen in vitro fir die Replikation
des Virus von Bedeutung ist, was wie erwartet nicht der Fall war.

Auf Grund der Sequenzahnlichkeit mit Genen von NK-Zellen entstand die
Hypothese, dass das vom RCMV-E Genom kodierte C-Typ-Lektin-ahnliche Gen eine
Rolle bei der Infektion in vivo spielt, in dem es die Immunantwort des Wirtes

beeinflusst. Dieser Frage wurde in der folgenden Arbeit nachgegangen.
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2.2 Inhibition von Naturlichen Killer-Zellen durch ein C-Typ Lektin-Homolog

Voigt, S., Mesci, A., Ettinger, J., Fine, J.H., Chen, P., Chou, W., Carlyle, J.R.:
Cytomegalovirus evasion of innate immunity by subversion of the NKRP1B:Ocil/Clr-b
missing-self axis.

Immunity, 2007; 26:617-627

Das in RCMV-E identifizierte C-Typ-Lektin-Homolog (RCTL) wurde in dieser Arbeit
funktionell untersucht. Nach der Veroffentlichung von RCTL wurde die Sequenz des
Genoms der Ratte publiziert, wobei sich herausstellte, das eine Vielzahl von C-Typ-
Lektin-verwandten (c-type lectin related, clr) Genen existieren. Im weiteren Verlauf
wurde gezeigt, dass zwei clr-Produkte an einen aktivierenden bzw. inhibierenden
Rezeptor von NK-Zellen binden. RCTL weist die grof3te Identitdt mit dem Gen clr-b
(auch clrll, CLEC2D11) auf, das mit dem inhibitorischen NK-Zell Rezeptor NKRP1B
interagiert. Durch eine RT-PCR Analyse konnte nachgewiesen werden, dass die
Infektion mit dem Wildtyp RCMV-E zu einer verminderten bzw. vollig fehlenden
Expression des clr-b Gens auf Transkriptionsebene flihrt. Dies ist jedoch von der
Expression des RCTL unabhangig, da eine Virusmutante, die kein RCTL exprimiert,
den gleichen Effekt erzielt. Deshalb ist es mdglich, dass es sich bei der verminderten
bzw. fehlenden clr-b Expression um einen Schutzmechanismus der Zelle auf die
Infektion handelt. Eine fehlende clr-b Expression kdnnte die Aktivierung der NK-Zelle
zur Folge haben, da der Bindungspartner des inhibierenden Rezeptors NKRP1B
fehlt. RCMV-E umgeht diesen Weg, in dem es RCTL exprimiert, das an NKRP1B
bindet. Hierin liegt ein Novum, da es sich bei RCTL nicht um ein MHC Klasse I-
ahnliches Molekul handelt, das an NK-Zell Rezeptoren bindet und dadurch die
Funktion moduliert, wie es fir einige MHC Klasse I-dhnliche MCMV Proteine

beschrieben worden ist.

Um festzustellen, ob eine RCMV-E Infektion Einfluss auf die Immunmodulation in
vivo hat, wurden verschiedene Rattenstdmme infiziert und das Viruswachstum unter
NK-depletierten bzw. nicht-depletierten Bedingungen untersucht. In den zwei
untersuchten Rattenstdammen Wistar Albino Glaxo (WAG) und Sprague Dawley
waren unter beiden Bedingungen sowohl das Wildtypvirus als auch die Revertante in
Titrationen nachweisbar. Einen Unterschied zwischen den Stdmmen gab es nur

unter nicht-depletierten Bedingungen, also bei vorhandenen NK-Zellen: Hier
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replizierte die Mutante bei dem Stamm WAG nicht, wéahrend das Wachstum beim
Stamm Sprague Dawley dem des Wildtypvirus und der Revertante vergleichbar war.
Dies bedeutet, dass a) RCMV-E mit RCTL einen Replikationsvorteil gegeniiber NK-
Zellen hat, der nicht mehr nachzuweisen ist, wenn RCTL fehlt, und dass b) dieser
Effekt Stamm-spezifisch ist, da der NKRP1B-Rezeptor des Stammes Sprague
Dawley RCTL nicht erkennt. Somit haben Cytomegaloviren einen weiteren
Mechanismus entwickelt, der es ihnen erlaubt, in die NK Zell-vermittelte Wirtsabwehr
einzugreifen, und es ist auf Grund des existierenden Polymorphismus des NKRP1B
Gens zu vermuten, dass das Virus Einfluss auf die Evolution des Rezeptors

genommen hat.
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2.3  Charakterisierung potentiell immunmodulatorischer RCMV Gene

Voigt, S., Sandford, G.R., Hayward, G.S., Burns, W.H.. The English strain of rat
cytomegalovirus (CMV) contains a novel captured CD200 (vOX2) gene and a spliced CC
chemokine upstream from the major immediate-early region: further evidence for a separate
evolutionary lineage from that of rat CMV Maastricht.

