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Einleitung

A. Einleitung

A.1 Die Biologie des humanen Cytomegalovirus

A.1.1 Taxonomie

Das humane Herpesvirus 5 (HHV-5), auch humanes Cytomegalovirus (HCMV)
genannt, gehort zu der Familie der Herpesviridae. Diese weisen neben ihren
biologischen und morphologischen Gemeinsamkeiten die Fahigkeit auf, ihren Wirt
sowohl lytisch als auch latent zu infizieren. Von den Uber 120 bekannten

Herpesvirustypen sind acht humanpathogen (vgl. Tab. 1) (77, 78).

Tab. 1: Taxonomie der humanpathogenen Herpesviren

Ordnung Herpesvirales, Familie Herpesviridae

Unterfamilie a-Herpesvirinae Allgemeine Bezeichnung

Humanes Herpesvirus 1 (HHV-1) Herpes-Simplex-Virus Typ 1 (HSV-1)
Humanes Herpesvirus 2 (HHV-2) Herpes-Simplex-Virus Typ 2 (HSV-2)
Humanes Herpesvirus 3 (HHV-3) Varizella-Zoster-Virus (VZV)
Unterfamilie B-Herpesvirinae

Humanes Herpesvirus 5 (HHV-5) Humanes Cytomegalovirus (HCMV)
Humanes Herpesvirus 6 (HHV-6) Roseolovirus

Humanes Herpesvirus 7 (HHV-7) Roseolovirus

Unterfamilie y-Herpesvirinae
Humanes Herpesvirus 4 (HHV-4) Epstein-Barr-Virus (EBV)

Humanes Herpesvirus 8 (HHV-8) Kaposi-Sarkom-assoziiertes Herpesvirus (KSHV)
Verandert nach (77, 249)

Aufgrund von Unterschieden im Aufbau und der Sequenz des viralen Genoms sowie
ihren biologischen Eigenschaften wie Wirtsspezifitat, Zelltropismus oder Dauer des
Replikationszyklus werden die Herpesviridae in drei Unterfamilien, die Alpha- (a),
Beta- (8) und Gamma-Herpesvirinae (y), unterteilt (249). a-Herpesvirinae - wie die
Herpes-Simplex-Viren oder das Varizella-Zoster-Virus - zeichnen sich durch ein
breites Wirtsspektrum sowie eine kurze Replikationszeit in vitro aus. Zu den
lymphotropen y-Herpesvirinae zahlen das Epstein-Barr-Virus und das Kaposi-
Sarkom-assoziierte Herpesvirus. Sie zeichnen sich durch ein enges Wirtsspektrum

aus. Die Dauer des Replikationszyklus der y-Herpesvirinae ist Virustyp abhangig.
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B-Herpesvirinae unterscheiden sich von a- und y-Herpesvirinae durch ein stark
eingeschranktes Wirtsspektrum sowie einen langen Replikationszyklus in vitro. Zu
den B-Herpesvirinae gehoren die humanen Herpesviren Typ 6 und 7 (HHV-6, HHV-7)
und HCMV als prototypischer Vertreter dieser Familie (249). HCMV wurde in den
1960er Jahren als Erreger der Einschlusskorperchenkrankheit der Speicheldrise
identifiziert (118, 189, 247, 281). Charakteristisch fur HCMV sind zytoplasmatische
Einschlusse, die zu einer massiven VergroRerung der infizierten Zellen, der

sogenannten Cytomegalie, fiUhren (118, 189, 247, 281).

A.1.2 Epidemiologie

Das humane Cytomegalovirus ist ein opportunistisches, ubiquitar vorkommendes
Pathogen (116, 327, 328). Seine Durchseuchungsrate innerhalb der Bevdlkerung
variiert in Abhangigkeit vom soziodkonomischen Status des Landes sowie seiner
geografischen Lage. So liegt die HCMV-Seropravalenz in Europa und in den USA bei
etwa 60% der Bevolkerung und kann bis zu 100% in Entwicklungslandern betragen
(105). Horizontal wird HCMV Uber Korpersekrete wie Urin, Stuhl, Blut,
SamenflUssigkeit, Zervixsekret und Muttermilch Ubertragen (128, 132, 175, 177,
246). Der vertikale Transfer erfolgt im Falle einer Infektion wahrend der
Schwangerschaft perinatal von der Mutter auf das Kind (230, 290). Die
kontinuierliche Verbreitung des Virus erfolgt insbesondere uber Kleinkinder, da diese
nach einer Infektion im frihen Kindesalter das Virus jahrelang Uber Speichel und Urin
ausscheiden kénnen (211). Mit Erreichen der Pubertat tritt der Virustransfer tber
SamenflUssigkeit und Zervixsekret in den Vordergrund (53, 104).

Wie bei allen Herpesviren fuhrt eine HCMV-Primarinfektion zu einer lebenslangen
Persistenz des Erregers im Wirtsorganismus, die von sporadischen Reaktivierungen
unterbrochen werden kann. Wahrend der Persistenz geht das Virus in die Latenz
uber, in der das virale Genom als Episom im Zellkern vorliegt und die
Virusproduktion eingestellt ist (31). Als Orte der Latenz wurden bei HCMV unter
anderem myeloide Progenitorzellen, periphere Monozyten und Endothelzellen
nachgewiesen (147, 164, 253, 277, 305). Die Mechanismen, welche die
Reaktivierung induzieren, sind grofdtenteils ungeklart. Bekannt ist, dass die Induktion
der wahrend der Latenz reprimierten viralen immediate-early- (IE) Genexpression die
Reaktivierung einleitet. In diesem Zusammenhang spielt die Differenzierung

myeloider Progenitorzellen eine maldgebliche Rolle (122, 277, 298).
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A.1.3 Der Aufbau des HCMV-Virions

Das HCMV hat eine GroRe von ca. 150 - 200 Nanometern (nm) und eine fur
Herpesviren charakteristische Virusstruktur. Sein doppelstrangiges, lineares DNA-
Genom wird von einem ca. 100 nm grof3en ikosaedrisch angeordneten Nukleokapsid
umschlossen. Das Nukleokapsid wiederum wird von einer amorphen, relativ
unstrukturierten Proteinmatrix, dem sogenannten Tegument, umhullt (vgl. Abb. 1).
Dem Tegument werden neben uber 30 viralen auch zellulare Proteine zugeordnet
(112, 315). Die grofltenteils phosphorylierten viralen Tegumentproteine sind unter
anderem an der Virusmorphogenese, dem Nukleokapsid-Transport, der

Immunmodulation und der Regulation der Genexpression beteiligt (vgl. Abb. 1) (149).
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Abb. 1: Struktur des HCMV-Virions
(A) Elektronenmikroskopische (EM) Aufnahme eines HCMV-Partikels. Verandert nach (16)
(B) Schematische Darstellung eines HCMV-Partikels

Das Tegument wird von einer von fruhen Endosomen und vom Golgi-Apparat
abgeleiteten Virushille umgeben (49). In dieser Hullmembran eingelagert befinden
sich virale Glykoproteinkomplexe, die flr die Virusadsorption und Penetration
bendtigt werden (vgl. Abb. 1) (112, 120).

A.1.4 Die HCMV-Genomorganisation

Das HCMV-DNA-Genom kodiert fur ca. 160 - 180 Proteine und ist mit ca. 235
Kilobasen (kb) das grof3te und komplexeste aller Herpesviren (54, 55, 79, 212). Es
wird in die nicht repetitiven Genomsegmente unique long (U.) und unique short (Us)

unterteilt, die von repetitiven Genomsegmenten, den sogenannten terminal- (R,
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repeat long; TRs terminal repeat short) und internal repeats (IRs), flankiert werden
(vgl. Abb. 2).

A. Klinisches HCMV-Isolat
R.1-14 IRs1 TRs1

B U 1-151 ) Us1-34 ¢

B. HCMV-Laborstamm AD169

TR 1-14 IR 14-1IRs1 TRs1
D U1-132 4 v-34 |

L 1 L L L L 1 L Il L L L |l L L 1 L [l L [l 1 1 1 L ]
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 kb

Abb. 2: Die HCMV-Genomorganisation

Die Orientierung der Gensegmente entspricht der Pfeilorientierung. Entsprechend der Nomenklatur
werden die kodierenden Gene mit den Prafixen U, Ug, TR bzw. IR versehen.

(A) Schematische Darstellung der Genomorganisation klinischer HCMV-Isolate. Die nicht repetitiven
Segmente U, (unique long) und Us (unique short) werden von den repetitiven Elementen R, (repeat
long), IRs (internal repeat short) und TRs (terminal repeat short) flankiert.

(B) Schematische Darstellung der Genomorganisation des Laborstamms AD169. Die U -Region ist
um die Leserahmen UL128-UL150 partiell deletiert und wird zusatzlich von einer inversen Duplikation
der R.-Region (IR_ 1-14) flankiert. Bei HCMV-Laborstammen fiihren die wahrend der DNA-Replikation
auftretenden intramolekularen Rekombinationen der repetitiven Regionen zu vier in aquimolarer

Menge vorkommenden isomeren Genomformen (58). Verandert nach (212)

Attenuierte HCMV-Laborstamme wie AD169 oder Towne unterscheiden sich in ihrer
Genomorganisation von klinischen Virusisolaten. Hier flhrte die Adaption an die
Replikation in Fibroblasten zu inversen Duplikationen der R, -Leserahmen sowie zum
Verlust der Genregion um die Leserahmen UL128 - UL150 (50, 95, 213, 236). Deren
Genprodukte (UL128, 130, und 131) sind fur den Endo- bzw. Epithelzelltropismus
essentiell. Daher findet keine produktive Virusreplikation von HCMV-Laborstammen
in Endothel- bzw. Epithelzellen statt (vgl. Abb. 2) (123, 320).

A.1.5 Der HCMV-Replikationszyklus

A.1.5.1 Der Virus-Eintritt
In vivo kann HCMV ein breites Spektrum an Zellen wie Parenchymzellen, Zellen des
Bindegewebes, hamatopoetische Zellen, Epithelzellen, Endothelzellen, Fibroblasten

und Muskelzellen infizieren (234, 275, 280). Dieser breite Zelltropismus fuhrte zu der



Einleitung

Vermutung, dass das Virus den platelet-derived growth factor alpha receptor
(PDGFR-alpha) - in Kombination mit zellfusionvermittelnden Integrinen - fur die
Virusadsorption verwendet (100, 101, 285, 323). Daneben wurde auch der epithelial
growth factor receptor (EGFR) als essentiell flir die Virusadsorption beschrieben,
spater jedoch wieder in Frage gestellt (143, 324). Der Viruseintritt (entry) erfolgt
zelltypspezifisch. Bei Fibroblasten vermittelt das virale Glykoprotein gB (UL55) das
Andocken (attachment) des viralen Partikels Uber unspezifische Bindungen an die
Heparansulfat-Proteoglykane der Wirtszelle (39, 71). Nach der Bindung von gB an
den Wirtszellrezeptor erfolgt die pH-unabhangige Fusion der Virushulle mit der
Zellmembran Uber coiled-coil-Domanen von gB (UL55) und gH (UL75). Uber diesen
Prozess gelangt das Nukleokapsid mit den Tegumentkomponenten in das
Zytoplasma der Wirtszelle (entry) (vgl. Abb. 3) (30, 72, 130, 142, 272). In retinalen
Pigmentepithelzellen (RPE-1) bzw. Endothelzellen konnte dartber hinaus eine

rezeptorvermittelte Endozytose beobachtet werden (vgl. Abb. 3) (26, 279).
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Abb. 3: Der HCMV-Replikationszyklus

(1) Nach der Adsorptionsphase gelangt das Viruspartikel Uiber Endozytose oder eine pH-unabhangige
Fusion der Virushiille und der Zellmembran in das Zytoplasma (entry). (2) Das Nukleokapsid wird
nach seiner Freisetzung zum Zellkern transportiert, wo es an die Kernporen bindet. Dort wird das
virale Genom in den Zellkern entlassen, wo es zirkularisiert. (3) Die Transkription des viralen Genoms
erfolgt nach einem dreiphasigen Expressionszyklus, aufgeteilt in die sehr frihe (immediate-early, |IE),
frihe (early, E) und spate (late, L) Phase.
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Abb. 3: Fortgesetzt

(4) Die posttranslationale Modifikation viraler Proteine erfolgt im endoplasmatischen Retikulum (ER)
und im Golgi-Apparat. Von dort gelangen die viralen Proteine zum assembly compartment (AC).

(5) Nach der rolling-circle DNA-Replikation wird das resultierende DNA-Konkatemer von dem
Terminasekomplex prozessiert. Dieser bindet an das Prokapsid und schleust die virale genomische
DNA in das Nukleokapsid. (6) Das mit dem viralen Genom beflllte Nukleokapsid gelangt Uber
Knospung durch die innere (INM) und duf3ere Kernmembran (ONM) in das Zytoplasma. (7) Von dort
gelangt das Nukleokapsid zum AC, wo die zytoplasmatische Tegumentisierung erfolgt und das
Nukleokapsid seine Virushiille erhalt. (8) Nach dem Transport zur Zellmembran werden die reifen

Viruspartikel durch Exozytose freigesetzt.

Im Zytoplasma angelangt, wird das Nukleokapsid mit Hilfe des Mikrotubuli- und
Vimentin-Zytoskeletts zu den Kernporen des Zellkerns transportiert (208, 224). Das
Nukleokapsid bindet an die Kernporen, wonach es Uber einen unbekannten
Mechanismus dissoziiert (uncoating). Das virale Genom wird bei diesem Prozess
zusammen mit regulatorischen Proteinen in den Zellkern eingeschleust, wo es zu

einem Episom zirkularisiert (vgl. Abb. 3) (301).

A.1.5.2 Die virale Genexpression

Die Transkription des viralen Genoms erfolgt nach einem fir alle Herpesviren
charakteristischen, dreiphasigen, kaskadenartigen Expressionszyklus und wird in
eine sofort- (immediate-early, |E), fruh- (early, E) und spate- (late, L) Phase der
viralen Genexpression unterteilt (vgl. Abb. 4) (135, 325).
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- des Zellzyklus
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Abb. 4: Die virale Genexpression und Funktion der viralen Proteine im Rahmen des HCMV-
Replikationszyklus
Verandert nach (174)
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Die IE-Phase beginnt mit dem Eintreten der viralen DNA in den Zellkern. Die
Aktivierung der viralen |IE-Promotoren erfolgt durch zellulare Transkriptionsfaktoren
und ist unabhangig von der Neusynthese viraler Proteine. Dabei spielen die viralen
Tegumentproteine pp71 und pUL69, die bei der Virus-Zell-Fusion in die Zelle
eingebracht wurden, als Transaktivatoren eine unterstiitzende Rolle (vgl. Abb. 4)
(281). IE-Gene kodieren hauptsachlich fur regulatorische Genprodukte (36, 197).
Diese regulieren zellulare und virale Promotoren und steuern so die
Transkriptionsaktivitat der Zelle sowie die early- und late-Genexpression (87, 175). In
der E-Phase wird die virale Genexpression durch virale und zellulare
Transkriptionsfaktoren aktiviert (vgl. Abb. 4). Die Gene der E-Phase kodieren
grofRtenteils fur Proteine, die fur die virale DNA-Replikation bendtigt werden. Daruber
hinaus werden unter anderem Proteine der Immunevasion sowie regulatorische
Proteine fur die /ate-Phase exprimiert (8, 25, 139, 182, 183, 210).

Ein charakteristisches Merkmal der E-Phase ist die virale DNA-Replikation (vgl. Abb.
4) (210). Mit der viralen DNA-Synthese beginnt die spate Phase der Virusreplikation,
in der die early-late- und true-late-Proteine transkribiert werden. Dabei wird parallel
zur DNA-Synthese die early-late-Genexpression aktiviert, wahrend die true-late-
Proteine erst nach Abschluss der DNA-Replikation exprimiert werden (vgl. Abb. 4)
(248). Die Gene fur die L-Proteine kodieren grdfitenteils fur Proteine, die fur die
Virusmorphogenese und Virusreifung erforderlich sind. So werden unter anderen die
Strukturproteine des viralen Nukleokapsids und virale Tegumentproteine exprimiert
(112, 157, 163).

A.1.5.3 Die Struktur und Assemblierung des Nukleokapsids

Die Morphogenese der Viruspartikel beginnt mit dem Aufbau des Vviralen
Nukleokapsids. Wie bei allen Herpesviren besteht das Nukleokapsid aus
162 Kapsomeren (150 Hexonen und zwolf Pentonen), die einen lkosaeder bilden
(vgl. Abb. 5 A) (46, 56). Dem reifen HCMV-Nukleokapsid mit einer Gréf3e von ca. 130
nm, wurden bisher sechs strukturelle Proteinkomponenten zugeordnet (46, 56, 112).
Hauptbestandteile sind das major capsid protein (MCP, pUL86) mit 960 und das
small capsid protein (SCP, pUL48-49) mit 900 Kopien.
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Abb. 5: Struktur des HCMV-Nukleokapsids

(A) Aufsicht auf die zweifache Symmetrieachse des ikosaedrischen Nukleokapsids. Die Anordnung
eines Dreiecks des lkosaeders ist gestrichelt unterlegt (vgl. A, kleine Abb.). Das Nukleokapsid wurde
radial koloriert. Die oberen, zur Oberflache exponierten Domanen der Pentone und Hexone -
bestehend aus funf bzw. sechs Monomeren des major capsid proteins (MCP/pUL86) - sind blau
dargestellt. Die verbindenden Triplexe - bestehend aus zwei Einheiten des minor capsid proteins
(MnCP, pUL85) und dem minor capsid binding protein (MnCP-bp, pUL46) - lokalisieren im mittleren
Bereich der Nukleokapsidhiille und sind grin, der innere Bereich der Nukleokapsidhiille ist gelb
dargestellt.

(B) Ultradinnschnitt durch die Rekonstruktion eines HCMV-Nukleokapsids. Die Balkenlange
entspricht 50 nm.

(C) Vergleich der Struktur einzelner Pentone (a) und Hexone (b) des HCMV-Nukleokapsids. Die
Pentone und Hexone sind analog zu A radial koloriert. Die obere exponierte MCP-Domanenstruktur ist

blau, die mittlere Domane griin und die untere Domane gelb dargestellt. Verandert nach (46, 343)

Zwei Kopien des minor capsid proteins (MnCP, pUL85), verbunden mit einer Kopie
des minor capsid binding proteins (MnCP-bp, pUL46), bilden ein Trimer, das
sogenannte Triplex. Hiervon befinden sich insgesamt 320 zwischen den Pentonen
und Hexonen der lkosaeder (46, 56, 112, 114) (vgl. Abb. 5 A). Die Pentone und
Hexone bestehen aus funf bzw. sechs ringférmig miteinander verbundenen MCP-
Monomeren (vgl. Abb. 5 C). Bei der Kapsidassemblierung lagert sich auf der Spitze
eines jeden Hexon-MCP-Monomers ein small capsid protein an (337). Als letztes
bildet das Portal-Protein pUL104 eine aus zwolf Monomeren bestehende,
symmetrische Ringstruktur an dem Eckpunkt eines Kapsid-lkosaeders. Uber dessen
Tunnelstruktur wird das virale DNA-Genom in das Nukleokapsid eingeschleust bzw.
nach Infektion in den Zellkern entlassen (vgl. Abb. 6) (134, 218).
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Die Kapsidassemblierung beginnt im Zytoplasma. Hier dimerisieren die das
Strukturgerust (scaffold) der Kapsidassemblierung bildenden Strukturproteine
protease precursor (pPR, pUL80a) und assembly protein precursor (pAP, pUL80.5).
Deren Gene liegen als 3’ koterminale offene Leserahmen (open reading frame, ORF)
vor und werden zu Proteinen mit identischem Carboxyterminus prozessiert (vgl. Abb.
6) (326, 333).
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Abb. 6: Schematische Darstellung der HCMV-Nukleokapsid-Assemblierung

(1) Die Gerustproteine (scaffold) pPR und pAP dimerisieren im Zytoplasma Uber ihre amino terminal
conserved domain (ACD), binden Uber die carboxyterminale Domane (CD) MCP - an welchem das
small capsid protein (SCP, pUL48-49) bereits gebunden vorliegt - und translozieren in den Zellkern.
Das minor capsid protein (MnCP) und das minor capsid binding protein (MnCP-bp, pUL46)
translozieren als Trimer (Triplex) davon unabhangig in den Zellkern. (2) Im Zellkern initiiert das
scaffold die Bildung von Penton- und Hexon-Strukturen. (3) Diese interagieren mit den MnCP/MnCP-
bp-Trimeren (Triplexe) und bilden das transiente Prokapsid. (4) Das Portal-Protein pUL104 wird von
pPR gebunden und in den Zellkern transportiert. Wahrend der Prokapsid-Assemblierung bildet sich
anstelle einer Pentonuntereinheit der aus zwdlf pUL104-Monomeren bestehende ringférmige Portal-
Protein-Komplex. (5) Eine spontane Angularisierung des Prokapsids, verbunden mit einem verfriihten
proteolytischen Abbau des scaffold, unterbindet die Insertion der viralen genomischen DNA; es
entstehen A-Kapside. (6) Eine verspatete proteolytische Spaltung von pPR und pAP verhindert deren
Ausschleusung, wodurch das virale DNA-Genom nicht mehr in das Nukleokapsid inseriert wird und
sich B-Kapside bilden. (7) Zeitgleich mit der Insertion des viralen DNA-Genoms verlasst das

proteolytisch gespaltene scaffold das Nukleokapsid; es bilden sich die reifen C-Kapside.