Journal of General Virology, 2005; 86:263-274

Wie bereits in Arbeit Nr. 1 beschrieben bestehen wesentliche Unterschiede zwischen
den RCMV-Isolaten Maastricht und England, woraus sich ergibt, dass es sich um
unterschiedliche Viren und nicht um Stamme eines Virus handelt. In dieser Arbeit
wurden weitere Fragmente des RCMV-Genoms sequenziert, die Sequenz mit der
von RCMV-M und MCMYV verglichen und die darin enthaltenen Gene charakterisiert.
Wahrend die Major Immediate Early (MIE)-Region erwartungsgemald bei allen drei
Viren ahnlich strukturiert ist, ist der Bereich rechts vom MIE-Lokus sehr heterogen.
So kodiert RCMV-E fur ein CD200-Homolog (e127), das bei den anderen beiden
Viren nicht vorhanden ist; allerdings kodiert RCMV-M an dieser Stelle fir ein dem
Adeno-associated Virus &hnlichen REP-Homolog. CD200 ist ein ubiquitar
exprimiertes Protein, das zur Immunglobulin-Superfamilie gehért. CD200 bindet an
den ihm verwandten CD200 Rezeptor, der auf myeloiden und T-Zellen exprimiert
wird. Die Interaktion hat eine hemmende Wirkung auf die Zielzelle, weshalb CD200
immunologisch von Interesse und deshalb eine immunmodulatorische Wirkung far
el27 zu vermuten ist. Solch eine Wirkung wurde fir das CD200-Homolog des
Myxoma Virus, M141R, beschrieben.

Ein weiterer Unterschied zwischen RCMV-E und RCMV-M besteht in der Genstruktur
des beta-Chemokins 131/129. Dieses Gen ist bei RCMV-E und MCMV gespleifl3t und
bestent aus zwei Exons, wahrend bei RCMV-M zwei unabhéngige Transkripte
existieren. Im Gegensatz zu dem Gen m128 (immediate early 2, von dem nur Exon 3
translatiert wird) bei MCMV sind die Gene €128 und r128 bei den Ratten-CMVs nicht
gesplei3t. Die Gene 133 bis 139 sind bei den drei Viren konserviert. Insgesamt
handelt es sich bei RCMV-E trotz des verkirzten Genoms um einen Vertreter der
Betaherpesviren und um ein Cytomegalovirus, doch spricht der Nachweis einzelner
Gene wie die des C-Typ-Lektin-Homologs und des viralen CD200-Homologs fiir das
Vorliegen eines eigenstandigen Isolates.
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2.4  ldentifizierung eines neuen Betaherpesvirus der Hausmaus

Teterina, A., Richter, D., Matuschka, F.-R., Ehlers, B., Voigt, S.: Identification of a novel
betaherpesvirus in Mus musculus.
Virology Journal, 2009; 6:225

Wahrend zu vermuten ist, dass sich zumindest zwei sehr unterschiedliche Ratten-
CMVs entwickelt haben, ist dies fur MCMVs bisher nicht bekannt. Die beiden am
haufigsten verwendeten MCMV-Laborstdamme Smith und K181 sind in ihrer
Genomstruktur und -gréf3e weitestgehend ahnlich.

Um festzustellen, welchen Einfluss veranderte oder unterschiedliche Gene auf die
Biologie des Virus nehmen kdnnen, wurde versucht, neue Betaherpesviren aus der
Hausmaus (Mus musculus) zu isolieren. Hierzu wurden verschiedene Organe von
vier ehemals frei lebenden, in der Folge in Zucht gehaltenen Hausmausstammen
entnommen. Diese sind zum einen mittels PCR unter Einsatz degenerierter Primer
auf das Vorhandensein von Betaherpesviren untersucht worden, zum anderen
wurden Organteile auf Zellen kultiviert, um das Virus zu isolieren. Ein unbekanntes
Betaherpesvirus konnte durch eine PCR, in der die direkt aus dem Organ extrahierte
DNA eingesetzt wurde, zwar nicht amplifiziert werden, jedoch wurde im
Zellkulturiberstand mit Hilfe derselben Methode ein neues Betaherpesvirus entdeckt.
Zur phylogenetischen Analyse und zum Sequenzvergleich dieses Betaherpesvirus
mit bekannten Viren dieser Spezies wurde ein Amplifikat erzeugt, das sich tUber die
Gene Glykoprotein B und die DNA Polymerase erstreckt. Dieser Vergleich,
zusammen mit einer phylogenetischen Analyse, zeigte eine hohe Sequenzahnlichkeit
mit dem RCMV England-Isolat. Dies deutet darauf hin, dass sich eventuell auch zwei

unterschiedliche MCMVs entwickelt haben.
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2.5 RCMV IEL1 ist nicht essentiell fur die Latenzentstehung oder Reaktivierung

Sandford, G.R., Schumacher, U., Ettinger, J., Brune, W., Hayward, G.S., Burns, W.H., Voigt,
S.: Deletion of the rat cytomegalovirus immediate early 1 gene results in a virus capable of
establishing latency, but with lower levels of acute virus replication and latency that
compromise reactivation efficiency.

Journal of General Virology, 2010; 91:616-621

Wie in Arbeit Nr. 3 angedeutet, ist die strukturelle Organisation der MIE-Regionen in
HCMV, MCMV und den Ratten-CMVs sehr &hnlich. Durch alternatives Spleil3en der
beiden immediate-early (ie) Gene werden zwei Proteine gebildet, IE1 und IE2 bei
HCMV und RCMV und IE1 und IE3 bei MCMV. Wéhrend IE2/IE3 absolut essentiell
fur die Virusreplikation ist, stellt IE1 ein nicht essentielles Protein, zumindest in vitro,
dar. Beiden Proteinen wird bei dem Wechsel zwischen dem Zustand der Latenz und
der lytischen Phase grol3e Bedeutung zugeschrieben, und die Verhinderung einer
Virusreaktivierung durch Blockierung eines IE-vermittelten Mechanismus konnte
therapeutisch von Interesse sein.

Um zu untersuchen, welchen Einfluss das IE1-Gen auf die virale Replikation in vitro
und in vivo nimmt, wurde zun&chst eine RCMV-IE1-Deletionsmutante konstruiert. Die
Wachstumskurve war mit derjenigen des Wildtypvirus vergleichbar; somit ist RCMV
IE1 nicht essentiell fur die Replikation in vitro.

Fir HCMV und MCMV IE1 wurde beschrieben, dass die Zerstorung der sich im
Zellkern befindlichen Promyelocytic leukaemia (PML)-Korperchen die virale
Transkriptionseffektivitat moglicherweise erhéht. Das RCMV Wildtypvirus zerstoért die
PML Strukturen, nach Infektion mit RCMV AIE1 bleibt sie bestehen. Da jedoch
RCMV AIE1 wie das Wildtypvirus in Zellkultur wéchst, ist die Zerstérung dieser
Strukturen keine Bedingung fur die Replikation in vitro.

AnschlieRend wurden Ratten mit dem Wildtypvirus, der Deletionsmutante und der
Revertante infiziert. RCMV AIE1 erreicht zwar in der akuten Phase der Infektion die
Speicheldriise, erzielt dort jedoch eine schwéchere persistente Infektion als das
Wildtypvirus oder die Revertante. In der Milz infizierter Tiere wurde nach 120 Tagen
eine deutlich schwachere Reaktivierungsrate des RCMV AIE1 festgestellt. Auch in
der akuten Infektionsphase befanden sich in der Milz weniger RCMV AIE1 Genome.
Diese Befunde deuten darauf, dass es sich bei RCMV IE1 um einen Regulator

handeln konnte, der bei der Entstehung einer persistenten oder chronischen Infektion

22



von Bedeutung ist, aber nicht direkt in den Prozess der Latenzbildung oder

Reaktivierung eingreift.
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3. Diskussion

Wahrend der Auseinandersetzung mit dem Immunsystem des infizierten Organismus
haben Viren im Lauf der Evolution verschiedene Wirtsgene in ihr Genom integriert,
die ihnen helfen sollen, ihr Uberleben und ihre Replikation zu sichern. Diese viralen
Proteine sind haufig bei immunmodulatorischen Prozessen von Bedeutung, da sie
einerseits zellulare Proteine, die auf Grund einer Virusinfektion nicht mehr exprimiert
werden, ersetzen und dadurch die infizierte Zelle vor einem Angriff durch
immunkompetente Zellen schitzen kdnnen. Andererseits sind einige virale Proteine
imstande, das Zusammenspiel von Komponenten des Immunsystems zu storen,
indem sie chemotaktisch aktiv werden. Die ldentifizierung der kodierenden Gene mit
solch einer potentiellen Funktion ist durch die Sequenzierung verschiedener Genome
von Cytomegaloviren moglich. Dadurch gelingt die Erfassung neuer, bisher
unbekannter Gene, die in manchen CMV-Stdmmen nicht mehr enthalten sind; es
konnen aber auch Genpolymorphismen aufgedeckt werden [20, 22, 40]. Dabei
stehen die Gene mit immunmodulatorischem Charakter im Blickpunkt, weil sie

eventuell einen Ansatz zur therapeutischen Intervention bieten.

Dariber hinaus nutzen Cytomegaloviren weitere Strategien, um sich der
Immunkontrolle zu entziehen. Eine Strategie ist die der Latenzbildung. In diesem
Zustand wird nur eine geringe Anzahl viraler Gene exprimiert, so dass die Exposition
gegenuber dem Immunsystem vermindert wird. Des Weiteren infizieren CMV
sogenannte ,privilegierte* Gewebe, (z.B. Speicheldriisengewebe), in denen die virale
Replikation erleichtert ist [148].

Zur Untersuchung biologischer Funktionen viraler Proteine in vivo werden im
Rattenmodell die RCMV-Isolate England und Maastricht benutzt, die unabhangig
voneinander aus der Wanderratte Rattus norvegicus isoliert wurden. Das erste
veroffentlichte Ratten-CMV-Genom war das des RCMV Maastricht-Isolates [61]. Im
Gegensatz hierzu sind bisher nur Sequenzabschnitte des England-lsolates
vergffentlicht worden. Die Genome der Cytomegaloviren sind kollinear und stimmen
relativ gut im zentralen Genombereich Uberein (Abb. 1). In diesem Abschnitt liegt die