Im Zytoplasma initiiert die Dimerisierung von pPR und pAP die Bindung von MCP an
den pPR/pAP-Komplex (185, 333). Angenommen wird, dass bei diesem Prozess
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SCP bereits an MCP gebunden vorliegt (vgl. Abb. 6) (57, 111). Unklar ist, ob sich
bereits im Zytoplasma einzelne MCP/SCP-pPR/pAP-Monomere zu sogenannten
building-blocks - bestehend aus mehreren MCP/SCP-pPR/pAP-Monomeren -
verbinden (110, 112, 235). Der MCP/SCP-pPR/pAP-Komplex bzw. die building-
blocks werden mittels der Kernlokalisationssequenzen (NLS) von pAP und pPR in
den Zellkern transportiert (vgl. Abb. 6) (14, 172, 221, 333). Im Zellkern induziert eine
Phosphorylierung von pAP eine verstarkte pAP-MCP Interaktion. Es wird
angenommen, dass sich durch diesen Prozess einzelne building-blocks zu Penton-

und Hexonprotomeren zusammenlagern (vgl. Abb. 6) (48, 102, 112).

Neben den schon erwahnten Proteinen aggregieren im Zytoplasma auch zwei
Kopien des minor capsid proteins mit einer Kopie des minor capsid binding proteins,
wonach das entstandene Trimer (Triplex) in den Zellkern transloziert (vgl. Abb. 6)
(13, 113, 219). Als letztes gelangt das Portal-Protein pUL104 in den Zellkern. In
Analogie zu HSV-1 wird angenommen, dass pUL104 mit pAP interagiert und als
pUL104-pAP-Komplex in den Zellkern transloziert (278).

Im Zellkern assoziieren, gestutzt durch das scaffold, die Hexon- und
Pentonprotomere und bilden so das transiente Prokapsid (41, 185, 271). Eine
Pentonuntereinheit wird dabei von dem aus zwolf pUL104-Monomeren bestehenden,
ringformigen Portal-Protein-Komplex ersetzt (84, 134, 271). Wahrend dieses
Prozesses interagieren die MnCP/MnCP-b-Trimere mit den Hexon- und
Pentonprotomeren, wodurch sich die Struktur des Prokapsids stabilisiert (46, 56,
112, 114, 271).

A.1.5.4 Die Replikation und Verpackung des HCMV-Genoms

Die Replikation des viralen Genoms beginnt vor der Bildung des Nukleokapsids. Sie
wird in Zellkultur bereits zwoIf bis 24 Stunden nach Infektion in abgegrenzten,
sogenannten Replikationskompartimenten des Zellkerns initiiert (2, 229). Die
Replikation beginnt an einer definierten Replikationsinitiationssequenz, dem origin of
lytic replication (oriLyt), und erfolgt nach dem rolling-circle-Prinzip. Dabei werden
sogenannte head-to-tail-Genomkonkatemere, bestehend aus linear aneinander
gereihten Kopien des viralen Genoms, gebildet (vgl. Abb. 3 und 7) (5, 36, 197, 274).

Nach der Bildung des Prokapsids wird die replizierte virale genomische DNA in

10



Einleitung

einem eng mit der finalen Kapsidreifung verwobenen Prozess in das Nukleokapsid
eingeschleust (vgl. Abb. 3 und 7) (133, 297).

Genom-
Konkatemer

HCMV-Genomeinheit

pUL8Y pUL104
Pac U, Us

- ;
internal
repeats |

Pac

pUL56

Abb. 7: Schematische Darstellung der Verpackung des viralen HCMV-Genoms in das
Nukleokapsid

Der Verpackungsprozess wird durch den Terminasekomplex, bestehend aus einer
grolien (pUL56, 130 kDa) und einer kleinen Untereinheit (pUL89, 75 kDa), initiiert
(vgl. Abb. 7) (29, 73). Fur die Prozessierung und Verpackung der viralen
genomischen DNA in das Prokapsid sind spezifisch im HCMV-Genom vorliegende
Verpackungssequenzen, die sogenannten a-Sequenzen, von essentieller Bedeutung
(199, 223, 287). Diese liegen an den terminalen Enden des viralen Genoms und in
umgekehrter Orientierung zwischen der U_- und Us-Region. Innerhalb der a-
Sequenzen befinden sich zwei hoch konservierte, kurze AT-reiche Sequenzmotive,
die sogenannten cis-acting-packaging-elements (Pac 1 und Pac 2) (vgl. Abb. 7) (199,
223, 287).

Zu Beginn des Verpackungsprozesses erkennt und bindet ein pUL56-Dimer die AT-
reichen Sequenzabschnitte der Pac-Region am terminalen Ende eines viralen
Genoms des Genom-Konkatemers. pUL89 bindet an den pUL56-DNA-Konkatemer-
Komplex, wonach das virale DNA-Konkatemer mit Hilfe der pUL89-Nuklease-Aktivitat
gespalten wird (217, 260). Der Protein-DNA-Komplex, der wahrscheinlich zunachst
noch mehrere Genomkopien in head-to-tail-Anordnung hintereinander umfasst, dockt
anschliefend an den ringférmigen Portal-Protein-Komplex eines Prokapsids an und
initiilert die Translokation der viralen genomischen DNA durch den Portal-Protein-
Komplex in das Nukleokapsid (vgl. Abb. 6 und 7). Die Energie fur diesen Prozess
wird durch die pUL56-ATPase-Aktivitat bereitgestellt (52, 85, 136). Der zweite Schritt

11
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der DNA-Verpackung wird initiiert, wenn genau eine Genomlange verpackt wurde
(head-full-Mechanismus) (304). Dabei erkennt pUL56 am terminalen Ende des
viralen Genoms die zweite Pac-Sequenz, wonach das Genommonomer
sequenzspezifisch von der konkatemeren DNA mit Hilfe der pUL56- und pUL89-
Nukleaseaktivitat abgespalten wird (vgl. Abb. 7) (51, 52, 73). Neueste Daten deuten
darauf hin, dass neben pUL56 und pUL89 auch das zu HSV-1 pUL33 homologe
HCMV Protein pUL51 Teil des Terminasekomplexes ist. Angenommen wird, dass
pULS51 den pUL56/pUL89-Komplex bereits zu Beginn der pUL56/pUL89-Interaktion
stabilisiert (91).

Durch das Einschleusen der viralen DNA in das Nukleokapsid wird, in Analogie zu
HSV-1, die pPR-Proteasedomane Assemblin autokatalytisch aktiviert und spaltet sich
von der scaffold-Domane ab. Nachfolgend spaltet Assemblin die mit MCP
verbundenen scaffold-Fragmente von der inneren Kapsidwand ab (vgl. Abb. 6) (102).
Diese verlassen parallel zur Insertion des viralen Genoms Uuber einen
unverstandenen Mechanismus vollstandig das Nukleokapsid (41, 110, 112). Bei
diesem Prozess angularisiert davon unabhangig das Nukleokapsid, wodurch sich
dessen Stabilitat erhdht (vgl. Abb. 6) (219, 338). Nach der Verpackung des viralen
Genoms wird der Portal-Protein-Komplex des DNA-beinhaltenden C-Kapsids Uber

einen noch unverstandenen Mechanismus verschlossen (29, 136, 260).

In infizierten Zellen entstehen, ausgehend vom Prokapsid, drei unterschiedliche
Kapsid-Typen, die sogenannten A-, B- und C-Kapside. A-Kapside sind DNA-frei und
entstehen wahrscheinlich durch eine abortive DNA-Verpackung. B-Kapside sind
DNA-freie Kapside, die noch das scaffold enthalten. C-Kapside stellen das reife
Nukleokapsid dar und enthalten das vollstandig verpackte HCMV-Genom (vgl. Abb.
6) (271, 338).

A.1.5.5 Das Ausschleusen des Nukleokapsids aus dem Zellkern

Nach dem Verpacken der viralen DNA werden die reifen Nukleokapside (C-Kapside)
mittels Knospung in das Zytoplasma der infizierten Zellen transportiert (nuclear
egress). Fur diesen Prozess muss zunachst die Kernlamina, ein aus
Intermediarfilamenten (Laminen) bestehendes Fasergeflecht, welches die strukturelle

Integritat des Zellkerns gewahrleistet, destabilisiert werden. Hierfur werden mit Hilfe
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des multi-component nuclear egress complex (NEC), einem aus zellularen und
viralen Proteinen bestehenden Komplex, die nukledren Lamine A und C
phosphoryliert, was zur Destabilisierung der Kernlamina fuhrt (94, 192, 207). Die
Nukleokapside werden - gebunden an nukleare Tegumentproteine - zu der inneren
nuklearen Membran (INM) transportiert, von wo sie Uber Knospung in den
perinuklearen Raum gelangen (vgl. Abb. 3) (28, 47, 131, 243, 257). Dabei wird das
Nukleokapsid von der INM umhullt. Diese Membran geht bei der anschlielienden
Knospung aus der dul3eren Kernmembran (ONM) in das Zytoplasma wieder verloren
(vgl. Abb. 3) (202, 203).

A.1.5.6 Der Zusammenbau des reifen Virions und das Ausschleusen aus der
Zelle

Im Zytoplasma akkumulieren die Nukleokapside im sogenannten assembly
compartment (AC) (vgl. Abb. 3). Das AC grenzt an die Kernmembran und besteht
aus zytoplasmatischen Zisternen, die auf fruihe Endosomen, den Golgi-Apparat bzw.
das Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) zurtckzufuhren sind (44, 76, 258, 268). Im AC
erhalten die Nukleokapside ihre zytoplasmatische Tegumentierung. Bei der
anschliellenden Knospung durch die Membranen des AC werden die tegumentierten
Nukleokapside mit der Virushulle versehen (49, 75, 76, 258, 268). Die Viruspartikel
werden anschlieBend zu der Zellmembran transportiert und durch Exozytose
freigesetzt (vgl. Abb. 3) (94).

Im Rahmen der HCMV-Virusreplikation werden neben DNA-haltigen infektidsen
Viren auch sogenannte non-infectious enveloped particles (NIEPs) und dense bodies
gebildet. NIEPs gleichen infektiosen Viruspartikeln, besitzen aber keine virale DNA.
Dense bodies besitzen kein virales Nukleokapsid. Sie bestehen hauptsachlich aus

Tegumentproteinen, die von der viralen Hillmembran umschlossen werden (141).

A.2 Die Pathogenese des humanen Cytomegalovirus

A.2.1 HCMV-Pathogenese bei immunkompetenten Individuen
Eine HCMV-Primarinfektion verlauft bei immunkompetenten Individuen zumeist
asymptomatisch. In seltenen Fallen kommt es zu einem mit einer Mononukleose

vergleichbarem Krankheitsverlauf (70, 160, 161). In neuerer Literatur wird HCMV
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auch mit einer begunstigten Tumorprogression, Arteriosklerose, rheumatischen
Beschwerden sowie der altersbedingten Immunseneszenz in Verbindung gebracht
(43, 204, 227, 232, 286).

A.2.2 HCMV-Pathogenese bei Patienten mit inkompetentem Immunsystem
Opportunistische Infektionen wie HCMV treten in Erscheinung, wenn das
Immunsystem noch nicht ausgereift (fotale/neonatale HCMV-Infektion) bzw.
pharmakologisch (Organtransplantation) oder durch Krankheiten supprimiert ist
(z. B. AIDS), da ein funktionelles Immunsystem zur Kontrolle der HCMV-Infektion
bzw. der Reaktivierung notwendig ist. Dabei sind die mit einer HCMV-Erkrankung
verbundenen Krankheitssymptome mafgeblich vom Grad der Immundefizienz des
Patienten abhangig. Diese kdnnen von grippeahnlichen Symptomen bis hin zur
sogenannten HCMV-Endorganerkrankung, die unter anderem durch Fieber,
Leukozytopenie, Hepatitis, Gastritis und Pneumonie gekennzeichnet ist, variieren
(42, 180, 291, 340).

In immunsupprimierten Patienten unterscheidet man die mit der HCMV-Infektion
direkt verbundenen klinischen Symptome (direkte HCMV-Effekte) von den
sogenannten indirekten Effekten einer HCMV-Infektion (106). Diese sind z.B. als eine
erhdhte Empfanglichkeit gegentber Bakterien-, Pilz- und Protozoeninfektionen
beschrieben oder auch mit der Wahrscheinlichkeit einer akuten bzw. chronischen
AbstoRungsreaktionen des Transplantats assoziiert (99, 106, 119, 220, 255). Eine
wichtige Ursache der indirekten HCMV-Effekte ist z.B. die Expression viraler
immunmodulatorisch wirkender Proteine, die das ohnehin geschwachte bzw.

supprimierte Immunsystem des Patienten zusatzlich beeintrachtigen (106).

A.2.2.1 Transplantationspatienten

Um Absto3ungsreaktionen zu vermeiden, wird bei Transplantatempfangern eine
therapiebedingte Immunsuppression durchgefuhrt. Dabei ist die Inzidenz einer
HCMV-Infektion bzw. Reaktivierung bei seropositiven Individuen sowie deren
klinische Manifestation von verschiedenen Faktoren abhangig (292). Dazu zahlen die
Konstellation des Serostatus von Spender und Empfanger, die Art des

transplantierten Organs sowie die Dauer und Art der Immunsuppression (292).
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A.2.2.1.1 Solide Organtransplantationen (SOT)

Bei der soliden Organtransplantation (SOT) ist die HCMV-Infektion bzw. -Erkrankung
eine der wichtigsten Komplikationen. Die Inzidenz variiert dabei abhangig vom
transplantierten Organ. So wird bei 30 - 60% aller Nierentransplantierten eine aktive
HCMV-Infektion diagnostiziert, die unbehandelt in 8 - 32% aller Falle zu einer HCMV-
Endorganerkrankung fuhren kann. Dagegen wird bei Herz-Lungentransplantationen
in bis zu 90% aller Falle eine HCMV-Infektion festgestellt, die bei ca. 35% in einer
symptomatischen HCMV-Endorganerkrankung endet (228). Ein hohes HCMV-
Infektionsrisiko besteht bei serologischen Inkompatibilitdts-Transplantationen. Dabei
sind seronegative Patienten (R-), denen ein HCMV-seropositives Organ (D+)
transplantiert wird, besonders gefahrdet (292). Hier kann durch das ubertragene
HCMV-positive Organ eine HCMV-Primarinfektion im immunologisch naiven
Empfanger erfolgen, die zu schweren Schadigungen des Organismus und des
Transplantats fihren kann (107, 250, 251, 292). Bei seropositiven
Transplantatempfangern (R+) kann es zudem zu einer HCMV-Reaktivierung
kommen. Da das Virus dem Immunsystem jedoch bereits bekannt ist, kommt es hier
meist zu einer milderen Auspragung der klinischen Symptomatik (292). Darlber
hinaus kénnen HCMV-seropositive Empfanger von seropositiven Organen (D+/R+)
an einer donorinduzierten HCMV-Superinfektion erkranken (107, 250, 251, 292).
Insbesondere in der frihen Phase nach der Transplantation kommt es vermehrt zu
HCMV-Infektionen, da hier eine effiziente Immunsuppression angestrebt wird, um
Organabstollungen zu vermeiden (228). In der Folge manifestiert sich die HCMV-
Erkrankung haufig im jeweils transplantieten Organ. So tritt bei
Lungentransplantationen die HCMV-Pneumonie und bei Lebertransplantationen die
HCMV-Hepatitis haufig in Erscheinung (228).

A.2.2.1.2 Allogene Knochenmarktransplantationen

Bei allogenen Knochenmarktransplantationen ist das Risiko einer HCMV-Infektion
bzw. -Erkrankung ebenfalls mit dem Serostatus von Spender und Empfanger
verbunden. Im Gegensatz zur SOT ist das Risiko jedoch hier mit dem Serostatus des
Empfangers assoziiert. So wird bei ca. 80% der seropositiven Empfanger eine
HCMV-Reaktivierung diagnostiziert, wovon unbehandelt 20 - 35% eine HCMV-
Endorganerkrankung erleiden (228). Im Vergleich ist das Risiko bei der

Serokonstellation D+/R- wesentlich geringer. Hier tritt nur bei ca. 30% eine HCMV-
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Infektion auf, die bei 0 - 20% zu einer HCMV-Endorganerkrankung fuhrt (181, 228).
Bei Knochenmarktransplantationen ist die interstitielle Pneumonie die am haufigsten
auftretende HCMV-Endorganerkrankung. Sie wird bei ca. 30% der auftretenden
HCMV-Infektionen diagnostiziert und ist unbehandelt mit einer hohen Mortalitatsrate
verbunden (228).

A.2.2.2 Patienten mit erworbenem Immundefizienz-Syndrom (AIDS)

Die HCMV-Infektion gehort zu den haufigsten opportunistischen Infektionen bei HIV-
Patienten (88). Unbehandelt besteht insbesondere im spaten Stadium der HIV-
Infektion (AIDS-Stadium) im Zuge der HIV-induzierten Immunsuppression ein
erhohtes Risiko einer HCMV-Infektion bzw. -Erkrankung (87, 88, 295). In der Ara vor
der Etablierung der hochaktiven antiretroviralen Therapie (HAART) erkrankten im
spaten AIDS-Stadium mehr als 50% der HIV-infizierten Patienten an HCMV (289).
Die bei AIDS-Patienten mit einer HCMV-Infektion auftretenden Erkrankungen, wie
nekrotisierende Retinitis und Gastroenteritis, gingen insbesondere durch die
Einfuhrung der HAART in den Industriestaaten zurtck (81). HAART fuhrte zu einer
partiellen Regeneration des Immunsystems und damit zur Kontrolle der HCMV-
Infektion. Ernsthafte mit HCMV verbundene Komplikationen treten nach wie vor bei
HAART-resistenten bzw. bei zu spat oder unregelmallig mit HAART behandelten
HIV-Infizierten auf (295). Trotz HAART wurde in Studien bei mehr als 12% der HIV-
Infizierten eine HCMV-Viramie diagnostiziert, die als Risikofaktor einer
fortschreitenden Entwicklung von AIDS, verbunden mit frihzeitigem Tod, gewertet
wird (82).

A.2.2.3 Kongenital infizierte Neugeborene

Mit ca. 0,6 - 0,7% ist die kongenitale HCMV-Infektion von Neugeborenen die
haufigste kongenitale virale Infektion in den Industrielandern (86). Die Transmission
des Virus erfolgt Uberwiegend nach einer primaren HCMV-Infektion der Mutter, die
bei ca. 30 - 40% in einer intrauterinen Infektion des Fotus mundet. Pranatal kann sich
eine HCMV-Infektion besonders schwerwiegend manifestieren, da das Immunsystem
des Fotus noch nicht ausreichend entwickelt ist, um das Virus zu kontrollieren (32,
33, 226). Die Schwere der Spatfolgen ist dabei vom Zeitpunkt der Infektion des Fotus
sowie der Viruslast abhangig. Foten im ersten und zweiten Drittel der

Schwangerschaft sind besonders gefahrdet (32, 231).
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Ca. 13% aller kongenital infizierten Neugeborenen entwickeln unmittelbar nach der
Geburt eine symptomatische HCMV-Infektion (86). Diese ist unter anderem mit
sensorischer Taubheit, Sehfeldverlust, Mikrozephalie sowie kognitiven und
motorischen Defiziten verbunden (86, 261). Wahrend ca. 0,5% dieser Neugeborenen
kurz nach der Geburt versterben, entwickeln 40 - 58% dieser Kinder sowie bis zu
13,5% der asymptomatisch infizierten Neugeborenen in den ersten Lebensjahren
schwerwiegende Spatfolgen, die mit geistiger Retardierung, sensorischer Taubheit,

neurologischen Schaden und anderen Erkrankungen einhergehen kénnen (86).