.Major Immediate Early* (MIE)-Region, die bei den CMVs eine charakteristische
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Architektur besitzt. Die MIE-Region von RCMV-E ist mit der Region anderer CMVs
vergleichbar [49]. Die immediate early Proteine (IE1 und IE2/IE3) der CMVs werden
seit geraumer Zeit untersucht, weil sie die Expression vieler nachgeschalteter Gene
regulieren und in dem Verdacht stehen, wichtig fir den Prozess der Reaktivierung zu
sein [149]. Da die Viren kein eigenes Replikationsprogramm besitzen, sind sie von
zellularen Mechanismen abhangig. Die Regulation verschiedener zellularer Prozesse
wird neben Daxx und anderen Proteinen von einer makromolekularen Struktur, die
als ,nuclear domain 10“ (ND10; auch ,promyelocytic leukemia protein oncogenic
domain“ bzw. ,POD") bezeichnet wird, gesteuert und spielt bei der Apoptose, der
Regulation der Genexpression sowie der Onkogenese eine Rolle [150]. Das in den
ND10 enthaltene PML Protein wirkt als zellularer Repressionsfaktor, der nach einer
Infektion die IE-Genexpression hemmt. Diese Wirkung wird — im Fall von HCMV —
zunachst durch das pp71 Protein antagonisiert, so dass IE1 in den ND10-Strukturen
akkumulieren kann und eine Auflésung der PML Proteine hervorruft. Diese Stoérung
der ND10O-Integritdt geht mit einer erhthten Effizienz der Virusinfektion einher.
Sowohl IE1 als auch IE2 assoziieren mit ND10, wobei die IE1-Proteine von HCMV
und MCMV fir die Auflosung der ND10-Struktur verantwortlich sind [151-154]. Wir
fanden heraus, dass das RCMV-E IE1l-Protein ebenfalls mit einer Auflosung der
ND10-Struktur ~ einhergeht  und mit  diesem intrinsischen zellularen
Abwehrmechanismus interferiert. Dennoch ist die Auflosung dieser Struktur nicht fur
die Virusreplikation in vitro notwendig, da eine IE1l-Deletionsmutante wie das
Wildtypvirus repliziert [155]. In vivo-Untersuchungen mit IE1-Deletionsmutanten von
MCMV und RCMV-E zeigten, dass IE1 wichtig fur die Replikation in der akuten
Infektionsphase zu sein scheint. Sowohl RCMV-E als auch MCMV zeigten eine
Attenuierung der IE1l-Deletionsmutanten in vivo, kénnen aber im ,privilegierten®
Speicheldriisengewebe, wenn auch vermindert, replizieren. MCMV-
Infektionsexperimente in Balb/c- und SCID-Mausen ergaben, dass in beiden
Mausstammen die Titer von Wildtypvirus und IE1l-Deletionsmutante in den
verschiedenen Organen vergleichbar waren und somit die adaptive Immunantwort
nicht fur eine erhdhte Sensitivitat der IE1-Deletionsmutante verantwortlich zu sein
scheint [155-157]. Es ist jedoch moglich, dass die IE1-Deletionsmutante solch eine
erhohte Sensitivitdt gegentber NK-Zellen aufweist. Dies konnte auch fur die RCMV-
E IE1-Deletionsmutante gelten. Die Deletion von IE1 fuhrt sowohl bei MCMV als

auch bei RCMV-E zu einer verminderten Latenzbildung und Reaktivierung in der
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Milz; allerdings sind IE1-Deletionsmutanten wie die Wildtypviren gleichfalls imstande,

die Latenz aufrechtzuerhalten bzw. aus der Latenz zu reaktivieren.

Unklar ist bislang, warum RCMV-E im Gegensatz zu MCMV und RCMV-M ein
Genom mit einer Grof3e von nur 206 kb besitzt [58]. Es ist denkbar, dass durch
haufige Passagierung des Virus in Zellkultur Gene oder Genabschnitte auf &hnliche
Weise verlorengegangen sind, wie es fiur HCMV-Laborstamme beschrieben wurde
[22]. Ein partieller Genverlust lieBe sich untersuchen, indem ein neues Virus aus
einer Wildratte isoliert und mit RCMV-E und -M verglichen wird. Eigene, bisher nicht
publizierte PCR-Experimente zeigen, dass RCMV-E sehr viel haufiger in Organen
von Wildratten vorkommt als RCMV-M. Da es sich bei dem Untersuchungsmaterial
ausnahmslos um gefrorene Organe handelte und eine Virusisolierung daraus h&ufig
schwierig ist, blieben diese Versuche ohne Erfolg. Da RCMV-E jedoch uber
zahlreiche Gene (z. B. DNA Polymerase und Glykoprotein B) verfligt, die ebenso bei
HCMV, MCMV und RCMV-M vorkommen und hohe Sequenzahnlichkeit aufweisen
[49, 155], lasst sich RCMV-E anhand unserer Daten mit einiger Sicherheit als

Cytomegalovirus klassifizieren.

Die sehr lange Co-Evolution der Cytomegaloviren mit ihren spezifischen Wirten hat
zu einer genetischen Adaptation der CMVs an den jeweils spezifischen Wirt gefuhrt.
Im Lauf der Zeit sind ,private” Genfamilien entstanden, die nur bei einem CMV, aber
nicht bei anderen Vertretern dieser Virusgruppe vorkommen [46]. Das Vorliegen
verschiedener Gene in RCMV-E und RCMV-M suggeriert, dass die Viren eine
getrennte Entwicklung genommen haben. Um herauszufinden, ob dies nur bei den
genannten RCMV-Isolaten der Fall ist oder ob auch innerhalb der MCMV-Gruppe
ahnliche Unterschiede existieren, wie sie bei RCMV-E und RCMV-M beobachtet
wurden, haben wir ehemals frei lebende Mause auf das Vorliegen von MCMV
getestet. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen erbrachten, dass auch unter den
MCMV mindestens eine Variante existiert, deren Sequenz zumindest im DNA
Polymerase/Glykoprotein B-Bereich von der MCMV Smith-Sequenz abweicht und
der entsprechenden Sequenz des RCMV-E ahnelt [158]. Es sind zweifellos weitere
Abschnitte dieses bisher unbekannten MCMV zu sequenzieren, um es als neues
Isolat zu klassifizieren. Es ware interessant, zu untersuchen, ob dieses neue MCMV-

Isolat eine ahnliche GroRe wie RCMV-E besitzt, ob es im Vergleich zu den
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bekannten MCMV-Isolaten Smith und K181 Genpolymorphismen aufweist oder es
sogar ,private” Gene gibt, die bei MCMV Smith und K181 nicht vorkommen. Die
bisherigen Ergebnisse schlieRen nicht aus, dass sich ahnlich wie bei den RCMVs
auch zwei MCMVs entwickelt haben, die sich deutlicher voneinander unterscheiden
als die Isolate Smith und K181.

Neben der Grolie des RCMV-E Genoms liegt eine Besonderheit dieses Virus in dem
Vorkommen der o0.g. ,privaten® Gene mit nachgewiesener oder potentiell
immunmodulatorischer Funktion, die nicht oder deutlich verandert in den Genomen
von HCMV, MCMV und RCMV-M enthalten sind. Damit ist RCMV-E nicht unbedingt
als Modell zum Studium der HCMV-Pathogenese geeignet, jedoch lassen sich durch
die Untersuchung dieser ,privaten* Gene im Zweifel Erkenntnisse Uber diejenigen
Virus-Wirt-Interaktionen gewinnen, an denen Viren beteiligt sind, die ahnliche

immunmodulatorische Gene besitzen.

Zu den ,privaten* RCMV-E-Genen gehdrt neben einem C-Typ Lektin-ahnlichen Gen
ein CD200-Homolog, dessen Vorkommen bei Cytomegaloviren erstmalig von uns
beschrieben wurde und somit eine Neuheit bei CMVs darstellt [49]. Das CD200
(friher auch als OX-2 bezeichnete) Protein der Ratte wurde urspringlich als
Zielantigen eines monoklonalen Antikérpers gegen Rattenthymozyten identifiziert
[159]. Danach erfolgte die Charakterisierung des CD200-Proteins als ein auf der
Zelloberflache lokalisiertes Glykoprotein mit Zugehdrigkeit zur Immunglobulin-
Superfamilie, und es gelang der Nachweis auf B-Zellen, aktivierten T-Zellen,
Dendritischen Zellen, Endothelzellen und Neuronen. CD200 interagiert mit dem ihm
verwandten CD200-Rezeptor (CD200R), der vorwiegend auf myeloiden Zellen
vorhanden ist [160]. CD200R hemmt die inflammatorische Makrophagenaktivierung,
was durch Studien illustriert wurde, in denen das Fehlen des Liganden CD200 zu
einer schnelleren und massiveren Entztindungsreaktion fuhrte. Das belegten auch
Untersuchungen zur experimentellen Autoimmunenzephalomyelitis, der Uveoretinitis
und der Kollagen-induzierten Arthritis [161, 162]. Zahlreiche
Untersuchungsergebnisse sprechen dafir, dass CD200 eine immunregulatorische
Rolle zukommt. Eine wesentliche Funktion des CD200 besteht in der Unterdriickung
einer proinflammatorischen Immunreaktion durch eine gezielte Regulierung

myeloider Zellfunktionen [163]. Die Vermutung liegt nahe, dass CD200 in bestimmten
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Geweben eine inhibitorische Kontrolle Gbernimmt, die eine potentiell schadigende
proinflammatorische Aktivitdt myeloider Zellen verhindert. Da bisher keine
aktivierenden Rezeptoren bekannt sind, an die CD200 bindet, ist vorstellbar, dass
evolutionare Prozesse einen Druck aufrechterhalten, der insbesondere
immunprivilegierte Nischen schitzt. Diese Nischen kdnnten sich Viren zunutze
machen, die virale CD200-Homologe kodieren. Hierzu gehdren Herpesviren wie
HHV-6, HHV-7 und HHV-8, aber auch einige Poxviren, wodurch die Bedeutung des
CD200-Gens hervorgehoben wird. Das HHV-8 CD200-Homolog (K14) wird nach
Infektion auf der Zelloberflache exprimiert und bindet ebenfalls an CD200R, was zu
einer Hemmung der Makrophagenaktivierung fuhrt [164]. Die Bindungskinetik des
RCMV-E CD200-Homologs entspricht der des endogenen CD200, jedoch konnte
bisher nicht bewiesen werden, dass das RCMV-E CD200-Homolog nach Bindung an
CD200R auf Rattenmakrophagen jenen inhibitorischen Effekt hat, wie er fir das
Myxoma Virus Protein M141 beschrieben wurde [164-166]. Nach Infektion von
Mausmakrophagen mit einer M141-Deletionsmutante sind morphologische
Veranderungen wie vermehrte Granularitat und Zellgréf3e im Sinne einer Aktivierung
beobachtet worden. Die fehlende Expression des M141 Proteins flihrte dabei zu
einer deutlich erhdhten INOS-Produktion im Griess-Assay als Ausdruck einer
vermehrten Makrophagenaktivierung. Dartber hinaus wurde eine erhdhte Produktion
proinflammatorischer Zytokine wie TNF-alpha nach Infektion mit der M141-
Deletionsmutante festgestellt, die durch eine Aktivierung des NF-kappaB-
Signalweges ausgeltdst wird. Dies lasst vermuten, dass M141 versucht, den NF-
kappaB-Signalweg zu storen. Dazu passt der Umstand, dass M141 im Virion
lokalisiert ist und somit das virale Protein zu einem frihen Zeitpunkt der Infektion
aktiv zu werden scheint. Der Rezeptor fir M141 ist jedoch noch unbekannt.
Vergleichbare Experimente zur Morphologie und iNOS-Produktion mit RCMV-E in
Rattenmakrophagen zeigten keinen Unterschied zwischen Wildtypvirus und einer
CD200-Deletionsmutante (Voigt et al., unveroffentlichte Daten). Ahnliche Versuche

zur Zytokinproduktion nach RCMV-E-Infektion stehen noch aus.