A.3 Die antivirale Therapie einer HCMV-Infektion/Erkrankung

Da in dieser Arbeit ausschlieBlich mit antiviralen Substanzen gearbeitet wurde, wird
auf die Pravention von HCMV mittels einer Impfung bzw. den derzeitigen Stand der
HCMV-Vakzine-Entwicklung nicht gesondert eingegangen. Bis zum heutigen Tag ist
kein zugelassener HCMV-Impfstoff verfugbar. Allerdings befinden sich verschiedene
HCMV-Impfstoffe in der praklinischen und klinischen Entwicklung, bei denen unter
anderem lebend attenuierte Viren, virale Glykoproteine, virale DNA bzw. dense

bodies als Immunstimulator verwendet werden (262, 263, 300).

A.3.1 Prophylaktische und praemptive Therapie und Behandlung

Fir die Behandlung oder Pravention einer HCMV-Infektion bzw. -Erkrankung wurden
verschiedene Behandlungsstrategien, basierend auf der therapeutischen
Wirksamkeit sowie dem Toxizitatsprofil der vorhandenen antiviralen Substanz,
entwickelt.

Bei der prophylaktischen Therapie wird eine antivirale Substanz schon vor Beginn
einer aktiven HCMV-Infektion bzw. HCMV-Reaktivierung verabreicht. Der Vorteil liegt
neben der Kontrolle der HCMV-Infektion in der Bekampfung der indirekten Effekte
einer HCMV-Infektion. Nachteilig ist, dass eine prophylaktische Therapie zur einer
Verschiebung der HCMV-Erkrankung auf eine Zeit nach der antiviralen Prophylaxe
fuhren kann (late-onset disease) (158, 282). Da sich das Immunsystem in Folge
einer Verringerung der transplantationsbedingten Immunsuppression zu diesem
Zeitpunkt in gewissen Grade rekonstituiert hat, verlauft diese jedoch zumeist milder
(158, 282).
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Die praemptive Therapie basiert auf der Erkenntnis, dass einer HCMV-Erkrankung in
der Regel eine asymptomatische aktive HCMV-Replikation (Viramie) vorausgeht. So
werden bei dem Nachweis einer akuten Viramie im Rahmen der praemptiven
Therapie, vor dem Auftreten klinischer Symptome, antivirale Substanzen verabreicht
(27). Die Vorteile liegen in einem relativ kurzen Behandlungszeitraum, weshalb auch
Substanzen mit einem ungunstigeren Toxizitatsprofil, verbunden mit einer hohen

antiviralen Wirksamkeit, verabreicht werden konnen (27).

Im Falle einer manifestieten HCMV-Erkrankung wird eine antivirale Therapie mit
denselben antiviralen Substanzen durchgefuhrt, die in der praemptiven Therapie
verwendet werden. Im Vergleich wird allerdings einer hohere Dosierung angewandt
(27).

A.3.2 Zugelassene Anti-HCMV-Substanzen

Fiar die Behandlung und Pravention einer HCMV-Infektion oder -Erkrankung sind
derzeit funf antivirale Medikamente zugelassen, wovon allerdings keines flur die
Behandlung der kongenitalen HCMV-Infektion zugelassen ist: Ganciclovir (GCV) und
sein L-Valylester Valganciclovir (VGCV), Foscarnet (FOS), Acyclovir (ACV) und sein
L-Valylester Valacyclovir (VACV) und Cidofovir (CDV) (vgl. Abb. 8) (200).
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Abb. 8: Molekilstrukturen der zugelassenen antiviralen HCMV-Substanzen

Entnommen aus (179)
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A.3.2.1 Ganciclovir und Valganciclovir

Als erste Wahl und Goldstandard zur prophylaktischen und praemptiven Behandlung
einer HCMV-Infektion bzw. zur Behandlung einer HCMV-Erkrankung werden
Ganciclovir bzw. Valganciclovir (GCV; Cymeven1, Roche/VGCV; Valcyte1; Roche)
verwendet (vgl. Abb. 8) (37, 191, 238, 306). Das azyklische 2’-Desoxyguanosin-
Nukleosid-Analogon Ganciclovir wird dabei intrazellular von der viralen Proteinkinase
UL97 monophosphoryliert und verbleibt ladungsbedingt in der Zelle. Nach Di- und
Triphosphorylierung durch zellulare Kinasen wird GCV-Triphosphat wahrend der
DNA-Replikation kompetitiv als Substrat der viralen DNA-Polymerase pUL54
eingebaut. Dabei verlangsamt es die DNA-Polymerisation bzw. flihrt zu deren
Abbruch (124, 200). Die L-Valyl-Veresterung von Ganciclovir zu Valganciclovir fuhrte
zu einer verbesserten oralen Bioverfugbarkeit, weshalb VGCV GCV in der klinischen
Anwendung groltenteils ersetzt (330). Zu den wichtigsten Nebenwirkungen von GCV
und VGCV werden unter anderem dosisabhangige myelosuppressive Effekte gezahlt
(179). Daruber hinaus wurde in Tierversuchen gezeigt, dass GCV dosisabhangig

kanzerogen, mutagen und embryotoxisch wirken kann (19, 129, 309).

A.3.2.2 Foscarnet

Foscarnet (FOS; Foscavir1, Astra-Zeneca) wird als Ersatzmedikament bei GCV-
resistenten Virusstammen bzw. GCV-Unvertraglichkeiten angewandt (vgl. Abb. 8)
(115, 171, 264). Foscarnet ist ein Strukturanalogon des Pyrophosphats. Es bindet
reversibel und nicht kompetitiv an die Bindungsstelle des Pyrophosphats der viralen
DNA-Polymerase und inhibiert die Pyrophosphatabspaltung am terminalen
Nukleosidtriphosphat wahrend der viralen DNA-Replikation. Foscarnet bendtigt fur
seine antivirale Wirksamkeit keine intrazellularen Modifikationen (68, 318). Foscarnet
ist eine toxische Verbindung, die fast alle Organsysteme schadigen kann. So kommt
es bei bis zu 30% der mit Foscarnet behandelten Patienten zu schweren
Nierenschadigungen verbunden mit einer Niereninsuffizienz. Daruber hinaus
beeinflusst Foscarnet den Gastrointestinaltrakt und ist stark neurotoxisch (144, 145,
173, 294).
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A.3.2.3 Cidofovir

Das azyklische Desoxycytidin-Monophosphat Nukleotid-Analogon Cidofovir (CDV;
Vistide1, Gilead) ist nur fur die intravendse Infusion zur Behandlung einer HCMV-
Retinitis zugelassen (vgl. Abb. 8). Aulerdem wird CDV wie Foscarnet als
Ersatzmedikament im Fall von auftretenden GCV-induzierten Resistenzen bzw.
-Unvertraglichkeiten angewandt (115, 264). CDV inhibiert neben HCMV auch andere
doppelstrangige DNA-Viren (80, 284). Bereits als Monophosphat vorliegend, wird
CDV zur Erhaltung seiner antiviralen Aktivitat von zellularen Kinasen zum
Diphosphat phosphoryliert (6, 186). CDV flhrt wie die Nukleosid-Analoga zum
Abbruch der Elongation der viralen DNA-Synthese. Die Anwendung von Cidofovir ist
aufgrund gravierender Nebenwirkungen stark eingeschrankt. So ist Cidofovir unter
anderem stark nephrotoxisch und kann z.B. schon nach einmaliger Verabreichung zu
akutem Nierenversagen fuhren. In Tierexperimenten wurde fur Cidofovir eine
kanzerogene, terratogene und embryotoxische Wirkung nachgewiesen (19, 129, 173,
294, 309, 317).

A.3.2.4 Acyclovir und Valacyclovir

Das 2’-Desoxyguanosin-Analogon ACV bzw. VACV (VACV, Valtrex1,
GlaxoSmithKline) wird wie GCV phosphoryliert, wodurch es seine aktive antivirale
Struktur erhalt (vgl. Abb. 8). Acyclovir-Triphosphat inhibiert wie GCV die
Polymerisation der viralen DNA (319). Auch hier wurde die orale Bioverfugbarkeit
durch eine L-Valyl-Veresterung von ACV zu VACV deutlich verbessert. Sowohl
Acyclovir als auch Valacyclovir besitzen fur die Behandlung einer akuten HCMV-
Infektion bzw. -Erkrankung keine ausreichende antivirale Potenz (186). Daher ist
Valacyclovir in verschiedenen Staaten nur flr eine prophylaktische Therapie

zugelassen (80, 186).

A.3.3 Resistenzentwicklung gegen zugelassene Anti-HCMV-Substanzen

Eine Uber langere Zeit andauernde bzw. unzureichende antivirale Therapie mit den
derzeit flr die Behandlung und Pravention einer HCMV-Infektion bzw. -Erkrankung
zugelassenen Polymeraseinhibitoren kann zur Selektion resistenter HCMV-Stamme
fuhren. So kann bei Risikopatienten der SOT (D+/R-), abhangig vom transplantierten
Organ und der Immunsuppression, bei 5 - 10% der Patienten eine GCV-Resistenz

auftreten (188). Diese wird durch Mutationen entweder in der Proteinkinase pUL97
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und/oder der viralen DNA-Polymerase pUL54 vermittelt (4, 11, 12). Ganciclovir-
Resistenzmutationen in pUL97 vermitteln keine Cidofovir- bzw. Foscarnet-
Kreuzresistenz, da fur deren antivirale Aktivitat keine pUL97-Monophosphorylierung
erforderlich ist. Dagegen koénnen GCV-pUL54-Resistenzmutationen zu einer
Cidofovir- bzw. Foscarnet-Kreuzresistenz fuihren, was die Behandlung einer HCMV-
Infektion bzw. -Erkrankung erschwert oder unmaoglich machen kann (11, 24, 66, 125,
303).

Aufgrund der stetigen Zunahme resistenter HCMV-Stamme ist die Entwicklung von
potenten und oral gut vertraglichen, neuartigen Anti-HCMV-Substanzen dringend

erforderlich.

A.3.4 Anti-HCMV-Substanzen, deren klinische Entwicklung eingestellt wurde
In den vergangenen Jahren erreichten verschiedene Anti-HCMV-Substanzen die
klinische Entwicklung; sie wurden jedoch unter anderem aufgrund von metabolischer

Instabilitat und mangelnder antiviraler Wirksamkeit nicht weiterentwickelt.

A.3.4.1 HCMV-Terminaseinhibitoren

Zwei antivirale HCMV-Substanzklassen interferieren mit der Prozessierung und
Verpackung der viralen genomischen DNA in das Nukleokapsid (vgl. A.1.5.4): Die
Phenylendiamin-Sulfonamide (Bay 38-4766) und die Benzimidazol-Riboside
(BDCRB, TCRB) sowie das davon abgeleitete D-Ribopyranosil-Nukleosid
GW275175X (vgl. Abb. 9).
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Abb. 9: HCMV-Terminaseinhibitoren.
Verandert nach (20)

Aus der Klasse der Phenylendiamin-Sulfonamide wurde die Leitstruktur Bay 38-4766

(Tomeglovir1, Bayer AG) entwickelt (vgl. Abb. 9). Bay 38-4766 besitzt sowohl gegen
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humanes als auch gegen Primaten- und Nager-CMV eine ausgezeichnete antivirale
Aktivitat (244). Resistenz-vermittelnde Mutationen wurden in der gro3en und kleinen
Untereinheit der viralen Terminase (pUL56 und pUL89) lokalisiert (45). Klinische
Phase-I-Studien demonstrierten eine gute Vertraglichkeit beim Menschen. Die
weitere Entwicklung wurde jedoch aufgrund unerwarteter pharmakokinetischer

Probleme eingestellt (vgl. Abb. 9).

Auch bei den Benzimidazol-Ribosiden BDCRB und TCRB wurden in beiden
Terminaseuntereinheiten Resistenzmutationen festgestellt. So wurden in pUL89
BDCRB- und in pUL56 und pUL89 TCRB-Resistenzmutationen identifiziert (169,
313). Bekannt ist, dass BDCRB mit der pUL56-ATPase-Aktivitat sowie mit der
pUL56-Portal-Proteinkomplex-Interaktion interferiert (85, 137). Die klinische
Entwicklung wurde eingestellt, da BDCRB metabolisch instabil ist. Modifizierungen
der BDCRB-Struktur fihrten zu der Synthese von GW275175X, einem D-
Ribopyranosil-Nukleosid mit erhohter Stabilitat und verbesserten
pharmakokinetischen Eigenschaften (vgl. Abb. 9). GW275175X bewies ebenso wie
sein Vorlaufer BDCRB eine gute antivirale Aktivitat bei gleichem inhibitorischen
Wirkmechanismus. Trotz eines vielversprechenden Toxizitatsprofils wurde die
Entwicklung von GW275175X nach der klinischen Phase | zugunsten der
Entwicklung von Maribavir eingestellt (6, 179).

A.3.4.2 Maribavir

Versuche, die pharmakokinetischen Eigenschaften der Benzimidazol-Riboside zu
optimieren, fuhrten neben der Synthese von GW275175X zu der Synthese von
Maribavir (ViroPharma), einem B-L-Ribofuranosyl BDCRB-Derivat (vgl. Abb. 10).

Abb. 10: Maribavir
Verandert nach (20)
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Der Wirkmechanismus von Maribavir unterscheidet sich von dem der
Terminaseinhibitoren, da die Substanz nicht mit dem Verpackungsprozess der
viralen DNA interferiert, sondern die Synthese der viralen genomischen DNA sowie
den nuklearen egress inhibiert (vgl. A.1.5.5) (167). Genotypisierungen resistenter
Viren identifizierten die virale Proteinkinase pUL97 als Haupt-Zielmolekil, deren
Kinaseaktivitat durch Maribavir inhibiert wird (21, 67). pUL97 phosphoryliert den
Prozessivitatsfaktor der viralen DNA-Polymerase pUL44, was die Maribavir-
induzierte Inhibition der viralen DNA-Replikation erklaren konnte (168). Darlber
hinaus ist pUL97 Teil des nuclear egress complex und mitbeteiligt an der
Phosphorylierung der nuklearen Lamine A und C, weshalb ein Verlust dieser Aktivitat
den nukledren egress inhibiert (vgl. A.1.5.5) (192, 206, 293, 299). Obwohl die
Funktionen von pUL97 flur eine effiziente Virusreplikation von Bedeutung sind, ist
pUL97 nicht essentiell, da dessen Funktion unter bestimmten Bedingungen von
zellularen Kinasen tibernommen werden kann (331).

Maribavir inhibiert EBV, HCMV und die Virusreplikation von Ganciclovir-, Cidofovir-
und Foscarnet-resistenten klinischen HCMV-Isolaten und -Laborstdammen (89). Nach
einer erfolgreichen klinischen Entwicklung bis zur klinischen Phase-Il wurden zwei
klinische Phase-llI-Studien mit Knochenmark- bzw. Leber-Transplantations-Patienten
durchgefiihrt (194, 316). Uberraschenderweise wurde in beiden Studien kein
signifikanter Unterschied zwischen der mit Maribavir oder Placebo behandelten
Patientengruppe bezlglich der Rate an HCMV-Erkrankungen festgestellt, weshalb
die weitere Entwicklung eingestellt wurde (165, 190, 194, 267, 316, 322). Vermutet
wird, dass primar eine inadaquate Dosierung von Maribavir zu diesem Ergebnis
beitrug (283).

A.3.5 Anti-HCMV-Substanzen in der klinischen Entwicklung

Derzeit befinden sich verschiedene Anti-HCMV-Substanzen in der klinischen
Entwicklung. Dazu zahlen neben den AiCuris-Substanzen, die spater adressiert
werden, das bereits als Malariamedikament zugelassene Artesunat, das von der
Cidofovir-Struktur abgeleitete CMX001 sowie das neuartige Nukleosid-Analogon
Cyclopropavir (CPV).
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A.3.5.1 Artesunat

Fir das schon lange als Malariamedikament zugelassene Artesunat (ART, Arinate®;
Dafra-Pharma) konnte eine antivirale Aktivitdt gegen verschiedene Herpesviren wie
HSV-1, EBV und HCMV nachgewiesen werden (vgl. Abb. 11) (92).

Artesunat CMX001 Cyclopropavir

o HO
NH,
0 A —
0 OH
° g B
NAO
0\P10
d ~°

Abb. 11: Gegen HCMYV antiviral aktive Substanzen in der klinischen Entwicklung
Verandert nach (109, 179)

Dabei zeigte sich, dass Artesunat wirksam gegen Ganciclovir-resistente
Virusstamme ist und eine sehr gute Vertraglichkeit aufweist (65, 269). Es wird
angenommen, dass Artesunat seine antivirale Wirksamkeit Gber eine Inhibition
zellularer Signaltransduktionswege vermittelt, die sowohl flr die Replikation von
HCMV als auch fir die Replikation HSV-1 bzw. EBV von Bedeutung sind (93, 150).
Artesunat befindet sich im eigentlichen Sinne nicht in der klinischen Entwicklung. Als
bereits zugelassenes Medikament wurde jedoch eine klinische Phase-lll-Pilotstudie
zur praemptiven Behandlung von HCMV bei sechs Stammzelltransplantations-
Patienten 2010 abgeschlossen (121, 332). Bei zwei Patienten wurde nach 28 bzw.
56 Tagen der Behandlung keine HCMV-Viramie diagnostiziert. Dagegen wurde bei
den anderen vier Patienten die Behandlung mit Artesunat nach sieben Tagen
eingestellt, da keine antivirale Wirkung festgestellt wurde (121, 332). Die
divergierende antivirale Wirkung von Artesunat soll anhand weiterer Dosis-

Eskalationsstudien untersucht werden (332).
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A.3.5.2 CMX001

Obwonhl Cidofovir ausgezeichnete antivirale Eigenschaften gegen doppelstrangige
DNA-Viren aufweist, ist seine Anwendung - bedingt durch die schlechte orale
Bioverfugbarkeit, verbunden mit einer ausgesprochen hohen Nephrotoxizitat -
limitiert (vgl. Abb. 11) (294). Modifizierungen der Cidofovir-Struktur fihrten zu der
Synthese des CDV-Lipid-Ester Analogons CMX001 (Hexadecyloxypropyl-CDV; HDP-
CDV) (Chimerix Inc.). CMX001 weist eine im Vergleich zu CDV wesentlich
verbesserte gastrointestinale Resorption auf und wird intrazellular - analog zu CDV -
zum CDV-Diphosphat anabolisiert (225). Interessanterweise zeigte sich, dass
CMXO001 eine im Vergleich zu CDV um mehrere GroRenordnungen erhdhte antivirale
Aktivitat gegen Herpes- und Poxviren aufweist, was mit gro3er Wahrscheinlichkeit
auf eine im Vergleich zu CDV erhohte intrazellulare Substanzkonzentration
zuruckzufuhren ist (18, 90, 155, 241, 329). Die Ursache hierfur beruht auf der im
Vergleich zu CDV erhdhten intrazellularen CMX001-Konzentration, weshalb sich die
Frage stellt, inwieweit die schon fur CDV beschriebene kanzerogene und
embryotoxische Wirkung bei CMX001 zu beobachten ist (176, 240, 321). In Zellkultur
inhibiert CMX001 die Virusreplikation von Ganciclovir-, Cidofovir- und Foscarnet-
resistenten klinischen HCMV-Isolaten (329). Dartber hinaus erwies sich CMX001 im
Tiermodell als hochwirksam gegen Meerschweinchen CMV (guinea-pig
cytomegalovirus, GPCMV), Maus Cytomegalovirus (MCMV) und HSV (17, 40, 155,
242). Klinische Phase-I-Studien zeigten eine sehr gute Vertraglichkeit (225, 242).
2012 wurde eine klinische Phase-llI-Dosis-Eskalationsstudie zur Pravention einer
HCMV-Infektion in  seropositiven knochenmarktransplantierten Patienten
abgeschlossen (59-63). Dabei fuhrte CMX001 dosisabhangig zu einer statistisch
signifikanten Reduktion der HCMV-Viramie im Vergleich zur placebobehandelten
Kontrolle (58). Aufgrund der bisher nicht beobachteten Nephrotoxizitat sowie der
ausgezeichneten antiviralen Aktivitat ist eine klinische Phase-Ill-Studie zur
Pravention bzw. Behandlung einer HCMV-Infektion bzw. -Erkrankung geplant (58).

A.3.5.3 Cyclopropavir

Der neuartige Polymeraseinhibitor Mbx-400 oder Cyclopropavir (CPV) (Microbiotix
Inc.) ist ein Guanin-Nukleosid-Analogon, gekoppelt an einen Methylen-Zyklopropan-
Rest (vgl. Abb. 11). In vitro erwies sich CPV als antiviral aktiv gegen HCMV, HHV-6,
und HHV-8 und zeigte im Vergleich zu GCV eine 5- bis 10-fach hohere antivirale
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Potenz gegentber MCMV und HCMV (156, 344). Zusatzlich wurde die antivirale
Aktivitat von CPV in vivo in zwei Tiermodellen nachgewiesen (154). Der CPV-
Wirkmechanismus ist vergleichbar mit dem GCV-Wirkmechanismus. So wird CPV
von der viralen UL97-Kinase monophosphoryliert, wonach es triphosphoryliert die
virale DNA-Synthese inhibiert (108, 156). CPV resistenzvermittelnde Mutationen
wurden der viralen UL97-Kinase zugeordnet und fuhrten zu dem Auftreten von GCV-
Kreuzresistenzen (10, 146, 239). Im September 2011 wurde eine klinische Phase-I-

Studie zur Untersuchung von Sicherheit und Pharmakokinetik von CPV initiiert (205).

A.3.5.4 AiCuris Anti-HCMV-Substanzen AIC246, AIC2 und AIC3
Hochdurchsatzscreenings der Bayer-Substanzbibliothek identifizierten drei neuartige
niedermolekulare Substanzklassen mit antiviraler Wirksamkeit gegen das humane
Cytomegalovirus. Leitstrukturoptimierungen sowie praklinische Toxizitats- und
Pharmakokinetik-Studien flhrten zu der Identifizierung der drei chemisch nicht
verwandten Entwicklungskandidaten AIC246, AIC2 und AIC3 (vgl. Abb. 12, nur
veroffentlicht fur AIC246) (178).

4
1O

Abb. 12: Chemische Struktur von AlIC246 (CygH2gF4N4O4)

Die Wirksamkeit von AIC246, AIC2 bzw. AIC3 wurde in Zellkulturexperimenten
ermittelt und ergab eine im Vergleich zum Goldstandard Ganciclovir ausgezeichnete
antivirale Potenz (vgl. Tab. 2) (nur veroffentlicht fur AIC246) (178).
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Tab. 2: Suszeptibilitdt des EGFP-exprimierenden AD169-Laborstamms RV-HG gegen AlC246,
AIC2 bzw. AIC3 im Vergleich zu GCV in Fibroblasten

AIC246 AIC2 AIC3 Ganciclovir
ECs’ [UM] 0,0040 + 0,00078 0,0014 + 0,00035 0,0050 + 0,0015 195 + 0,74
ECe UMl 0,0051 + 0,00140 0,0019 % 0,00040 0,0110 + 0,0027 10,7 + 247

?ECqq- und ECgp-Werte wurden Uber Fluoreszenzreduktions-Experimente ermittelt. Die Daten wurden mit Hilfe von
nicht linearen Regressionsanalysen ermittelt, sind Mittelwerte von mindestens flinf voneinander unabhangigen
Experimenten und werden mit ihrer Standardabweichung abgebildet.

So liegen die ECsp-Werte der AIC-Substanzen im einstelligen nanomolaren Bereich
und Ubertreffen damit den ECso-Wert von GCV um das mindestens 390-fache (vgl.
AlC246: 0,004 upM; AIC2: 0,0014 uM; AIC3 0,005 pM; GCV: 1,95 uM). Ein
interessantes Charakteristikum der AIC-Substanzen ist ihre steile Dosis-
Wirkungskurve. Diese bewirkt, dass die ECso- und ECgo-Werte im Gegensatz zu GCV

nur geringfugig voneinander abweichen (vgl. Tab. 2 und Abb. 13).

A. B.
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Abb. 13: Dosis-Wirkungskurven der Substanzen AIC246 (A), AIC2 (B) und AIC3 (C) im Vergleich
zu Ganciclovir (D)
Charakteristisch fir die antivirale Aktivitdt von AIC246, AIC2 bzw. AIC3 ist die jeweils steil abfallende
Dosis-Wirkungskurve. Fehlerbalken représentieren die Standardabweichung der jeweiligen
Doppelbestimmung (nur veroffentlicht fur AIC246) (178).
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Bei der experimentellen Profilierung erwiesen sich die drei Substanzen als aul3erst
wirksam gegenuber zellfreien, zellassoziierten sowie Ganciclovir-resistenten HCMV-
Stammen und klinischen Isolaten in verschiedenen mit HCMV infizierbaren Zelltypen,
wobei in keinem Fall Zytotoxizitat (Selektivitatsindex (CCso/ECsp) in Fibroblasten =
8000) beobachtet wurde (nur veréffentlicht fir AIC246) (178, 193).

Aufgrund von exzellenten praklinischen Daten bezuglich der Wirksamkeit, Sicherheit,
Vertraglichkeit und Pharmakokinetik sind AlC246, AIC2 und AIC3 fur die klinische
Entwicklung vorgesehen. AIC2 und AIC3 befinden sich derzeit in der klinischen
Phase |, wahrend AIC246 in einer kurzlich abgeschlossenen klinischen Phase-llb-
Studie eine hervorragende Wirksamkeit sowie Vertraglichkeit als Medikament zur
Prophylaxe einer HCMV-Infektion in knochenmarktransplantierten Patienten zeigte
(245).

A.4 Zentrale Techniken zur wirkmechanistischen Analyse antiviraler HCMV-

Substanzen

A.4.1 Die Mutagenese von Herpesviren

Die Analyse des Wirkmechanismus einer direkt wirkenden antiviralen Substanz
erfolgt insbesondere Uber die Generierung von substanzresistenten Viren und deren
Genotypisierung. Auf diese Art und Weise kénnen putative Resistenzmutationen
identifiziert werden, die einen Aufschluss Uber das mogliche Zielprotein der
antiviralen Substanz geben. Zur Bestatigung, dass diese so identifizierten
Polymorphismen eine Substanz-Resistenz vermitteln, werden klassischerweise
rekombinante Viren mit der entsprechenden Mutation generiert und funktionell
analysiert (Markertransfer-Experiment). Aufgrund der GroRe des herpesviralen
Genoms (100 - 235 kb) finden herkdbmmliche Klonierungstechniken zur Insertion
einer Mutation keine Anwendung (78). Frihere Verfahren erlaubten keine
basengenaue Insertion von Mutationen, waren sehr aufwendig bzw. fuhrten zu
unerwlnschten Mutationsereignissen (237, 259, 314).

Erst die Entwicklung von bakteriellen, artifiziellen Chromosomen (bacterial artificial
chromosomes, BACs) ermoglichte eine von eukaryotischen Zellen unabhangige
Genmanipulation gro’er DNA-Sequenzen, weshalb eine Vielzahl herpesviraler

Genome - wie die Genome des Maus-, und des Humanen Cytomegalovirus - als
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Bacmid kloniert wurde (35, 140, 201, 276, 296). Die sogenannten BACs oder
Bacmide liegen in Escherichia coli (E. coli) in einfacher Kopie vor, replizieren mit
Hilfe des bakteriellen F-Faktors autonom und kénnen bis zu 300 kb an Fremd-DNA
stabil aufnehmen (1, 140, 276, 296).

Genmanipulationen an herpesviralen Bacmid-Genomen erfolgen heute Uberwiegend
uber homologe Rekombinationsverfahren, wofur unter anderem das Lambda-Phagen
(A-Phage) Red-Rekombinationssystem zur Verfugung steht (215, 216, 341). Das
Red-Rekombinationssystem basiert auf der homologen Rekombination von linearer
DNA, welche die Mutation tragt, mit der entsprechend homologen Zielsequenz im
Bacmid und besteht aus den Protein-Komponenten Exo, Beta und Gam (214, 215,
307, 339). Das Gam-Protein inhibiert die Degradierung der zu inserierenden linearen
DNA, die ansonsten von E. coli abgebaut wird (256). Nachfolgend produziert die 5°'-
3'Exonuklease Exo an den linearen Enden des DNA-Fragments 3 Einzelstrang-
uberhange, die von der Beta-Einzelstrang-Bindedomane gebunden werden. Der
Komplex bindet an die komplementare Ziel-DNA. Diese wird mit Hilfe des DNA-
Syntheseapparates durch das inserierte lineare DNA-Fragment ersetzt (162, 307,
335).

Mit Hilfe der Red-Rekombination wurde eine Vielzahl von Genmanipulationen an
herpesviralen Genomen durchgefuhrt (117, 266, 307, 308). Der Vorteil liegt in der
spurlosen Insertion der erwunschten Mutation (En-passant-Mutagenese). Daher
kann anhand der rekonstituierten rekombinanten Virusmutante ausschlieBlich der

Effekt der inserierten Mutation analysiert werden.

A.4.1 Die strukturelle Analyse von Proteinen mit Hilfe des komparativen
Modelling

Die Interaktion des Inhibitors mit seinem Zielprotein oder die Position von
resistenzinduzierenden Aminosauresubstitutionen konnen unter anderem mit Hilfe
von Strukturuntersuchungen analysiert werden. Die Struktur von Proteinen wird
klassischerweise mit Hilfe der RoOntgenkristallographie bzw. Nuclear-Magnetic-
Resonance- (NMR) -Spektroskopie geldst. In Fallen, bei denen diese Methoden nicht
anwendbar sind, kann die Kryo-Elektronenmikroskopie (Kryo-EM) strukturrelevante
Informationen liefern. So wurde bereits im Jahr 2001 die 3D-Struktur des Rice-Dwarf-
Virus (Reis-Zwerg-Virus, RDV) mit Hilfe der Kryo-EM in 6,8 A aufgelést. Dabei
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fuhrten Struktur-Vorhersage-Programme wie Helixhunter und Foldhunter zur
Identifizierung von strukturrelevanten Sekundarstrukturelementen (148, 345).

Bei unbekannten Proteinstrukturen ist es moglich, mit Hilfe von komparativem
Modelling die 3D-Struktur eines Proteins vorherzusagen (336). Hierbei wird zu
Beginn ein Sequenzalignment der Zielprotein-Primarsequenz und einer mdglichst
homologen Template-Sequenz, fur die eine 3D-Struktur existiert, erzeugt. Aufbauend
auf dem Sequenzalignment und der Rontgen- bzw. NMR-Struktur des Templates
wird anschlielend ein komparatives Strukturmodell generiert. Die Qualitat des
Strukturmodells ist dabei von der Homologie der Primar- und Sekundarstruktur von
Template und Zielprotein abhangig. Hoch konservierte Domanenstrukturen weisen
allgemein eine hohe Gute auf, wahrend die zumeist schlecht konservierten Loop-
Strukturen haufig schwer zuzuordnen sind.

Fur  Strukturproteine des HCMV-Nukleokapsids wurden bisher keine
Roéntgenstruktur- bzw. NMR-Strukturmodelle publiziert. Allerdings wurde fir HSV-1
eine Struktur des Hauptkapsidproteins VP5 publiziert, weshalb eine komparative

Strukturanalyse im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrt werden sollte (9, 38).
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A.5 Zielsetzung der Arbeit

Das humane Cytomegalovirus (HCMV) ist ein ernst zu nehmendes Pathogen mit
klinischer Relevanz bei Patienten mit supprimiertem oder defizientem Immunsystem
sowie bei Neugeborenen. Alle zugelassenen Anti-HCMV-Medikamente inhibieren die
virale DNA-Polymerase und sind mit schwerwiegenden Toxizitats- und
Resistenzproblematiken assoziiert, weshalb diese Substanzen auch nicht fur die
Behandlung der kongenitalen HCMV-Infektion zugelassen sind. Die Entwicklung
potenter antiviraler Substanzen mit neuartigen Wirkmechanismen ist daher dringend

erforderlich.

Hochdurchsatzscreenings und nachfolgende Leitstrukturoptimierungen fuhrten zu
den niedermolekularen antiviralen Substanzen AIC246, AIC2 und AIC3, die sich
aufgrund ihrer hervorragenden Anti-HCMV-Aktivitdt sowie ausgezeichneter

praklinischer Daten in der klinischen Entwicklung befinden.

Ziel dieser Arbeit ist die Charakterisierung der molekularen Wirkmechanismen dieser
drei HCMV-Inhibitoren.

Hierfur soll im Einzelnen der Zeitpunkt des inhibitorischen Effekts sowie der Einfluss
der Inhibitoren auf die virale DNA-Replikation, Genexpression und
Virusmorphogenese analysiert werden. Zusatzlich sollen mittels Genotypisierung
bereits generierter AIC246-, AIC2- bzw. AIC3-resistenter HCMV-Virusstamme
resistenzvermittelnde Mutationen detektiert werden, um mogliche virale Zielproteine
zu identifizieren. Mit Hilfe von Markertransfer-Analysen soll anschlieRend getestet
werden, ob bestimmte Mutationen eine antivirale Resistenz vermitteln. Dabei soll der
Einfluss der Resistenzmutationen auf die Replikationskinetik von HCMV und die
Suszeptibilitat gegentber den untersuchten Substanzen analysiert werden. Eine
Voraussetzung hierfur ist die auf der Red-Rekombination basierende Technik der En-
passant-Mutagenese, die im Rahmen dieser Dissertation etabliert werden soll. Um
einen weiteren Einblick in den putativen Wirkmechanismus der Substanzen zu
gewinnen, soll zudem eine Zuordnung der resistenzvermittelnden Mutationen in die

Tertiarstruktur der Zielproteine erfolgen.
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B. Material und Methoden

B.1 Material

B.1.1 Biologisches Material

Tab. 3: Verwendete Bakterienstamme (vgl. B.2.3)

E .coli?® Genotyp

Art.-Nr.

dam’ldem™ ara-14 leuB6 fhuA31 lacY1 tsx78 gin V44 gal K2 gal T22 mcr A dem ™6

his G4 rfb D1 R(zgb 210::Tn 10) TetS end A1 rspL136 (StrR)
dam13::Tn9 (CamR) xyl A-5 mtl-1 thi-1 mcrB1 hsd R2

DH10B F- mer A ?(mrr-hsd RMS-mcr BC) @80/ac Z?M15 ?lac X74 rec A1 end A1

araD139 ? (ara, leu )7697 galU galK A- rpsL nup G /[pMON14272 /

pMON7124

GS1783° DH10B A ¢/ 875 ?(cro-bio A)<> ara C-PBAD I-Sce |

Top-10 F-mcr A A (mrr-hsd RMS-mcr BC) ¢80/ac ZAM15 Alac X74 nup G rec A1

araD139 A(ara-leu )7697 gal E15 gal K16 rpsL(StrR) end A1 A-

NEB®

: C2925

Invitrogen: 18297

/

Invitrogen: C505003

2Escherichia coli
°NEB: New England Biolabs

“Freundlicherweise von Greg A. Smith, Northwestern University, Chicago, USA zur Verfiigung gestellt

Tab. 4: Verwendete eukaryotische Zelllinien (vgl. B.2.1)

Zelllinie Ursprung

Art.-Nr.

Hela Epithelzellen aus einem humanen Zervix-Karzinom (Nelson-Rees et al.,1976)
MRC-5 Aus humanen embryonalen Lungenfibroblasten abgeleitete Zelllinie

(Jacobs et al., 1970)
NHDF Normale humane Hautfibroblasten

ATCC: CCL-2
ATCC: CCL-171

Lonza: CC-2511

Tab. 5: Verwendete Virusstamme

Virusstamm Ursprung/Eigenschaft Art.-Nr.
HCMV-AD169 Attenuierter HCMV-Laborstamm (Rowe et al., 1956) ATCC: VR-538
RV-HG® HCMV-AD169 mit stabil in der unique short Region (US)

RV-HG-UL56-L241P%
RV-HG-UL56-C325Y"
RV-HG-UL56-R369S%
RV-HG-UL86-A436D*
RV-HG-UL86-G525D
RV-HG-UL86-R583L™
RV-HG-UL86-R583L-Rev.”™
RV-HG-UL86-F1225L™
RV-HG-UL86-C1315Y™

inserierter EGFP-Expressionskassette (Borst et al., 2000)

RV-HG mit AS-Sub®.
RV-HG mit AS-Sub.
RV-HG mit AS-Sub.
RV-HG mit AS-Sub.
RV-HG mit AS-Sub.
RV-HG mit AS-Sub.
RV-HG mit AS-Sub.
RV-HG mit AS-Sub.
RV-HG mit AS-Sub.

RV-HG-UL{'36-C1315\"-R_e\;r.‘:d RV-HG mit AS-Sub.

an Position 241:
an Position 325:
an Position 369:
an Position 436:
an Position 525:
an Position 583:
an Position 583:
an Position 1225:
an Position 1315:
an Position 1315:

Leucin zu Prolin

Cystein zu Tyrosin
Arginin zu Serin

Alanin zu Asparaginsaure
Glycin zu Asparaginsaure
Arginin zu Leucin

Leucin zu Arginin
Phenylalanin zu Leucin
Cystein zu Tyrosin
Tyrosin zu Cystein

-_—

e

?AS-Sub.: Aminosauresubstitution

Rev.: Revertante

°Rekonstituiert aus: Vgl. Tab.