In Anbetracht der Bedeutung der Chemokine und Chemokin-Rezeptoren fir
physiologische Abldufe in Organismen ist anzunehmen, dass diese Gene in
gekaperter Form fir Viren ebenfalls eine grol3e Rolle spielen und in die Ablaufe des

Immunsystems eingreifen. Sowohl fur HCMV, MCMYV als auch fir RCMV-Isolate sind
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Chemokin-Homologe der alpha- und beta-Klasse sowie Homologe von G Protein-
gekoppelten Rezeptoren beschrieben worden. Fur die von HCMV kodierten alpha-
Chemokine UL146 und UL147 existieren keine vergleichbaren Gene bei MCMV und
RCMV, jedoch fur das beta-Chemokin UL128 [102]. RCMV-E und MCMV kodieren
ein nahezu identisch gespleisstes Gen 131/129 [49]. Im Gegensatz dazu kodiert
RCMV-M zwei getrennte Gene, die moglicherweise auf Duplikation eines
gemeinsamen Vorlaufer-Gens zurickzufuhren sind. Die von MCMV m131/129 und
RCMV-M r131 kodierten Chemokine induzieren die Chemotaxis von Makrophagen
und sind fur die Anlockung von Leukozyten verantwortlich, die daraufhin infiziert
werden und anschlieBend als Vehikel fur die weitere Ausbreitung der Viren dienen
[123, 167, 168]. Es ist anzunehmen, dass das RCMV-E kodierte beta-Chemokin, das
ein positionelles Homolog darstellt, &hnliche Wirkung ausuibt. Eine Besonderheit stellt
allerdings ein gamma-Chemokin-Homolog dar, das wir im RCMV-E-Genom fanden
und das in der Literatur als virales Gen bislang nicht beschrieben wurde. Dieses Gen
ist dem XCL-1 (auch Lymphotaktin oder ATAC)-Gen der Ratte und Maus &ahnlich.
Das murine XCL-1 bindet an den nur auf CD8" dendritischen Zellen exprimierten
XCR-1-Rezeptor [124]. Diese Interaktion fuhrt zu einer Antigenprasentation von
CD8" dendritischen Zellen an CD8" T-Zellen. Es ist zu vermuten, dass das RCMV

gamma-Chemokin-Homolog als Agonist oder Antagonist in diesen Prozess eingreift.

In der Literatur wurde bisher im Wesentlichen bei MCMV und HCMV uber eine
Vielzahl von viralen Strategien zur Umgehung einer effektiven NK-Zell-Antwort
berichtet [169, 170]. Diese Strategien sind fur das Virus wichtig, weil NK-Zellen
infizierte Zellen erkennen und sie in der frihen Phase der Infektion zerstéren. Das
Erkennen erfolgt auf Grund balancierter Signale, die durch inhibitorische und
aktivierende NK-Rezeptoren vermittelt werden. Die inhibitorischen Rezeptoren halten
NK-Zellen davon ab, Zellen zu attackieren, die an endogene, inhibitorische Liganden
binden. Hingegen aktivieren stimulierende NK-Rezeptoren den Angriff auf diejenigen
Zellen, die nicht mehr Uber eigene Liganden auf der Oberflache verfligen. Da eine
CMV-Infektion mit einem Verlust von MHC Klasse I-Molekiilen auf der Zelloberflache
einhergeht, ware die infizierte Zelle einer direkten NK-Zell-Attacke ausgesetzt. Die
Cytomegaloviren umgehen dies, indem sie MHC Klasse I-ahnliche Proteine bilden,
die an inhibitorische NK-Rezeptoren binden. In diesem Zusammenhang konnten wir

eine neue Strategie zur Umgehung der NK-Zell-Antwort zeigen. RCMV-E setzt mit
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RCTL zu diesem Zweck ein Protein ein, bei dem es sich um kein MHC Klasse I-
ahnliches Protein handelt und das wie das endogene Clec2D11 an NKRP1B bindet
[171, 172]. Das zellulare Clec2D11 wird bei einer RCMV-E-Infektion sowohl auf
transkriptionaler als auch Proteinebene ab einem bestimmten Zeitpunkt nicht mehr
exprimiert, was die infizierte Zelle fur einen Angriff von NK-Zellen empféanglich macht,
da das Protein nicht mehr gebildet wird und somit der inhibitorische Rezeptor keinen
Bindungspartner mehr hat. Um dies zu umgehen, exprimiert RCMV-E das C-Typ-
Lektin- (und Clec2D11-) Homolog RCTL, welches Clec2D11 ersetzt. Die fehlende
Clec2D11-Expression ist jedoch nicht auf das Vorhandensein von RCTL
zuruckzufihren, da die fehlende Clec2D11-Expression auch bei einer Virusmutante,
der RCTL fehlt, auftritt.