1

‘Mittels En -passant-Mutagenese generierte Virusstamme
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B.1.2 Nukleinsduren

B.1.2.1 Primer

Tab. 6: Primer und Sonden fir die Real-Time-PCR

Primer Primersequenz

5' CMV-TM AAGCGGCCTCTGATAACCAAG

3' CMV-TM GAGCAGACTCTCAGAGGATCGG
CMV-Probe® CATGCAGATCTCCTCAATGCGGCG

5' CMV-ST TCTCAGCCACCATTACTGAGGACAGAGGGA
3' CMV-ST GGTCACTAGTGACGCTTGTATGATGACCA
FW IL8 TCACTGTGTGTAAACATGACTTCCA

RW IL8 TTCACACAGAGCTGCAGAAATCA

IL8-Probe® CTGGCCGTGGCTCTCTTGGCAG

“Fluorescein (FAM) - Rhodamin (TAMRA) gekoppelt

Tab. 7: Primer fur die Sequenzanalyse 1

Primer Primersequenz

5 CMV IE 73 GACGTCAATGGGTGGAGTATIT
5' CMV IE 381 AGTACATCAATGGGCGTGGA
5' pcDNA3.1MCS GGTCTATATAAGCAGAGCTC
3' pcDNA3.1MCS CAGACAATGCGATGCAATTT
5'UL86 ORF GTAGAAAACGCCACACTGGC
3'UL86 ORF GGTTTATTTTTTGACCAGCGGC
5'UL86 189 GGTTTATTTTTTGACCAGCGGC
5'UL86 762 CTAGACAACCCCACCACGTA
5'UL86 990 TCATCTGACTTCGGGCCAAC
5'UL86 1568 GGTGGGCAACATCACGCTCT
5'UL86 1964 GTTGATCGCCGAACACCTGG
5'UL86 2166 CTGCCGCGTAACATGGAAGG
5'UL86 2559 GACGCACATACGCCGCTGCT
5'UL86 2996 CAACGTGTTGCACTCAGTCAT
5'UL86 3375 GAGGTGGACCGCTGGATCCG
5'UL86 3531 GCCGGTGACGATGGACGTTA
5'UL86 3802 ACAGAAGAGATTATCGCGGC
3' UL86 4044 TTCGGACGTAGCAAAAGCCC
3'UL86 4070 CCTACGACGTAGTTACCAAA
5'UL46 ORF GGTCACGTCCTGGGCATCCA
3'UL46 ORF GATGTGCGGGCACCGAGGAC
5'UL46 198 TGCTCATCCGCATGGAGACG
3'UL46 839 CTAAAGTTGTCCAAACGGAC
5'UL48a ORF TAAACAGACCGCCTGCCACG
3'UL48a ORF CCGAGATGAACTTGTGGCCG
5'UL48a 48 Bp. v. ATG CGGCGGTITAGCAGCGGCTT
5'UL85 ORF TCACCTAGACGCAAACGCGG
3'UL85 ORF GTACTGGCGACGCCCATCAT
5'UL85 213 TTGATGCGGCGCGTAGAAGG
3'UL85 788 TCGTCGGGCGACACGTGCTG

33



Material und Methoden

Tab. 8: Primer fur die Sequenzanalyse 2

Primer Primersequenz

5'UL77 ORF TGGCGGTCAAGTCTGGAGCGTA
3'UL77 ORF ACGGGCCCATGTGTTTGAAA

5 ULT7 ACTATCTGGGACGGCGTCAG

5 UL77 277 AGTGCGAGCTCGACGAAGGA
5 ULT7 575 TTTTCGCGGCGAGGTGGTCAAC
5'UL77 883 TGACGGCGGTGTTGAGTGAG
5'UL77 1184 CGACGTGCTTTCTCTCTGGA
5'UL77 1485 GTACAGTACTACATCGGGCC

5 UL77 1783 TGTTGTCAGTGACCCTGCCG

5' UL56 ORF AAACCGCAGCACCCAGACAG
3' UL56 ORF AGCGGCCCGCGAGTTATTTG

5' UL56 582 CTACGAGGAGCTGACCATCA

5' UL56 881 TGTCGGATTTTACCTACTGGTC
5'UL56 1181 GCAACGAGATGTACACCAAAATC
5'UL56 1486 CACGAGGCTCTCGACTTGGT
5'UL56 1785 TGTGGTCAATAACCTGATCCA

5' UL56 2081 AGATGTGGATGCACGTGCGG

5' UL56 2369 TCTCGGGTGTCTTCAGGGAG
3'UL56 1891 CATTGTGAGAGAGGGGATAACGATC
3'UL56 2100 GACGGAGAGCACGAGCTCC
5'UL89 Exon 1 ORF TCGCCACGGTTTGTGGCAAG

3' UL89-Exon 1 ORF CCATCATGTTGCGCGGAGAC
3'UL89 Exon 1 476 CGTGTATCAATAAATTCTTT

5' UL89 Exon 2 ORF TGCCTAGCTGACCCTGAAAC

3' UL89 Exon 2 ORF CCAGTCGAGCGTGCGTAATC

3' UL89 Exon 2 1671 TAGAAGAGCACGCGGATGAG

5'UL104 ORF

3'UL104 ORF

5'UL104 62

5" UL104 362

5'UL104 656

5'UL104 947

5'UL104 1263

5'UL104 1576

5'UL104 1863

5' UL80a/UL80.5 ORF

3' UL80a/UL80.5 ORF

5' UL80 282

5' UL80 567

5'UL80 879

5'UL80 1167/UL80.5 161
5' UL80 1486/UL80.5 480
5'UL80 1779/UL80.5 773
5' UL80 2080/UL80.5 1074
5' pEP-KanS 825

5' pEP-KanS 700

3' pEP-KanS 150

3' pEP-KanS 227

AGACGCGGTAGATGGTCTTGACCT
TTTCCTCAAAGAGCAGGTAGAGCG
TGACCTTGTCGACGATCCGT
ACGCGGCGTTGTTTCCCTAC
ACCTGCTGCAGGCTAACCTG
TGAAAGTGGTGACCGCCAGC
GGCGCCCGAGCGGGACATCC
AGCTTCTTCTCGCAGTTCGT
GATTTGCAGCCGCGAGAAGG
ATCTGTAATATTAGATGATTGGCGC
GCATCTAGAGAGAGACTTCTTTGTT
GGAGATTGTACGCCGCGCTT
TGACGGGCTACGTGCACAGT
GTCCCCGTCGCCTCCAGTCG
AGTGCCCGTCATGTATCCCG
TCGCAGAAGCAGCACCGTCA
TCTTCCCTCTGCGGCCTCTT
GATCTGAATCGGCGGATTTT
AATATGGCTCATAACACCCC
TTCCCATACAATCGATAGAT
CAGACCGATACCAGGATCTT
TGATTTCTCACTTGATAACC
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Tab. 9: Primer fur die En-passant-Mutagenese

Das die Aminosauresubstitution induzierende Nukleotid ist jeweils unterstrichen und fett unterlegt.

Primer

Primersequenz

UL56 L241P FW
UL56 L241P RV
UL56 C325Y FW
UL56 C325Y RV
UL56 R369S FW
UL56 R369S RV
UL86 A436D FW
UL86 A436D RV
UL86 G525D FW
UL86 G252D RV
UL86 R583L FW
UL86 R583L RV
UL86 R583L FW Rev.”
UL86 R583L RV Rev.
UL86 F1225L FW
UL86 F1225L RV
UL86 C1315Y FW

UL86 C1315Y RV

UL86 C1315Y FW Rev.

UL86 C1315Y RV Rev.

CAGTCCGATGTGAATATCCAGACGGTGGAGCAGGACCTGCCGGACCTGACAA
CGCGCATCAGGATGACGACGATAAGTAGGG
AGGACTCCAGCCAAGTGGGGGATGCGCGTTGTCAGGTCCGGCAGGTCCTGC
TCCACCGTCCAACCAATTAACCAATTCTGATTAG
GGCATCACCATCCAGCAGCTAAATGTGTATCACCAGCTGTACCGGGCGCTCAT
GAACGGCAGGATGACGACGATAAGTAGGG
CCGTACAGATGGCGACTGATGCCGTTCATGAGCGCCCGGTACAGCTGGTGAT
ACACATTTCAACCAATTAACCAATTCTGATTAG
GAGCGCATGTTCGTGGGGTCGGTCTTTGCCGCCCCCAACAGCATCATCGACC
TCATCACATCAGGATGACGACGATAAGTAGGG
CGAAAGCTTGAATGCTGAGGGATGTGATGAGGTCGATGATGCTGTTGGGGGC
GGCAAAGACAACCAATTAACCAATTCTGATTAG
CGTTGCCCACCACGGCCTACCTGCTAAACCGGGACCGTGACGTACAAAAAATA
GACTTTGAGGATGACGACGATAAGTAGGG
CAGCGTCTTGAGCGCGTCCACAAAGTCTATTTTTTGTACGTCACGGTCCCGGT
TTAGCAGCAACCAATTAACCAATTCTGATTAG
ATGAAGCAGGACTTTGTGGTCACCGACTTCTACAAGGTGGACAACATCACGCT
CTACACCGAGGATGACGACGATAAGTAGGG
GTCGAAGAAGGGGTGCAGCTCGGTGTAGAGCGTGATGTTGTCCACCTTGTAG
AAGTCGGTCAACCAATTAACCAATTCTGATTAG
CCTTCCACGAACTGCGCACCTGGGAGATCATGGAACACATGCTACTGCGGCC
ACCACCCGACAGGATGACGACGATAAGTAGGG
AAAGTCGCAACGTCTCTTCGTAGTCGGGTGGTGGCCGCAGTAGCATGTGTTC
CATGATCTCCCAACCAATTAACCAATTCTGATTAG
CCTTCCACGAACTGCGCACCTGGGAGATCATGGAACACATGCGACTGCGGCC
ACCACCCGACAGGATGACGACGATAAGTAGGG
AAAGTCGCAACGTCTCTTCGTAGTCGGGTGGTGGCCGCAGTCGCATGTGTTC
CATGATCTCCCAACCAATTAACCAATTCTGATTAG
AAGGCCATCTACGACCATCGCGAAGCGGACGCACAGACTTTAGCGGCCACAC
ACAACCCCTGAGGATGACGACGATAAGTAGGG
GACAGCCGGCTTGCGAGGCCCAGGGGTTGTGTGTGGCCGCTAAAGTCTGTG
CGTCCGCTTCAACCAATTAACCAATTCTGATTAG
CGTCTGCGTCGAAGGCACGGAACAACTCATCGAAAACCCGTACCGTCTGACG
CAGGAAGCGCAGGATGACGACGATAAGTAGGG
GGTGGTGCTGAGGATCGGTAGCGCTTCCTGCGTCAGACGGTACGGGTTTTCG
ATGAGTTGCAACCAATTAACCAATTCTGATTAG
CGTCTGCGTCGAAGGCACGGAACAACTCATCGAAAACCCGTGCCGTCTGACG
CAGGAAGCGCAGGATGACGACGATAAGTAGGG
GGTGGTGCTGAGGATCGGTAGCGCTTCCTGCGTCAGACGGCACGGGTTTTCG
ATGAGTTGCAACCAATTAACCAATTCTGATTAG

’Rev.: Revertante

Tab. 10: Primer fir Klonierungen

Die Restriktionsschnittstellen sind jeweils unterstrichen.

Primer

Primersequenz

5'UL86 EcoR | Sbf |
3' UL86 Pac | Not |
5'UL8O0 EcoR |

3' UL80 Not |

5' UL80a EcoR |

3' UL80a Not |

ATCGGAATTCGTCCTGCAGGATGGAGAACTGGTCGGCGCTCGAGC
ATATGCGGCCGCTTTTTAATTAATCACGAGTTAAATAACATGGATTGC
ATGACGAATTCATGACGATGGACGAGCAGCA
ATCATAGCGGCCGCTTACTCGAGCTTATTGAGCG
ATGACGAATTCATGTCGCACCCTCTGAGTGC
AATCAAGCGGCCGCTTACTCGAGCTTATTGAGCG

3' UL80/UL80a Flag Not | CTCGAGCGGCCGCTCATTTATCGTCATCGTCTTTGTAGTCCCCGGGCT

35



Material und Methoden

B.1.2.2 Bacmide und Plasmide

Tab. 11: Erhaltene und generierte Bacmide

Bacmid Eigenschaft

pHG?® In die unique short Region des fir HCMV-AD169 kodierenden Bacmids HB5
wurde eine Enhanced Green Fluorescent Protein (EGFP) exprimierende, unter
der Kontrolle des Major Immediate Early Promotors (MIEP) stehende
Expressionskassette stabil integriert (Borst et al., 2000)

pHG-UL56-L241P° pHG mit AS-Sub®. an Position 241: Leucin zu Prolin
pHG-UL56-C325Y° pHG mit AS-Sub. an Position 325: Cystein zu Tyrosin
pHG-UL56-R369S° pHG mit AS-Sub. an Position 369: Arginin zu Serin
pHG-UL86-A436D° pHG mit AS-Sub. an Position 436: Alanin zu Asparaginsaure
pHG-UL86-G525D° pHG mit AS-Sub. an Position 525: Glycin zu Asparaginsaure
pHG-UL86-R583L° pHG mit AS-Sub. an Position 583: Arginin zu Leucin
pHG-UL86-R583L-Rev,:d pHG mit AS-Sub. an Position 583: Leucin zu Arginin
pHG-UL86-F1225L° pHG mit AS-Sub. an Position 1225: Phenyalanin zu Leucin
pHG-UL86-C1315Y° pHG mit AS-Sub. an Position 1315: Cystein zu Tyrosin

pHG-UL86-C1315Y-Rev.° pHG mit AS-Sub. an Position 1315: Tyrosin zu Cystein

*pHG wurde freundlicherweise von Eva Borst und Martin Messerle, Medizinische Hochschule Hannover,
zur Verfligung gestellt.

PAS-Sub.: Aminosauresubstitution
°Erzeugt durch En-passant-Mutagenese (Tischer et al., 2006)
Rev.: Revertante

Tab. 12: Zur Verfigung gestellte Plasmide

Plasmid Ursprung/Eigenschaft Art.-Nr.
pcDNA3.1(+)  Eukaryotischer Expressionsvektor Invitrogen:
V790-20
pEPkan-S Transferplasmid fur die Insertion des Kanamycin-Resistenzgens mittels En- /
passant- Mutagenese (Tischer et al., 2006)
pCBpp71° Der eukaryotische Expressionsvektor pCBpp71 enthalt den Leserahmen

des HCMV Proteins pp71 unter der Kontrolle des HCMV-Enhancer/Promoters

?pCBpp71 wurde freundlicherweise von Thomas Stamminger, Institut fiir Klinische und Molekulare
Virologie, Universitats-Klinikum Erlangen, zur Verfiigung gestellt.

Tab. 13: Neu generierte Plasmide

Plasmid Ursprung/Eigenschaft

pPLA-1 pcDNAB.-1(+) - HCMV-UL86 (MCP)

pPLA-11 pcDNA3.1(+) - HCMV-UL80a - 3' Flag (pPR)
pPLA-13 pcDNA3.1(+) - HCMV-UL80.5 - 3' Flag (pAP)

B.1.3 Antivirale Substanzen
AIC246, AIC2, AIC3, Bay 38-4766 und BDCRB wurden in der Medizinisch
Chemischen Abteilung der Bayer Pharma AG, Wuppertal synthetisiert und als 50

millimolar (mM) Stock in DMSO gelagert. Die intravendse Formulierung von
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Ganciclovir (Cymevene; Roche) wurde als 50 mM Stock in einer 0.9%igen

Natriumchloridldsung gelagert.

B.1.4 Chemikalien, Verbrauchsmaterialien, Puffer und Losungen

Soweit nicht gesondert angegeben, wurden die verwendeten Chemikalien von den
Firmen Invitrogen (Karlsruhe), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma-
Aldrich (Steinheim) bezogen. Alle Losungen wurden mit hochreinem TKA-Wasser
(Thermo Fisher Scientific, Niederelbert) bereitet, daher wird im Text die Bezeichnung
H20 fur TKA-Wasser verwendet.

PCR-Gefalde (0,2 Milliliter (ml)), Reaktionsgefafte (0,2 ml; 0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml) und
Filterspitzen wurden von der Firma Eppendorf (Hamburg) bezogen.
Zellkulturflaschen, Lochplatten und Plastikréhrchen (Falcons) wurden von der Firma
Becton-Dickinson (Heidelberg) erworben. Serologische Pipetten wurden von der
Firma Corning (Minchen), Elektroporationskiivetten von der Firma Biorad
(Munchen), Kryo-Einfrierrohrchen von der Firma Thermo Scientific (Karlsruhe) und

Zellschaber von der Firma TPP (Trasadingen, Schweiz) bezogen.

Tab. 14: Materialien fur die eukaryotische Zellkultur

Artikel Hersteller Art.-Nr.
DMEM Invitrogen 21063-029
DPBS ohne CaCl, /MgCl, PAN Biotech 04-36500
Fotales Kalber Serum (FKS) Biochrom 50115
FuGENE® HD Transfection Reagent 0,4 mi Roche 4709691001
L-Glutamine 200 mM PAN Biotech P04-800100
MEM Eagle Sigma Aldrich M2279-500ML
MEM NEAA (100x) ohne L-Glutamin PAN Biotech P08-32100
MycoAlert® Mycoplasma Detection Kit Lonza LT07-218
Opti-MEM Invitrogen 31985-062
PenStrep (10.000 U Penicillin, Streptomycin 10 mg/ml) PAN Biotech P06-07100
Plasmocin InVivo ant-mpt
Sodium Bicarbonat 7.5% Invitrogen P04-44100
Sodium pyruvate 100 mM PAN Biotech P04-43100
SuperFect Transfection Reagent Qiagen 301305
Trypanblau 0,4% Gibco 15250-061
Trypsin 0,05%/ EDTA PAN Biotech P10-0231SP
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Tab. 15: Materialien fur die En-passant-Mutagenese, Klonierungen, Gelelektrophorese und

Real-Time-PCR

Artikel Hersteller Art.-Nr.
1 Kb Plus DNA-Ladder Invitrogen 10787026
Ampicillin Bohringer Mannheim 835269
Antarctic Phosphatase NEB M0289L
L-Arabinose Sigma-Aldrich A3256
Chloramphenicol Sigma-Aldrich C1919
Difco™ LB Agar, Miller Becton, Dickinson 244520
Ethidiumbromidlosung 1% Roth 2218.2
Expand High Fidelity PCR System Roche 11732650001
GelPilot DNA Loading Dye, 5x Qiagen 239901
Gene Pulser Cuwettes 0.2 cm gap Biorad 165-2086
Glycerol Invitrogen 15514011
HiMark™ Pre-stained HMW Invitrogen LC5699
Kanamycin AppliChem A14930025
LB Agar Sigma-Aldrich L2897
LE Agarose Biozym 840004
Nowvex Sharp Protein Standard Invitrogen LC5800
NucleoBond Xtra Midi Machery Nagel 740410.10
NuPAGE Antioxidant Invitrogen NPO0005
NuPAGE® MES SDS Running Buffer Invitrogen NP0002
NuPAGE® Nowex 10% Bis-Tris Midi Gel Invitrogen WG1402BOX
PCR Nucleotid Mix Roche 11814362001
Platinum® Taq DNA Polymerase Invitrogen 10966-034
Platinum® Pfx DNA Polymerase Invitrogen 11708-021
Plasmid Maxi Kit Qiagen 12165
QlAquick Gel Extraction Kit Qiagen 28706
QuickLyse Miniprep Kit Qiagen 27406
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen Qiagen
TagMan® Universal Master Mix Applied Biosystems 430571
UltraPure™ 10X TAE Buffer Invitrogen 15558-026
Tab. 16: Material fir die Immunoblot- und Immunfluoreszenzanalyse
Artikel Hersteller Art.-Nr.
Cohnll (humane IgG-Fraktion) Sigma-Aldrich (G2388-10G
Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail Roche 4693124001
DPBS unsteril 2,5 L Pan Biotech P04-362500
Immersionsdl fur die Mikroskopie Neolab 44.950.100
ECL detection kit GE RPN2106
ECL Plus GE RPN2132
Magemilchpulver Humana Milchunion 84355520007
PBS pH 7,4 (10x) Invitrogen 70011-051
Protran 0.2um Blotting Membran Whatman 10 401 39
Ripa Buffer Sigma-Aldrich R0278-50ML
Roti-Free Stripping Buffer Roth 0083.1
Triton X-100 Sigma-Aldrich T-9284
Tween 20 Biorad 170-6531
Vectashield HardSet Mounting Medium with Dapi Biozol VEC-H-1500
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Tab. 17: Material fur die Isolierung von viraler DNA

Artikel Hersteller Art.-Nr.
Benzonase Nuclease, Purity >90% Merck 70746-3
DNasel 20.000 Units Invitrogen 18047-019
DNeasy Blood & Tissue Kit Qiagen 69506
DNeasy Tissue 96 Kit Qiagen 69582
Nucleobond CB20 Machery-Nagel 740507
Poly(dA)-Poly(dT) Double Strand Duplexes Amersham 27-7860
Tab. 18: Erstellte Puffer und Losungen

Puffeﬂ'Lﬁsun Zusammensetzung

Blocklosung 2,5% FCS in PBS

Permeabilisierungspuffer
Puffer fir die Paraformaldehyd Fixierung

1 x Transferpuffer
Waschpuffer

Blocklosung
6 x Probenpuffer flir DNA

6 x SDS Probenpuffer

Ripa-Lysepuffer

0,2% Triton X-100 in PBS
50 ml 2 x PBS pH 7,4; ad 4 g Paraformaldehyd (4%) in
50 ml H,0

200 mM Glycerin, 25 mM Tris-Base, 20% Ethanol,
1L10xPBS pH 7,4; 10 ml Tween-20 (0,1%); ad 9 L
H,0

100 ml Waschpuffer, 5 g Magermilchpulver (5%),

30% Glyzerin; 0,025% Bromphenolblau; 0,025%
Xylencyanol

0,225 M Tris HCL pH 6,8; 50% Glycerin, 5% SDS, 0,25
M Dithiothreitol; 0,025% Bromphenolblau

10 ml Ripa Buffer (Sigma-Aldrich), versehen mit
Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail (Roche)

B.1.5 Antikorper

Tab. 19: Primére Antikdrper

Antikorper/ Zur Verfiigung Katalog-

Epitop Name Herkunft Verdiinnung gestelit von nummer Hersteller
B-Aktin AC-15 M2 WB® 1:10000 B / A1978 Sigma-Aldrich
Flag Anti-Flag R WB 1:1000 |F? 1:1000 / F7425 Sigma-Aldrich
IE1 mAb 63-27 M unverdiinnt unverdiinnt B. Britt® / /

IE2 anti-pHM178 R WB 1:5000 IF 1: 2500 T. Stamminger' / /

MCP mAb 28-4 M unverdinnt unverdiinnt T. Stamminger / /

pp65 mAb 65-33 M unverdiinnt unverdiinnt B. Britt / /

SCP mAb11.2.23 M WB 1:250 IF 1: 500 M. Mach’ / /

UL69 mAK 69-66 M unverdunnt unverdinnt T. Stamminger / /

uL84 anti-UL84 R WB 1:1000 IF 1: 500 T. Stamminger / /

UL44 CMV UL44 M WB 1:1000 IF 1: 200 / sc-69744 SantaCruz
“M: Maus

®WB: Western Blot
°K: Kaninchen
9F: Immunfluoreszenz

“Department of Pediatrics, University of Alabama

"Institut fir Klinische und Molekulare Virologie, Universitats-Klinikum Erlangen
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Tab. 20: Sekundare Antikérper

Antikorper/ Katalog-

Epitop Kopplung Herkunft Verdiinnung Verwendung nummer Hersteller
a-Maus POD? 2z 1:10000 WB® 115-035-003 Dianova
a-Kaninchen POD z 1:10000 WB 111-035-003 Dianova
a-Maus Alexa 488 Z 1:400 IF¢ A-11029 Invitrogen
a-Maus Alexa 555 Z 1:400 IF A-21424 Invitrogen
a-Kaninchen Alexa 555 z 1:400 IF A-11034 Invitrogen

?POD: Peroxidase

®Z: Ziege

‘WB: Western Blot
%F: Immunfluoreszenz

B.1.6 Restriktionsenzyme
Alle in dieser Dissertation verwendeten Restriktionsenzyme wurden von der Firma
New England Biolabs (NEB, Frankfurt) bezogen und nach Angaben des Herstellers

verwendet.

B.1.7 Computer-Programme

Die im Rahmen der Dissertation erzeugten Grafiken, Abbildungen und Texte wurden
mit Word, Excel, Powerpoint (Microsoft), Corel Draw12 (Corel Corporation), Paint Net
(http://www.getpaint.net), GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software Inc.) und Spot
Advanced (Visitron Systems) generiert. Alignments wurden mittels der online
verfugbaren Software MAFFT (Multiple Alignment using Fast Fourier Transform,
www.ebi.acuk/Tools/msa/mafft) generiert (151). Sekundarstrukturen wurden mit Hilfe
des Protein Structure Prediction Server (PSIPRED, http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred)
analysiert (196). Weitere Strukturanalysen sowie komparatives Strukturmodelling
wurden mit Hilfe von UCSF Chimera (Resource for Biocomputing, Visualization, and
Informatics at the University of California, San Francisco) durchgefuhrt (103, 233).
Sequenzanalysen wurden mit Hilfe von Vector NTI (VNTI; Invitrogen, Karlsruhe) und
Tablet (http://bioinf.scri.ac.uk/tablet) (187, 209) durchgefuhrt.
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B.1.8 Gerate

Tab. 21: Verwendete Geréate

Artikel

Hersteller

-80°Schrank MDF-U73V

-150°C Truhe MDF-C21546VAN
Absaugpumpe BVC 01

Analysewaage AT250

Autoklav Tecnoclav

Bakterieninkubator Minitron HT
CCD-Kamera E.A.S.Y 429K
CCD-Kamera Spot Flex

Eismaschine

Einschweil3gerat Impulse Sealer TISH300
Fotometer

Gelkammer: Agarosegel Mini Sub-Cell GT
Gelkammer: Agarosegel Sub-Cell GT
Gelkammer: Agarosegel Wide Mini Sub-Cell GT

Gelkammer: Polyacrylamidgel XCell 4 SureLock Midi-cell

Gene Pulser Modell 165-2076
Handdispenser Handystep Electronic
Heizblock Thermocycler comfort
HERAcell CO2 Inkubator

Magnetrihrer lkamag Rec-G

Mikroskop: Fluoreszenzmikroskop Axio Observer. A1
Mikroskop: Fluoreszenzmikroskop DMRB
Mikroskop: Lichtmikroskop Axiovert 25
Mikrowelle

pH Meter Calimatic 766

Pipettierhilfe Pipetboy

Plattformschittler Duomax 1030
Prazisionswaage Kern 440-47n
Reinstwasseraufbereitung TKA-GenPure
Sicherheitswerkbank HERA Safe
Spannungsquelle Power Pac 300
Stickstofftank

Thermocycler Mastercycler Gradient
Thermocycler Mastercycler Personal
Thermocycler Tag-Man ABI Prism 7700
Transilluminator: Fluo Box
Transilluminator: Lumi Imager
Transilluminator: UVT-20L

Vortexer Vortex-Genie 2

Wasserbad GFL 10-13

Zentrifuge Biofuge Pico

Zentrifuge Multifuge 3 S-R

Zentrifuge Megafuge 1.0 R

Zentrifuge 5417-R

Zentrifuge Beckmann Avanti J-25
Zentrifuge Optima LK-90 (Ultrazentrifuge)

Sanyo, Bad Nenndorf
Sanyo, Bad Nenndorf
Vaccubrand, Wertheim
Mettler, Giessen

Integra Bioscience, Fernwald
Infors, Bottmingen

Herolab, Wiesloch

Visitron Systems, Puchheim
Ziegra, Isernhagen

TEW, Tapei, Taiwan
Eppendorf, Hamburg

Biorad, Miinchen

Biorad, Minchen

Biorad, Miinchen

Invitrogen, Karlsruhe

Biorad, Minchen

Brand, Wertheim

Eppendorf, Hamburg
Thermo Scientific, Karlsruhe
IKA, Staufen

Zeiss, Oberkochen

Leica Mikrosysteme, Wetzlar
Zeiss, Oberkochen

Siemens, Erlangen

Knick, Berlin

Integra, Fernwald

Heidolph, Schwabach
Balingen-Frommern
Niederelbert

Thermo Scientific, Karlsruhe
Biorad, Minchen

Cryotherm, Kirchen (Sieg)
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Applied Biosystems, Darmstadt
Bayer Technologies GmbH, Leverkusen
Roche, Mannheim

Herolab, Wiesloch

VWR International, Darmstadt
GFL, Burgwedel

Thermo Scientific, Karlsruhe
Thermo Scientific, Karlsruhe
Thermo Scientific, Karlsruhe
Eppendorf, Hamburg
Beckmann Coulter, Krefeld
Beckmann Coulter, Krefeld
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B.2 Methoden

B.2.1 Zellkultur

B.2.1.1 Kultivierung von Saugerzellen

Die verwendeten Saugerzellen wurden bei 37°C, 5% CO, und 90% Luftfeuchtigkeit
kultiviert. In regelmaRigen Abstanden wurden sie auf Mycoplasmen (MycoAlert
Lonza) getestet und gegebenenfalls behandelt (Plasmocin, InVivo) bzw. verworfen.
Humane Cervix Carzinom Zellen (HelLa), normale humane Hautfibroblasten (normal
human dermal fibroblast, NHDF) bzw. diploide humanen Lungenfibroblasten (MRC-
5-Zellen) wurden entsprechend ihrer bendtigten Menge in Kulturmedium Kkultiviert
(vgl. Tab. 22).

Tab. 22: Kulturmedien fir die verwendeten eukaryotischen Zelllinien

Zelllinie Verwendetes Kulturmedium

Hela DMEM Eagle mit 10% FKS, 1% PenStrep und 1% L-Glutamin

MRC-5 MEM-Eagle mit 10% FKS, 2% Sodium Bicarbonat, 1% Natrium Pyruvat, 1% MEM NEAA,
1% PenStrep und 1% L-Glutamin

NHDF MEM Eagle mit 10% FKS, 1% PenStrep und 1% L-Glutamin

Fir das Passagieren wurden die Zellen mit PBS (phosphat buffered saline)
gewaschen und mit Trypsinlosung von den Zellkulturflaschen gelost. Die abgelosten
Zellen wurden in frischem Kulturmedium resuspendiert und in einem Verhaltnis von
1:3 bis 1:10 in neue Zellkulturflaschen Uberfuhrt.

B.2.1.2 Transfektion von HelLa-Zellen
Das Einbringen von Plasmid-DNA in HelLa-Zellen erfolgte mit FugeneHD (Roche) in
einem Plasmid-DNA / FugeneHD-Verhaltnis von 2:3 nach Angaben des Herstellers.

Die transfizierten Zellen wurden 24 Stunden nach der Transfektion analysiert.

B.2.1.3 Kryokonservierung

Bei einer Konfluenz von 80 — 90% wurden die Zellen von den Zellkulturflaschen mit
Trypsinlésung abgel6ést und bei 900 x g zentrifugiert (vgl. 2.1.1). Der Uberstand
wurde abgenommen, die Zellen in Einfriermedium (drei Teile RPMI, zwei Teile
DMSO, 20% Glukose) resuspendiert und in Kryo-Einfrierrdhrchen aliquotiert.
AnschlieBend wurden die Kryo-Einfrierrohrchen in Kryo-Gefrierbehaltern (VWR,

42



Material und Methoden

Darmstadt) auf -80°C abgekuhlt. Die Zellen wurden bei -140°C bzw. in flissigem
Stickstoff gelagert.

B.2.2 Virologische Methoden

B.2.2.1 Experimentelle Infektionen

Far experimentelle Virusinfektionen wurden, soweit nicht anders angegeben,
subkonfluente NHDF-Zellen mit einer Infektionsmultiplizitat (multiplicity of infection,
MOI) von 0,1 infiziert. Hierfiur wurden mit PBS gewaschene Zellen mit in NHDF-
Kulturmedium verdinntem Virusstock versehen. Zwei Stunden nach Infektion wurden
die NHDF-Zellen zweimal mit PBS gewaschen und mit normalem bzw. mit

entsprechend substanzversetztem NHDF-Kulturmedium inkubiert.

B.2.2.2 Virusrekonstitution aus Bacmid-DNA

3,5 x 10° MRC-5-Zellen wurden in 6-Lochplatten ausgesit. Am darauf folgenden Tag
wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit 1 ml MRC-5-Kulturmedium versehen.
1 Mikrogramm (ug) Bacmid-DNA wurde mit 1 ug pp71 Plasmid-DNA in 10 pl
Superfect (Qiagen, Hilden) Uberfuhrt, wonach der Ansatz auf 100 pyl mit Opti-MEM
aufgefullt wurde. Nach einer 15-mindtigen Inkubation bei Raumtemperatur (RT)
wurden dem Ansatz 200 pl Opti-MEM hinzugegeben und die Suspension
tropfenweise auf die MRC-5-Zellen pipettiert. Nach vier Stunden wurde das Medium
gewechselt. Die transfizierten Zellen wurden nach sieben Tagen in eine 25
Quadratzentimeter (cm?) Zellkulturflasche Uberfiihrt und bis zu dem Auftreten eines
zytopathischen Effekts (ZPE) kultiviert.

B.2.2.3 Herstellung von Virusstocks

Fir die Generierung von Virusstocks wurden subkonfluente NHDF-Zellen in 175 cm?
Flaschen mit einer MOI von 0,1 infiziert. Bei einem ZPE von 80% wurde der
Uberstand abgenommen und bei 2000 x g =zentrifugiert. Mit dem daraus
resultierenden Uberstand wurden erneut subkonfluente NHDF-Zellen in 175 cm?
Flaschen infiziert. Nach sechs bis acht Tagen und einem ZPE von 80 - 90% wurde
der Uberstand bei 2000 x g zentrifugiert, abgenommen und aliquotiert in Kryo-

Einfrierréhrchen bei -80°C gelagert.
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B.2.2.4 Virustitration

Die Anzahl an infektidsen Viruspartikeln wurde Uber eine Analyse der viralen IE1-
Genexpression durch indirekte Immunfluoreszenz ermittelt (22, 184). Hierfur wurden
subkonfluente NHDF-Zellen in 24-Lochplatten mit in 1:5-Verdlinnungsschritten (200
Ml Virus in 800 ul Kulturmedium) verdiinntem Virusstock infiziert. Zwei Stunden nach
Infektion wurden jeweils 500 pl Kulturmedium hinzugegeben und der Ansatz fur drei
Tage inkubiert. Es folgte eine Fixierung und Permeabilisierung der Zellen mit
eiskaltem Methanol. Nach Abnahme des Methanols wurden die Zellen getrocknet
und in PBS rehydriert. Uber eine indirekte Immunfluoreszenz unter Verwendung des
anti-lE1 monoklonalen Antikérpers (monoclonal antibody, mAb) mAb 63-27 als
ErstantikOrper sowie mAb Alexa488 goat a mouse als Zweitantikorper wurde die
Anzahl IE1-positiver Zellen am Immunfluoreszenzmikroskop bestimmt (vgl. Tab. 19
und 20). Virustitrationen wurden fiur jede Probe in Doppelbestimmung durchgeflhrt
(7,117,178, 184).

B.2.2.5 Wachstumskurven

Fir die Analyse des Wachstumsverhaltens rekombinanter Viren wurden NHDF-
Zellen in 12-Lochplatten einen Tag vor der Infektion ausgesat. Die Infektion erfolgte
nach Standardprotokoll (vgl. 2.2.1). Der Uberstand wurde jeweils 2, 24, 48, 72, 96,
120, 144, 168 und 192 Stunden nach Infektion in Kryo-Einfrierrdhrchen tberfuhrt und
bei -80°C gelagert. Nach Beendigung des Experiments wurden die Proben aufgetaut
und titriert (vgl. 2.2.4). Die Replikationsanalyse wurde jeweils in Dreifachbestimmung
durchgefuhrt.

B.2.2.6 Ermittlung der antiviralen Aktivitat

ECs0- und ECgp-Werte wurden mit Hilfe von auf enhanced green fluorescent protein
(EGFP)-Expression basierenden Fluoreszenz-Reduktions-Experimenten ermittelt.
Fur das Experiment wurden Virusstamme verwendet, bei denen im Genom eine
EGFP-Expressionskassette stabil integriert vorliegt (34). Die Suszeptibilitaten der
Virusstamme wurden in mindestens drei voneinander unabhangigen Experimenten
jeweils in Doppelbestimmung ermittelt.

Hierfir wurden 1,5 x 10* NHDF-Zellen pro Loch in schwarze 96-Lochplatten mit
klarem Boden ausgesat. Dabei wurde der Rand der Platte ausgelassen und nur mit

NHDF-Kulturmedium belegt, um Randeffekte zu vermeiden. Am darauf folgenden
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Tag erfolgte die Infektion mit RV-HG (MOI 0,2 - 0,5) bzw. den entsprechenden
rekombinanten Viren (MOl 0,1 — 0,5). Zwei Stunden nach Infektion wurde das
Virusinokulum abgenommen, wonach 200 pl NHDF-Kulturmedium in alle
Vertiefungen bis auf Spalte drei gegeben wurde. Spalte drei wurde jeweils mit 300 ul
einer definierten Substanzkonzentration beflllt. Diese wurde in einer 1/3
Verdunnungsreihe Uber die rechten Spalten verdunnt. Nach sieben Tagen Inkubation
bei 37°C wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen. AnschlieRend wurden 50 pl
PBS pro Vertiefung zugefuhrt. Die EGFP-Intensitat wurde Uber eine charge-coupled-
device - (CCD) Kamera, die 96 Einzelbilder simultan verarbeiten kann (FluoBox;
Bayer), detektiert.

Substanzeffekte wurden als prozentualer Anteil der Fluoreszenzreduktion in
Substanzanwesenheit im Vergleich zur Fluoreszenzintensitat der unbehandelten
Kontrolle berechnet. ECso-Werte (Substanzkonzentrationen, die eine 50%ige EGFP-
Reduktion bzw. einen halbmaximalen inhibitorischen Effekt induzieren), ECgo-Werte
(Substanzkonzentrationen, die eine 90%ige EGFP-Reduktion bzw. einen 90%igen
inhibitorischen Effekt induzieren) und Standardabweichungen wurden mit Excel und
GraphPad Prism 4.4 ermittelt.

B.2.2.7 Time-of-addition-Kinetik

Um den Zeitpunkt des inhibitorischen Effekts der eingesetzten antiviralen
Substanzen innerhalb des HCMV-Replikationszyklus zu bestimmen, wurden Time-of-
addition-Experimente durchgefihrt. Dabei wird die antivirale Substanz zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion zugefiihrt. 1,5 x 10* NHDF-Zellen wurden
pro Loch in schwarze 96-Lochplatten mit klarem Boden ausgesat und am darauf
folgenden Tag mit RV-HG MOI 0,1 infiziert. Zwei Stunden nach Infektion wurde das
Virusinokulum entfernt und jeweils 200 pl NHDF-Kulturmedium zugefihrt. Zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion (2, 24, 30, 36, 48, 60, 72, 78, 96 und 120
Stunden) wurde den Zellen die in NHDF-Kulturmedium verdinnte antivirale Substanz
(10 x ECsp) zugefuhrt. 120 Stunden nach Infektion wurden die Zellen mit PBS
gewaschen und im Anschluss mit 50 yl PBS pro Vertiefung versehen. Die EGFP-
Intensitat wurde, wie oben beschrieben, ermittelt (vgl. B.2.2.6). Substanzeffekte
wurden jeweils als prozentuale Fluoreszenzreduktion im Vergleich zur

unbehandelten Kontrolle ermittelt.
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B.2.3 Molekularbiologische Methoden

Standardmethoden wie Restriktion von DNA, DNA-Reinigungen,
Dephosphorylierungen, Ligationen, Agarosegelelektrophorese etc. wurden, soweit
nicht anders aufgefuihrt, dem Laborhandbuch ,Molecular Cloning: A Laboratory
Manual® entnommen bzw. nach Angaben der Hersteller der entsprechenden Kits
durchgefuhrt (252).

B.2.3.1 Kultivierung und Selektion von Bakterien

Die Kultivierung von E. coli erfolgte in Luria Bertani (LB) -Medium und auf LB-
Agarplatten bei 37°C bzw. fur E. coli GS1783 bei 32°C. Die Selektion von
Transformanten erfolgte in LB-Medien bzw. auf LB-Agarplatten, die Ampicillin (AMP)
(50 pg/ml), Chloramphenicol (CAM) (25 pg/ml), Kanamycin (KAN) (50 pg/ml) bzw.
CAM/KAN als Selektionsmarker enthielten.

B.2.3.2 Erzeugung elektrokompetenter E. coli GS1783

Eine Einzelkolonie E. coli GS1783 wurde in 5 ml CAM-haltiges LB-Medium Uberfuhrt
und Uber Nacht (U.N.) bei 32°C im Bakterieninkubator bei 180 Umdrehungen pro
Minute (rounds per minute, rpm) kultiviert. 3 ml dieser Kultur wurden am darauf
folgenden Tag in 150 ml CAM-haltiges LB-Medium (25 pg/ml CAM) Uberfuhrt, bis zu
einer ODggo (optischen Dichte) von 0,5 — 0,6 bei 32°C und 180 rpm geschiittelt und
im Anschluss fir 20 Minuten (min) auf Eis inkubiert. Alle nachfolgenden Schritte
wurden auf Eis durchgefuhrt. Die Bakteriensuspension wurde in ein
Schraubdeckelgefaly (500 ml) tberfuhrt und 10 min bei 6000 rpm (J-21 Rotor,
Beckmann Coulter) und 4°C pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen, das
Bakterienpellet in 100 ml eiskalter, 10%iger Glycerinldsung resuspendiert und erneut
10 min bei 6000 rpm und 4°C pelletiert. Das Pellet wurde noch zweimal in 10%iger
Glycerinldésung resuspendiert und pelletiert. Zum Schluss wurde das Pellet in 1,5 ml
10%iger Glycerinldosung aufgenommen, zu je 50 pl in 1,5 ml Eppendorf-
ReaktionsgefalRe aliquotiert und diese in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die

Bakterien wurden bei -80°C gelagert oder direkt fur eine Transformation verwendet.

B.2.3.3 Erzeugung rekombinations- und elektrokompetenter E. coli GS1783
Rekombinations- und elektrokompetente E. coli GS1783 wurden nach dem oben

genannten Protokoll erzeugt (vgl. B.2.3.2). Abweichend davon wurde die
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Bakteriensuspension bei einer ODgypo von 0,5 fir 15 min bei 42°C in einem
Wasserschuttelbad inkubiert. Die Inkubation bei 42°C induziert die Expression der
Rekombinasen des Red-Rekombinationssystems. Anschlieend erfolgte eine 20-
minutige Inkubation auf Eis. Die Bakteriensuspension wurde anschliel’end wie oben
beschrieben pelletiert, in 10%iger Glycerinldsung resuspendiert und in flissigem
Stickstoff schockgefroren (vgl. B.2.3.2).