Es ist bisher nicht bekannt, warum die RCMV-E-Infektion zum Verlust der Expression
des inhibitorischen Liganden Clec2D11 fuhrt. Da kein aktivierender NK- oder T-Zell-
Rezeptor bekannt ist, an den Clec2D11 bindet, ist nicht davon auszugehen, dass das
Virus gezwungen ist, die Clec2D11-Expression zu modulieren. Allerdings scheint das
Virus evolutionaren Druck auf die Gene der Rezeptoren auszuiiben. RCTL bindet nur
an den inhibitorischen NK-Zell-Rezeptor NKRP1B bei dem untersuchten
Rattenstamm WAG, hingegen findet bei dem Stamm Sprague Dawley keine Bindung
statt [172]. Somit besteht die Mdglichkeit, dass sich der Rezeptor bei Sprague
Dawley Ratten im Lauf der Evolution veréandert und dem Virus dadurch einen
Manipulationsweg genommen hat. Es wird interessant sein sowohl bei
Rezeptorgenen als auch bei immunmodulatorischen Genen in neu gewonnenen

Virusisolaten Polymorphismen zu ermitteln, die die virale Pathogenese beeinflussen.

Bei dem Verlust des Clec2D11 kénnte es sich um einen Zell-autonomen Stimulus
handeln, der zu einem raschen Abbau des Proteins fuhrt, aber gleichzeitig die
Bildung neuer Clec2D11 mRNA unterbindet. Auf Grund dieser schwécher werdenden
und letztlich ausbleibenden Transkription ist nicht anzunehmen, dass ein virales
Protein existiert bzw. nétig ist, um Clec2D11 zu internalisieren. Sowohl die Hemmung
der Transkription als auch die fehlende Expression des Proteins sind RCTL-
unabhangig, da sie auch mit einer RCTL-Deletionsmutante erzielt werden.
Experimente mit UV-inaktiviertem Virus kénnten Auskunft dariber geben, ob das

Vorhandensein nicht replizierender viraler DNA oder fehlender Tegumentproteine als
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Stimulus fur den Verlust der Clec2D11-Expression ausreicht. Moglicherweise handelt
es sich um einen autonomen Schutzmechanismus vor einer Infektion, indem die
Zelle die Gefahr erkennt und die Expression bestimmter Gene verandert. Diese
Beobachtungen der verédnderten Clec2D11-Expression passen in das ,danger
model“-Konzept, welches besagt, dass das Immunsystem beim Aufbau einer
Abwehrreaktion nicht zwischen ,Selbst* und ,Nicht-Selbst® unterscheidet, sondern
endogene Signale von geschadigten oder infizierten Zellen erkennt [173]. Es ist
vorstellbar, dass eine RCMV-Infektion Signale erzeugt, die mit einem
Kontrollmechanismus zur Regulation von Clec2D11 und damit einem ,pattern
recognition pathway“ interferieren und auf diese Weise die Transkription von
Clec2D11 unterbinden. Versuche, eine verminderte Clec2D11-Expression durch Typ
I-Interferone oder TLR-Agonisten zu induzieren, blieben bislang erfolglos. Es wird
Gegenstand weiterer Untersuchungen sein, herauszufinden, welcher Mechanismus
den Verlust von Clec2D11 bewirkt. Einen Ansatz zur intrazellularen Verfolgung von
Clec2D11 bietet eventuell eine Markierung, etwa mit EGFP, oder die Kennzeichnung
mit Hilfe eines chemoenzymatischen Systems [174].

Sowohl bei den NK-Zell-Rezeptoren wie auch bei CD200R handelt es sich um
Mitglieder der ,paired receptors“-Familie. Zu ihr gehdren Membranproteine, die
ahnliche extrazellulare, jedoch unterschiedliche intrazellulare Regionen aufweisen,
so dass nach Bindung eines Liganden gegensétzliche Signale entstehen kdnnen, die
Uber ein ,tyrosine-based inhibitory motif‘ bzw. ein ,tyrosine-based activation motif*
vermittelt werden [125, 175]. Viele Zellen exprimieren sowohl inhibitorische als auch
aktivierende Rezeptoren, und somit wirde ein Ligand, der an beide Rezeptoren
bindet, gegensatzliche Signale erzeugen. Dies findet jedoch kaum statt, da die
inhibitorischen Liganden schwach bzw. gar nicht mit aktivierenden Rezeptoren
interagieren. Im Allgemeinen stellen die Liganden fur die inhibitorischen Rezeptoren
ubiquitdr vorkommende ,Selbst“-Proteine wie CD200 (fir CD200R) und MHC (fur
Ly49, KIR und NKGZ2) dar, jedoch existieren auch non-MHC-Molekile, was am
Beispiel des RCTL deutlich wird [172]. Das RCTL-Protein bindet an den
inhibitorischen NKRP1B-Rezeptor, um einer Attacke durch die NK-Zelle zu entgehen.
Wahrend die aktivierenden NK-Rezeptoren insbesondere an der Kontrolle der NK-
Zell-Aktivitat beteiligt sind, ist die Rolle der aktivierenden myeloiden Moleklle wie

CD200R nicht geklart. Moglicherweise haben sich aktivierende Rezeptoren
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entwickelt, um Erregern, die an inhibitorische Molekile binden, entgegenzuwirken.
Bei diesem als ,Counterbalance theory“ bezeichneten Mechanismus liefe ein virales
Protein, das zur Reduzierung einer Immunantwort mit einem inhibitorischen Rezeptor
interagiert, somit Gefahr, falschlicherweise an einen aktivierenden Rezeptor zu
koppeln und dementsprechend ein gegensatzliches Signal auszulésen [176]. Fur
RCTL konnte jedoch bisher kein aktivierender Rezeptor identifiziert werden.
Aktivierende CD200R wurden bei Ratten bisher nicht beschrieben, da jedoch einige
Varianten in Mausen gefunden wurden, ist es wahrscheinlich, dass auch in der
anderen Spezies solche existieren. Wenn auch die ,Counterbalance theory* zum
gegenwartigen Zeitpunkt nicht unbedingt mit CD200R in Einklang zu bringen ist,
passt sie gleichwohl zu dem in der Einleitung beschriebenen m157-Protein des
MCMV und dessen Interaktion mit inhibierenden und aktivierenden Vertretern der
Ly49-Familie [145, 177].