B.2.3.4 En-passant-Mutagenese (Bac-Mutagenese)

Im Rahmen der Dissertation sollten definierte Punktmutationen in das fur das HCMV-
Wildtypgenom kodierende Bacmid pHG inseriert werden (vgl. Tab. 11). Hierfir wurde
das Verfahren der En-passant-Mutagenese im Rahmen der Dissertation etabliert. Die
En-passant-Mutagenese basiert auf dem A-Phage-Red-Rekombinationssystem (vgl.
A. 4.1). Sie ermdglicht die markerlose Insertion oder Deletion von DNA-Fragmenten
unterschiedlicher Groflke (308, 342). Zu Beginn wird eine Rekombinationskassette
generiert, welche die gewlunschte Mutation, einen positiven Selektionsmarker (hier
Kanamycin) sowie eine |-Sce |-Schnittstelle aufweist. Zusatzlich beinhaltet die
Rekombinationskassette beidseitig einen 60 basenpaar (bp) grol3en und bis auf die
Punktmutation zur Zielsequenz homologen Sequenzabschnitt. Im ersten
Rekombinationsschritt wird die Rekombinationskassette mit Hilfe der Red-
Rekombinasen Uber homologe Rekombination basengenau in das Bacmid integriert
(vgl. Abb. 14 und A. 4.1).

Rekombinationskassette

ISce | 3

Kanamycin

20 nt 20 nt 20 nt

5’

20 nt 20 nt 20 nt 20 nt
a b c d

4

Target

ISce | 3

5|
20 nt 20 nt, 20 nt . 20 nt; 20 nt 20 nt
——=— Kanamycin |—==5"%=
X

X

Abb. 14: Schematische Darstellung der Insertion des Selektionsmarkers wahrend der ersten
Red-Rekombination
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Abb. 14: Fortgesetzt

Der komplementare Bereich der Rekombinationskassette wird Uber homologe Rekombination
basengenau in die Zielsequenz inseriert. Die zu inserierende Punktmutation ist mit einem x
gekennzeichnet. Die komplementaren jeweils 20 Basenpaar (bp) grofen Sequenzabschnitte sind
entsprechend rot (a), blau (b), gelb (c) und griin (d) dargestellt. Verandert nach (308)

Dabei findet eine Verdoppelung des 5’ und 3’ an die Punktmutation angrenzenden 40
bp gro3en Sequenzbereiches statt (vgl. Abb. 14, blau (b) und gelb (c) dargestellt).
Wahrend der zweiten Red-Rekombination wird mit Hilfe eines arabinose-
induzierbaren Promotors die Genexpression der Homingendonuklease I-Sce | initiiert
(vgl. Abb. 15). I-Sce | schneidet innerhalb der Rekombinationskassette in vivo (vgl.
Abb. 14 und 15). Der Doppelstrangbruch ermdglicht den durch hitzeschock-
induzierten Red-Rekombinasen eine homologe Rekombination des doppelt
vorliegenden 40 bp groRen Sequenzabschnitts und fuhrt zum Verlust der
Selektionsmarkers (307, 308).

20 nt 20 nt, 20 nt

Kanamycin om0 m 2omt

IScel b c

I

20 nt 20 nt, 20 nt 20 nt

a bl c d
X

Abb. 15: Schematische Darstellung der zweiten Red-Rekombination

Die zu inserierende Punktmutation ist mit einem x gekennzeichnet. Die komplementaren jeweils 20
Basenpaar (bp) groRen Sequenzabschnitte sind entsprechend rot (a), blau (b), gelb (c) und grin (d)
dargestellt. Verandert nach (308)

B.2.3.4.1 Design der Mutageneseprimer und Amplifizierung der Rekombina-
tionskassette

Voraussetzung fur eine erfolgreich verlaufende En-passant-Mutagenese ist das
Design der jeweiligen Mutageneseprimer (vgl. Abb. 16). Diese werden so konstruiert,
dass sie neben der entsprechenden Punkmutation sowie den angrenzenden
homologen Sequenzen (60 bp) auch eine Amplifizierung der Rekombinations-
kassette aus dem Plasmid pEPkan-S ermoglichen (vgl. Abb. 16) (308). Der an die
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Punktmutation (x) angrenzende Sequenzbereich wird in 20 Basenpaare (bp) grofl3e
Fragmente (a, b, c und d) unterteilt (vgl. Abb. 16). Fragmente b und ¢ grenzen dabei
beidseitig an die Punkmutation. Der Vorwartsprimer besteht vom 5’ Ende her aus der
Sequenz a - ¢ sowie aus der mit der Rekombinationskassette hybridisierenden
Sequenz. Der Ruckwartsprimer besteht vom 5 Ende her aus der reversen
komplementaren Sequenz von d - b sowie der Hybridisierungssequenz der
Rekombinationskassette (vgl. Abb. 16).

X
20 nt 20 nt]20 nt 20 nt

a b c d

Target

X
5" Primer: 5' 20 nt 20 nt; 20 nt ¥
N See!

20 nt pEPKan$S

X
3’ Primer: 520nt 20 nt20nt ¥
EESEEEE
d ¢ T'b 20 nt pEPKanS

‘ w5

&
/) 1

Ny, T PEPkan-S =——— ‘100119/{1
b a”r a0 - . N c
X ”fj— Kanamycin | 30N

5 ¥

Abb. 16: Schematische Abbildung der Primergenerierung fur die Insertion von
Punktmutationen

Die zu inserierende Punktmutation ist mit einem x gekennzeichnet. Die komplementéaren jeweils 20
Basenpaar (bp) groRen Sequenzabschnitte sind entsprechend rot (a), blau (b), gelb (c) und griin (d)
dargestellt. Verandert nach (308)

Die Amplifizierung der Rekombinationskassette wurde mit der sogenannten Touch-

Down-PCR durchgeflhrt. Dabei erhdht ein Temperaturdekrement von hoéheren zu

niedrigeren Temperaturen die Spezifitdt der PCR-Amplifikation (vgl. Tab. 23).
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Tab. 23: Zyklenabfolge der Touch-Down-PCR

Touch -Down -PCR Programm

1. Initiale Denaturierung 95°C 5 min?
2. Denaturierung 95°C 20 sek®
3. Annealing 62°C 30 sek
4. Elongation 72°C 2 min
Temperaturdekrement -1°C
Anzahl der Zyklen 17
5. Denaturierung 95°C 30 sek
6. Annealing 45°C 30 sek
7. Elongation 72°C 2 min
Anzahl der Zyklen 18
8. Finale Elongation 72°C 5 min
9. Abkiihlung 4°¢ G.N.
min: Minute

o |+

sek: Sekunde
“U.N.: Uber Nacht

Das Amplikon wurde Uber eine praparative Gelelektrophorese von PCR-
Nebenprodukten getrennt Uber das ,,Q/AQuick Gel Extraction Kit* (QIAGEN, Hilden)
gereinigt und in 100 ul H20 eluiert.

B.2.3.4.2 Elektroporation der Rekombinationskassette in E. coli GS1783 und
erste Red-Rekombination

100 Nanogramm (ng) des gereinigten linearen PCR-Amplifikats wurden in das
Bacmid beinhaltende, rekombinations- und elektrokompetente E. coli GS1783 bei
200 Ohm und einer Kapazitat von 25 Mikrofarad (uF) elektroporiert. Neben dem
Chloramphenicol-Resistenzgen  kodieren die  Rekombinanten der ersten
Rekombination zusatzlich fur das Kanamycin-Resistenzgen. Daher wurden zur
Selektion der Rekombinanten der ersten Rekombination die Ansatze auf CAM/KAN-
haltige LB-Agarplatten plattiert. Die Inkubation der Ansatze erfolgte fur anderthalb
Tage bei 32°C, um eine Aktivierung des temperatursensitiven Red-
Expressionssystems zu verhindern. Die Rekombinanten der ersten homologen
Rekombination wurden anschlielfend mit Hilfe einer Kolonie-PCR sowie einer

Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus-Analyse (RFLP-Analyse) charakterisiert.
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B.2.3.4.3 Zweite Red-Rekombination - Elimination der Rekombinationskassette
Die fur die zweite Rekombination bestimmten Klone wurden U.N. in 2 ml CAM/KAN-
haltiges LB-Medium angeimpft. 100 ul dieser Kultur wurden am nachsten Tag in 2 ml
CAM-haltiges LB-Medium Uberfuhrt und fur zwei Stunden bei 32°C inkubiert. Fur die
Induktion der I-Sce I-Expression erfolgte die Zugabe von 2 ml CAM-haltigem LB-
Medium mit einer 1%igen L-Arabinosekonzentration. Nach 30 min bei 32°C wurde
der Ansatz in ein auf 42°C erwarmtes Wasserbad fur 15 min Uberfuhrt. Die
Temperaturerhohung auf 42°C aktiviert den temperatursensitiven Promotor und
damit die Expression der Red-Rekombinasen. Es folgte eine Inkubation flr zwei
Stunden bei 32°C. Der Bakterienansatz wurde in mehrfacher Verdinnung auf
CAM/L-Arabinose-haltige LB-Agarplatten ausgestrichen und fur anderthalb Tage bei
32°C inkubiert. Die Klone der zweiten Rekombination wurden Uber Kolonie-PCR und
RFLPs auf den Verlust der Rekombinationskassette hin Uberprift. Zusatzlich wurden
die finalen Klone, die fur die Virusrekonstitution verwendet wurden, Uber
Sequenzierung (GATC Biotech, Konstanz) verifiziert. Von den Rekombinanten
wurden jeweils zwei unabhangig voneinander generierte Klone mit verifizierter

Sequenz als Glycerinstock angelegt und bei -80°C gelagert.

B 2.3.5 Polymerasekettenraktion (PCR)

Die Amplifikation von DNA-Fragmenten fur Klonierungen bzw. Sequenzierungen
wurde mit der Platinum Pfx DNA-Polymerase (Invitrogen) nach Angaben des
Herstellers durchgefuhrt. Fir die PCR-Amplifikation wurde das nachfolgende

Standard PCR-Programm verwendet (vgl. Tab 24).

Tab. 24: zZyklenabfolge der Standard-PCR

Standard-PCR Prog_;ramm

1. Initiale Denaturierung 95°C 5 min®

2. Denaturierung 95°C 30 sek’

3. Annealing variabel °C 30 sek

4. Elongation 72°C pro kb® 1 min
Anzahl der Zyklen 30

5. Finale Elongation 72°C 5 min

6. Abkihlung 4°C

min: Minute

o o]

sek: Sekunde
°kb: Kilobasen
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Die Zeit der Hybridisierung zwischen Primer und Matrize (Schritt 3) bzw. die Zeit der
Elongation (Schritt 4) wurde je nach Tm-Wert der Primer bzw. der Lange des zu

amplifizierenden DNA-Fragments variiert (vgl. Tab. 24).

B 2.3.5.1 Kolonie-PCR

Die Kolonie-PCR gewahrleistet eine Uberpriifung der Insertion bzw. Deletion der
Rekombinationskassette nach erster und zweiter Red-Rekombination. Dabei gibt die
Lange des PCR-Amplifikats einen Ruckschluss auf eine erfolgreiche erste bzw.
zweite Red-Rekombination.

Zellmaterial von Plattenkolonien wurde mit Hilfe einer sterilen Pipettenspitze in mit
PCR-Mastermix versehene PCR-Reaktionsansatze eingetaucht und nachfolgend zur
Animpfung der jeweiligen Kolonie in antibiotikahaltiges LB-Medium Uberfuhrt. Fur die
PCR-Amplifikation wurde die Platinum® Taq DNA-Polymerase (Invitrogen) nach
Angaben des Herstellers verwendet. Als DNA-Matrize diente die Bacmid-DNA der

jeweiligen Bakterienkolonie.

B.2.3.6 Aufreinigung von viraler DNA

Virale genomische DNA wurde Uber zwei Verfahren isoliert:

Far die Verwendung als Matrize fur PCR-Amplifizierungen wurde virale genomische
DNA aus 1 ml Virusstock-Aliquots mit Hilfe des DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen,
Hilden) nach Angaben des Herstellers gereinigt (vgl. B.2.2.3). Abweichend wurden
nach dem Abstoppen der Proteinase K-Inkubation 5 pg poly dA:dT-DNA zu der
Virussuspension gegeben, um eine Bindung der viralen DNA an die Silikamatrix der
Saule zu verstarken.

Fir die Isolation von groReren Mengen viraler genomischer DNA wurden von dem
entsprechenden Virus 60 ml Virusstock erzeugt (vgl. B.2.2.3). Der Zellkultur-
uberstand wurde bei 2000 x g zentrifugiert, abgenommen und die Virus-Partikel in
der Ultrazentrifuge eine Stunde bei 25.000 rpm und 4°C pelletiert. Die Viruspartikel
wurden in 50 mM Tris-HCI pH 8.0, 1 mM MgCl, und 100 mg/ml Rinderserumalbumin
(BSA) resuspendiert. Fur den vollstandigen Abbau der zellularen DNA und RNA bzw.
der nicht verpackten viralen genomischen DNA wurde der Ansatz mit 1750 Einheiten
Benzonase fur 90 min bei RT inkubiert. Die Inaktivierung der Benzonase erfolgte
durch die Zugabe von 40 pl 0,5 M Ethylendiamintetraacetat (EDTA). Nachfolgend
wurde die virale genomische DNA mit Hilfe des Nucleobond CB Kit (Machery Nagel)
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nach Angaben des Herstellers gereinigt. Abweichend vom Protokoll wurde die Probe
vor der Uberfiihrung auf die Saule auf einen pH von 6,2 bis 6,5 eingestellt, um die
Bindung der viralen genomischen DNA an die Silica-Matrix der Saule zu

gewahrleisten.

B.2.3.7 Analyse der viralen DNA-Replikation

Subkonfluente in 24-Lochplatten ausgesate NHDF-Zellen wurden mit AD169 (MOI
0,1) infiziert. Zwei Stunden nach Infektion wurde das Virusinokulum entfernt. Die
Zellen wurden anschlieRend zweimal mit PBS gewaschen und mit Placebo bzw. mit
antiviralen  Substanzen, verdinnt in NHDF-Kulturmedium, inkubiert. Zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion wurde jeweils die Gesamtzell-DNA mit
Hilfe des DNAeasy Tissue 96 kit (Qiagen) nach Angaben des Herstellers gereinigt.
Zur Bestimmung der Anzahl an HCMV-Genomkopien wurde eine quantitative Real-
Time-PCR durchgefihrt (184).

Diese wurde jeweils in einem 25 ul Reaktionsansatz, versehen mit 12,5 yl TagMan
PCR-Mastermix (Applied Biosystems), durchgefuhrt. Als Matrize wurde entsprechend
5 yl an Gesamtzell-DNA, 5 yl HCMV-Standard bzw. 5 pl an Interleukin 8 (IL8)
Standard verwendet.

Primer und Sonden (Probe) wurden in einer Konzentration von 200 nM eingesetzt.
Jede DNA-Probe wurde in Vierfachbestimmung analysiert. Die Anzahl an HCMV-
Genomkopien wurde Uber die Amplifizierung der HCMV major immediate-early-
Region mit den Primern 5 CMV-TM, 3' CMV-TM sowie der FAM/TAMRA
gekoppelten CMV-Probe quantifiziert (vgl. Tab. 6). Um das Verhaltnis der Menge an
HCMV-Genomkopien zur Gesamtzellzahl ermitteln zu kdnnen, wurden die zellularen
Interleukin 8 - (IL8) Kopien mit Hilfe der Primer FW IL8, RW IL8 und der
FAM/TAMRA gekoppelten Probe IL8 ermittelt (vgl. Tab. 6). Als quantitativer Standard
fur die Bestimmung der Anzahl an HCMV-Genomkopien wurde die HCMV-major
immediate-early-Region mit gereinigter AD169-DNA als Matrize sowie den Primern &'
CMV-ST und 3' CMV-ST amplifiziert. Der IL8 DNA-Standard wurde uUber eine IL8
PCR-Amplifizierung genomischer DNA primarer Blutmonozyten (PBMC), mit den
Primern FW IL8 und RW IL8, nach Standardprotokoll erstellt (vgl. B 2.3.5 und Tab. 6)
(184).

Fir die Real-Time-PCR wurde der ABI Prism 7700 (Applied Biosystems) nach

Vorgaben des Herstellers verwendet (vgl. Tab. 25).
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Tab. 25: Zyklenabfolge der Real-Time-PCR

Real-Time- PCR Programm

1. Initiale Denaturierung 50°C 2 min®

2. Denaturierung 95°C 10 sek®

3. Annealing 95°C 15 sek

4. Elongation 60°C 1 min
Anzahl der Zyklen 40

’min: Minute

Psek: Sekunde

B.2.4 Proteinbiochemische Methoden

B.2.4.1 Immunfluoreszenzanalyse

Fir die Immunfluoreszenzanalyse wurden transient transfizierte HelLa-Zellen bzw.
mit HCMV infizierte NHDF-Zellen in 6-Lochplatten auf 24 x 24 mm Glasdeckelchen
kultiviert. 24 Stunden nach der Transfektion bzw. 72 Stunden nach Infektion wurden
die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Die Zellfixierung erfolgte entweder mit
eiskaltem Methanol (vgl. B.2.2.4) oder mit 4% Paraformaldehyd in PBS fur 10 min bei
RT. Paraformaldehydfixierte Zellen wurden nachfolgend zweimal mit PBS
gewaschen und mit 0.2% Triton X-100 in PBS fur 20 min bei 4°C permeabilisiert.
Sowohl die in PBS rehydrierten methanolfixierten Zellen als auch die mit
Paraformaldehyd fixierten Zellen wurden fur 20 min bei 37°C in 5% FKS in PBS
blockiert. Zur Absattigung des zellularen FC-Rezeptors wurden infizierte Zellen mit
Cohnll-Loésung (10 mg/ml in PBS) fur 30 min bei 37°C blockiert. Die Zellen wurden
nachfolgend mit dem entsprechenden Primarantikorper fur 30 min bei 37°C inkubiert,
dreimal mit PBS gewaschen und fir weitere 30 min bei 37°C mit dem
entsprechenden Zweitantikérper inkubiert (vgl. Tab. 19 und 20). Nach erneutem
dreimaligem Waschen wurden die Praparate auf Objekttragern in Eindeckelmedium
(Vectashield HardSet Mounting, Biozol), dem der DNA-interkalierende Farbstoff 4,6-
Diamidin-2-phenylindol (Dapi) zugesetzt ist, fixiert. Die Bilddokumentation erfolgte
mittels eines Fluoreszenzmikroskops der Firma Leica (Leica DMRB) verbunden mit
einer CCD Spot Flex Kamera (Visitron Systems).

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe von Spot Advanced (Visitron Systems), Corel

Draw12 (Corel Corporation) und Paint Net (http://www.getpaint.net).
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B.2.4.2 Immunoblotanalyse

In 6-Lochplatten kultivierte, mit AD169 (MOI 0,1) infizierte NHDF-Zellen wurden zwei
Stunden nach Infektion mit Placebo bzw. mit antiviraler Substanz, verdinnt in NHDF-
Kulturmedium, inkubiert. 12, 24, 48, 72 und 96 Stunden nach Infektion wurden die
Zellen dreimal mit eiskaltem PBS gewaschen. Im Anschluss wurden die Zellen mit
250 pl Ripa-Lysepuffer, versehen mit Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail
(Roche), fur 5 min bei 4°C inkubiert. Die lysierten Zellen wurden abgeschabt und in
ein Eppendorfreaktionsgefaly Uberfuhrt. Im Anschluss wurden die Aliquots in
flussigem Stickstoff schockgefroren und nachfolgend bei -80°C gelagert. Zur
weiteren Prozessierung wurden die Lysate auf Eis aufgetaut und 60 min bei 17900 x
g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde aliquotiert und als
Gesamtzellproteinlysat verwendet. 20 pl der jeweiligen Gesamtzellproteinlysate
wurden mit 6 x SDS Probenpuffer versehen und Uber ein 10%iges Bis-Tris
Polyacrylamidgel (Novex NuPAGE, Invitrogen) ihrem Molekulargewicht nach
aufgetrennt. AnschlieBend wurden die Proteine Uber eine Western-Blot-Apparatur
(Mini Trans-Blot Cel, Biorad) auf eine Nitrocellulosemembran (0,2 ym Porengrofde,
Schleicher und Scholl) transferiert.