Die Reduzierung einer Immunzellaktivitat wird zum einen durch einen hohen Grad an
Polymorphismen bei den inhibitorischen Rezeptoren erzielt, zum anderen durch die
Entwicklung aktivierender Rezeptoren. Ersteres wird durch die Existenz
verschiedener NKRP1-Varianten deutlich, die verhindern sollen, dass ein virales
Protein den Rezeptor erkennt. Die Diversitat unter den Rezeptoren koénnte durch
Pathogene verursacht worden sein, jedoch ist sie bei CD200R nicht so stark
ausgepragt wie bei den NK-Rezeptoren. Eine mogliche Erklarung hierfir wére, dass
myeloide ,paired receptors® wie CD200R eher Immunantworten gegen Erreger
regulieren als an der direkten Abwehr und damit der Totung infizierter Zellen beteiligt

zu sein, und damit einem schwacheren evolutionaren Druck unterliegen.

Da die Signalerkennung durch NKRP1B auch im humanen System konserviert ist
und Lektin-ahnliche Gene wie RCTL bei zahlreichen Poxviren vorkommen, kann man
mutmal3en, dass die Interaktion dieser beiden Molekile klinische Relevanz hat und
.Proteinattrappen“ wie RCTL vielversprechende Ansatzpunkte flr antivirale
Therapien bieten. Die Analyse viraler Gene, die Homologe zellularer Gene der
Wirtsabwehr darstellen, kann somit nicht nur zum Verstandnis der Viruspathogenese
beitragen, sondern eventuell auch Uber die Biologie des Wirtsproteins Auskunft
geben. Die Untersuchungen zu RCTL zeigen, dass unter dem durch die CMV-

Infektion aufrechterhaltenen, andauernden Selektionsdruck sowohl! der Wirt als auch
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das Virus Taktiken entwickelt haben, um sich im evolutionaren Wettstreit VVorteile zu

verschaffen.
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4. Zusammenfassung

Die Cytomegaloviren haben sich im Lauf der Evolution eine Vielzahl von zellularen
Genen angeeignet, die ihnen die Replikation und Ausbreitung erleichtern und sichern
sollen. Da die CMVs spezies-spezifisch sind, haben sie sich unterschiedlich
entwickelt und sehr gut an ihren jeweiligen Wirt angepasst. Dabei nahmen sie
wahrscheinlich diejenigen Gene in ihr Genom auf, die ihnen die besten Mdglichkeiten
bieten, einer Immunantwort standzuhalten. Damit 1&aR3t sich erklaren, dass in den
Genomen der CMVs von Mensch, Maus und Ratte sehr unterschiedliche
immunmodulatorische Gene vorhanden sind. Die CMVs nutzen diese Gene, um in
verschiedene zellulare Prozesse wie die frihe Immunabwehr, die Antigen-
prasentation und die adaptive Immunantwort einzugreifen. Zu diesem Zweck
bedienen sie sich u. a. homologer Gene von Zyto- oder Chemokinen und
Oberflachenmolekiilen, die durch Bindung an Rezeptoren die Aktivitat der Zielzelle
regulieren. Um einen moglichst umfassenden Einfluss wahrend der Infektion
auszulben, attackieren die Viren gezielt Immunzellen in verschiedenen Stadien der
Infektion.

Auch das ,England“-Isolat des RCMV enthalt zahlreiche immunmodulierende Gene.
RCMV-E kodiert ein CD200-Homolog, dessen zellulares Pendant myeloide Zellen in
ihrer Aktivierung hemmt, und ein C-Typ-Lektin-Homolog (,RCTL"), das mit einem
inhibitorischen Rezeptor auf Natirlichen Killer-Zellen interagiert. Wahrend der
Infektion kommt es zu einem Verlust des zellularen Liganden des NK-Zell-Rezeptors
und der Entstehung eines ,missing self*-Zustandes. Das Virus entgeht einer
effektiven NK-Zell-Antwort, indem es RCTL exprimiert. Hierbei ist hervorzuheben,
dass dieser Umgehungsprozeld nicht bei allen Rattenstammen funktioniert, da NK-
Rezeptoren Uber Polymorphismen verfigen. Aul3erdem enthélt RCMV-E zwei
Chemokin-Homologe. Die Bedeutung dieser Gene wird dadurch unterstrichen, dass
andere Herpesviren wie HCMV, MCMV, HHV-6, HHV-7, HHV-8 sowie zahlreiche
Poxviren ebenfalls im Besitz @hnlicher Gene sind und sie gegen das Immunsystem
des Wirtes einsetzen. Durch die Untersuchung dieser Virus-kodierten, homologen
Gene kann man nicht nur Uber die Viruspathogenese, sondern auch uUber die
Biologie von Wirtsproteinen Erkenntnisse erhalten, die wesentlich zum besseren

Verstandnis des Infektionsgeschehens beitragen kénnen.
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