Zur Absattigung von unspezifischen Bindungen wurde die Nitrocellulosemembran
eine Stunde mit einer 5%igen Magermilchpulverlosung (Lasana Magermilchpulver,
Humana Milchunion, gelost in PBS/0,1% Tween20) inkubiert. In Zellkulturiberstand
sezernierter Antikorper wurde fir die Primarantikorperinkubation unverdinnt
verwendet. Aufkonzentrierter Antikorper wurde in einer 3%igen
Magermilchpulverlosung  entsprechend  verdunnt (vgl. Tab  19). Die
Primarantikorperinkubation erfolgte fur eine Stunde bei RT bzw. U.N. bei 4°C.

Nach viermaligem Waschen fur 20 min in PBS/0,1% Tween 20 und weiteren viermal
fur 5 min, wurde die Membran fir eine Stunde bei RT mit einem Horseradish-
Peroxidase- (HRP) gekoppelten Zweitantikdrper inkubiert (vgl. Tab. 20). Die
Membran wurde nachfolgend erneut viermal fur 20 min und weitere viermal fur 5 min
mit PBS/0,1% Tween 20 gewaschen. Die Proteindetektion erfolgte mit ECL- bzw.
ECL-Plus-Lésung (GE Healthcare) nach Angaben des Herstellers. Die Lichtemission

wurde mit Hilfe des Lumi Imager (Roche) detektiert.

Mittels einer Inkubation in stripping-Puffer (Roti-Free Stripping Buffer, Roth) konnten

die Antikérper anschlief3iend von der Nitrocellulosemembran wieder entfernt werden.
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Nach intensivem Waschen in PBS/0,1% Tween 20 wurde die Membran erneut in
5%iger Magermilchpulverlosung eine Stunde bei RT oder U.N. inkubiert. Es folgte

eine weitere Erst- und Zweitantikdrperinkubation.
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C. Ergebnisse

Hochdurchsatzscreenings und nachfolgende Leitstrukturoptimierungen fihrten zur
Identifizierung der neuartigen antiviralen Molekule AlC246, AIC2 und AIC3, die sich
durch eine ausgezeichnete Anti-HCMV-Aktivitat sowie exzellente praklinische Daten
auszeichnen und sich konsequenterweise in der klinischen Entwicklung befinden. In
dieser Arbeit werden die antiviralen Wirkmechanismen dieser neuartigen

niedermolekularen HCMV-Inhibitoren charakterisiert.

C.1 Analysen zur Bestimmung des Zeitpunkts des inhibitorischen Effekts der
AIC-Substanzen innerhalb des HCMV-Replikationszyklus

Um den Zeitpunkt des antiviralen Effekts der AIC-Substanzen innerhalb des HCMV-
Replikationszyklus zu bestimmen, wurden in einem ersten Schritt Time-of-Addition-
Experimente durchgefthrt (vgl. B.2.2.7) (vgl. Abb. 17). Dabei werden mit HCMV
infizierte Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion mit Substanz versehen
(vgl. Abb. 17, A). Wird die antivirale Substanz innerhalb des viralen
Replikationszyklus vor dem Prozess verabreicht, den diese inhibiert, kann sich deren
antivirale Wirksamkeit entfalten. Wird die Substanz danach verabreicht, geht deren
antivirale Wirkung verloren (vgl. Abb. 17).

Als Referenzinhibitoren fur die frihe (E) und spate (L) Phase des viralen
Replikationszyklus wurden GCV bzw. Bay 38-4766 verwendet (195, 244). Wahrend
GCV innerhalb der frihen Phase der Virusreplikation die Elongation der DNA-
Synthese reprimiert, inhibiert Bay 38-4766 in der spaten Phase die Prozessierung
und Verpackung der viralen genomischen DNA (vgl. A.3.2.1 und A.3.4.1) (45, 195,
200, 244).

Mit RV-HG (HCMV-AD169 mit einer stabil in die unique-short-Region inserierten
EGFP-Expressionskassette) infizierte normale humane Hautfibroblasten (normal
human dermal fibroblast, NHDF) wurden mit Placebo bzw. mit antiviraler Substanz
(10 x ECso9 AIC246, AIC2, AIC3, GCV bzw. Bay 38 47-66) zu verschiedenen Zeiten
nach Infektion (2, 24, 30, 36, 48, 60, 72, 78, 96 und 120 Stunden) versehen (vgl.
Abb. 17, A) (34). 120 Stunden nach Infektion wurde die substanzvermittelte Inhibition
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der Virusreplikation Uber die relative Fluoreszenzreduktion im Vergleich zur

unbehandelten Kontrolle bestimmt (vgl. Abb. 17).
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Abb. 17: Bestimmung des Zeitpunkts des inhibitorischen Effekts der Substanzen AlIC246, AIC2,
AIC3, Bay 38-4766 und GCV innerhalb des HCMV-Replikationszyklus

(A) Schematische Darstellung des Experiments. Mit RV-HG infizierte NHDF-Zellen wurden jeweils mit
10 x EC5o AlC246, AIC2, AIC3, GCV bzw. Bay 38-4766 zu den im Diagramm angegebenen Stunden
nach Infektion versehen. Nach 120 Stunden wurde die Virusreplikation iber die Intensitat der EGFP-
Expression der infizierten Zellen bestimmt (vgl. B.2.2.6 und B.2.2.7). ECsy: Substanzkonzentration die
einen halbmaximalen inhibitorischen Effekt induziert.

(B) Dargestellt ist die relative prozentuale Intensitédt der EGFP-Expression von mit HCMV-infizierten,
substanzbehandelten Zellen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Die Ergebnisse stellen den
Durchschnitt von drei voneinander unabhangigen Experimenten dar. Die Fehlerbalken reprasentieren

die Standardabweichung.
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Die Ergebnisse (zusammengefasst in Abbildung 17 B) zeigten, dass die Kontrollen
GCV und Bay 38-4766 - wie erwartet - ihren inhibitorischen Effekt in der frGhen bzw.
spaten Phase des viralen Replikationszyklus vermitteln. So konnte GCV bis zu 30
Stunden nach Infektion zugeflhrt werden, ohne seine antivirale Wirksamkeit zu
verlieren, was sich mit den Erwartungen flir einen Polymeraseinhibitor deckt. Bei
spaterer Verabreichung ging dessen antivirale Aktivitat sukzessive uber den
zeitlichen Verlauf des Experiments zurtck (vgl. Abb. 17 B) (126, 127). Bay 38-4766
dagegen erhielt seine antivirale Aktivitat bis zu einer Verabreichung bei 52 Stunden
nach Infektion. Diese Beobachtung deckt sich mit den Erwartungen fir eine Inhibition
der Terminaseaktivitat in der spaten Phase des HCMV-Replikationszyklus. Bei
nachfolgenden Substanzverabreichungen nahm die antivirale Aktivitat von Bay 38-
4766 stark ab (vgl. Abb. 17 B).

Alle AIC-Substanzen erhielten ihre antivirale Wirkung bis in die spate Phase des
viralen Replikationszyklus. Bei 46 Stunden nach Infektion nahm die antivirale
Aktivitat von AIC2 und AIC3 abrupt ab (vgl. Abb. 17 B). Dabei deutete der
deckungsgleiche Kurvenverlauf beider Substanzen darauf hin, dass sie einen
gemeinsamen Prozess inhibieren, obwohl sie unterschiedlichen Substanzklassen
zuzuordnen sind (vgl. Abb. 17 B). Demgegenuber behielt AIC246 - wie Bay 38-4766 -
seine antivirale Aktivitat bis zu einer Verabreichung bei ca. 52 Stunden nach
Infektion. Wie schon bei Bay 38-4766 nahm auch fur AIC246 dessen antivirale
Aktivitat bei den nachfolgenden Substanzverabreichungen stark ab (vgl. Abb. 17 B).
Die nahezu identische Kinetik beider Substanzen fuhrt dabei zu der Vermutung, dass
AIC246 wie Bay 38-4766 in der spaten Phase des HCMV-Replikationszyklus mit der
Prozessierung der Verpackung der viralen genomischen DNA in das Nukleokapsid
interferiert (vgl. Abb. 17 B).

C.2 Einfluss der AIC-Substanzen auf die virale DNA-Synthese

Zur Bestatigung, dass die AIC-Substanzen in der spaten Phase der HCMV-
Replikation ihre antivirale Aktivitat entfalten, wurde der Einfluss von AlC246, AIC2
und AIC3 auf die virale DNA-Synthese - einem Prozess der fruhen Phase der HCMV-
Replikation - analysiert. Hierfur wurde die Kinetik der Akkumulation von viraler
genomischer DNA in infizierten Zellen untersucht. HCMV-AD169-infizierte NHDF-
Zellen wurden mit Placebo bzw. antiviraler Substanz (10 x ECsy AlIC246, AIC2, AIC3
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bzw. GCV) zwei Stunden nach Infektion inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten
nach Infektion (2, 24, 29, 43, 52, 77, 91 und 96 Stunden) wurde die Gesamtzell-DNA
der infizierten Zellen isoliert und die Anzahl viraler Genomkopien mittels quantitativer
Real-Time-PCR (qPCR) bestimmt (vgl. Abb. 18, B.2.3.7).

Wie erwartet, fuhrte eine Inkubation mit dem Polymeraseinhibitor GCV zu einer
drastischen Reduktion von neu synthetisierter viraler genomischer DNA (vgl. Abb.
18). Im Gegensatz dazu beintrachtigten weder AlIC246, AIC2 noch AIC3 die virale
DNA-Synthese. Schlussfolgernd bestatigen diese Experimente: dass i) die AIC-
Substanzen ihre antivirale Aktivitat erst nach der DNA-Replikation und somit in der
spaten Phase des HCMV-Replikationszyklus entfalten und ii) sich demnach in ihrem

Wirkmechanismus von Polymeraseinhibitoren unterscheiden.
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Abb. 18: HCMV DNA-Replikation in Anwesenheit von AlC246, AIC2, AIC3 bzw. GCV
HCMV AD169-infizierte NHDF-Zellen wurden mit 10 x ECsq AIC246, AIC2, AIC3 bzw. GCV inkubiert.
Zu den abgebildeten Zeitpunkten nach Infektion wurde die Gesamtzell-DNA isoliert und die Anzahl an

HCMV-Genomkopien Uber quantitative Real-Time-PCR bestimmt.
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C.3 Einfluss der AIC-Substanzen auf die virale Genexpression

C.3.1 Einfluss auf die Akkumulation viraler Markerproteine
Um zu prufen, ob die AIC-Substanzen die Akkumulation viraler Proteine im
Infektionsverlauf beeinflussen, wurden in einem nachsten Schritt NHDF-Zellen mit
HCMV-AD169 und einer Multiplizitat der Infektion (multiplicity of infection, MOI) von
0,1 infiziert und zwei Stunden nach Infektion jeweils mit Placebo bzw. mit antiviraler
Substanz (10 x ECsg AIC246, AIC2, AIC3 bzw. GCV) versehen.
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Abb. 19: Einfluss der Substanzen AIC246, AIC2 bzw. AIC3 auf die Proteinexpression und
-akkumulation im Vergleich zu Ganciclovir
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Abb. 19: Fortgesetzt

NHDF-Zellen wurden mit HCMV-AD169 infiziert (MOI 0,1) und anschlieBend mit jeweils 10 x ECs
AIC246 (A), AIC2 (B), AIC3 (C) bzw. GCV (D) versehen. Zu den angegebenen Zeitpunkten (12, 24,
48, 72 bzw. 96 Stunden nach Infektion) wurden die Zellen lysiert und fir die Immunoblotanalyse
prozessiert. Die jeweiligen HCMV IE-, E- bzw. L-Proteine wurden mit spezifischen Antikorpern (vgl.
Tab. 19 und 20) visualisiert. Ladekontrolle (LK): Zellulares R-Aktin. Der GroRenstandard (kDa) ist

linksseitig gekennzeichnet. M: Nicht infizierte Zellen (Mock).

Zu verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion (12, 24, 48, 72 und 96 Stunden)
wurden Gesamtzelllysate prapariert und nachfolgend durch Immunoblotanalysen
charakterisiert (vgl. Abb. 19).

Die Immunoblotanalysen, zusammengefasst in Abbildung 19, zeigten keine AIC246-,
AIC2- bzw. AIC3-abhangige Veranderung der Akkumulation von viralen
Markerproteinen der IE- (IE1 und IE2) und E-Phase (UL84, pp65, UL69 und UL44) ).
Ebenso war in der spaten Phase keine Veranderung der MCP- bzw. SCP-Expression
unter Behandlung mit AIC246 zu erkennen (vgl. Abb. 19). Im Unterschied zu AlC246-
behandelten Zellen nahm, in Anwesenheit von AIC2 bzw. AIC3, die
Proteinakkumulation der L- (/ate) -Strukturproteine MCP und SCP im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle 72 bzw. 96 Stunden nach Infektion drastisch zu (vgl. Abb.
19). Als Kontrolle wurden auch Zellen mit GCV behandelt. Wie erwartet, fuhrte der
Polymeraseinhibitor GCV erst 48 Stunden nach Infektion (E) zu einer deutlichen
Reduktion der Akkumulation von viralen Proteinen der spaten Phase der
Virusreplikation (vgl. Abb. 19).

Zusammengefasst war unter Behandlung von AIC246 keine modifizierte
Proteinakkumulation von viralen Markerproteinen der IE-, E- und L-Phase zu
beobachten. Dagegen fuhrten AIC2 und AIC3 zu einem deutlichen Anstieg der
Akkumulation von L-Strukturproteinen wie z.B. MCP und SCP. Diese Beobachtung
deutet darauf hin, dass AIC2 und AIC3 denselben Prozess inhibieren und dass sich
deren molekularer Wirkmechanismus von dem AIC246-inhibierten molekularen

Wirkmechanismus unterscheidet.
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C.3.2 Einfluss auf die intrazellulare Lokalisation von viralen Markerproteinen
Da bei AIC246 keine veranderte Proteinakkumulation und bei AIC2 und AIC3 eine
Zunahme der Akkumulation von L-Strukturproteinen zu beobachten war, wurde
nachfolgend untersucht, ob in Anwesenheit von Substanz ein Einfluss auf die
intrazellulare Lokalisation der untersuchten Markerproteine zu beobachten ist.

Zu diesem Zweck wurden Immunfluoreszenzanalysen durchgefuhrt. AD169-infizierte
NHDF-Deckglaskulturen (MOI 0,1) wurden mit Placebo bzw. mit AIC246, AIC2 bzw.
AIC3 (10 x ECsp) versehen und 72 Stunden nach Infektion fixiert. Im Anschluss
erfolgten indirekte Ko-Immunfluoreszenzanalysen mit Antikdrpern, gerichtet gegen
Markerproteine der sehr frihen (alE1, alE2), frGthen (aUL84) bzw. spaten (aMCP,
aSCP) Phase des viralen Replikationszyklus (vgl. Abb. 20, 21, 22; Tab. 19, 20 und
B.2.4.1).

AD169 - 72 Stunden nach Infektion

-/- AlC246 AlC2 AIC3 AlC2 AIC3

Phase

Dapi

alE1 (IE)

aUL84 (E)

Vergrolert

Abb. 20: Analyse der intrazellularen Verteilung von IE- und E-Markerproteinen unter Einfluss
von AIC246, AIC2 bzw. AIC3

HCMV-AD169-infizierte NHDF-Zellen (MOI 0,1) wurden mit Placebo bzw. 10 x ECsy AIC246, AIC2
oder AIC3 inkubiert. 72 Stunden nach Infektion wurden die Zellen mit Paraformaldehyd fixiert. Die
Expression der Proteine wurde Uber eine indirekte Ko-Immunfluoreszenz mit einem monoklonalen
anti-lIE- bzw. einem polyklonalen anti-UL84-Antikorper sowie den anti-Maus/Alexa 488 (griin) bzw.
anti-Kaninchen/Alexa 555 (rot) als Sekundarantikdrper durchgefihrt. Die Zellkerne wurden Uber den
DNA-interkalierenden  Fluoreszenzfarbstoff  4',6-Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid  (Dapi)
dargestellt (blau).
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Wie in der Literatur beschrieben, waren in unbehandelten Zellen plE1 und pUL84 im
Zellkern lokalisiert, wo sie gleichmalig verteilt vorlagen (vgl. Abb. 20; 13 und 19)
(273, 274). In Anwesenheit von AIC246, AIC2 bzw. AIC3 war keine Veranderung
hinsichtlich der Expression und Lokalisation von plE1 bzw. pUL84 im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle ersichtlich (vgl. Abb. 20; 13 - 24). Allerdings konnten - im
Gegensatz zu AIC246-behandelten infizierten Zellen - in der
Phasenkontrastaufnahme  AIC2- bzw. AIC3-behandelter infizierter Zellen
intranukleare Einschllisse beobachtet werden, die weder mit plE1 noch mit pUL84

kolokalisierten (vgl. Abb. 20; 3 - 6, Pfeilmarkierung und Vergréflierung).

Als nachstes wurde das zentrale Markerprotein der spaten Phase des HCMV-
Replikationszyklus - das Hauptkapsidprotein MCP - untersucht (vgl. Abb. 21).

AD169 - 72 Stunden nach Infektion

-1 - AIC246 AIC2 AIC3 AlIC2 AlC3
; FEs 5 _ g 5 ; '_‘. o —

Phase

Dapi

alE2 (IE)

aMCP (L)

Uberlagert

Vergrofert

Abb. 21: Analyse der intrazellularen Verteilung des L-Strukturproteins MCP unter Einfluss von
AIC246, AIC2 bzw. AIC3
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Abb. 21: Fortgesetzt

HCMV-AD169-infizierte NHDF-Zellen (MOI 0,1) wurden mit Placebo bzw. mit AIC246, AIC2 bzw. AIC3
(10 x ECsp) versehen. 72 Stunden nach Infektion wurden die Zellen fixiert. Eine indirekte Ko-
Immunfluoreszenz wurde mit einem polyklonalen anti-IE2-Antikbrper zur Markierung der viralen
Replikationskompartimente sowie mit einem monoklonalen anti-MCP-Antikérper durchgefiihrt. Als
Sekundérantikdrper wurden anti-Kaninchen/Alexa 555 (rot) bzw. anti-Maus/Alexa 488 (grun)

verwendet. Die Zellkerne wurden mit Dapi (blau) dargestellt.

Dabei zeigte sich in Anwesenheit von AlC246 keine Veranderung der Lokalisation im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (vgl. Abb. 21; 20). Wie in der Literatur
beschrieben, akkumulierten sowohl der Transaktivator IE2 als auch das major capsid
protein in der spaten Phase der Virusreplikation in sogenannten viralen
Replikationskompartimenten des Zellkerns (vgl. Abb. 21; 13 - 14, 19 - 20, 25 - 26)
(15, 172). Im Gegensatz dazu war bei den mit AIC2 bzw. AIC3 behandelten
infizierten Zellen innerhalb der Replikationskompartimente keine gleichmafige
Verteilung von MCP zu beobachten (vgl. Abb. 21; 21 - 24, Pfeilmarkierung und
VergrofRerung). Stattdessen kolokalisierte das L-Strukturprotein mit den bereits in der
Phasenkontrastaufnahme erkennbaren intranuklearen Inklusionen, die sich von den
Replikationskompartimenten abgrenzten (vgl. Abb. 21; 15 - 18, 27 - 30,
Pfeilmarkierung und VergroRerung). Die Replikationskompartimente waren in der
Immunfluoreszenz deutlich zu erkennen und unterschieden sich - bedingt durch die
Abschnirungen des L-Strukturproteins - deutlich in ihrer Struktur von denen der
unbehandelten Kontrolle (vgl. Abb. 21; 13 und 15 - 18, Pfeilmarkierung und
VergrofRerung).

Um zu Uberprufen, ob AIC2 bzw. AIC3 auch die intrazellulare Lokalisation anderer L-
Strukturproteine beeinflussen, wurde in einem analogen Experiment die Lokalisation
des L-Strukturproteins SCP untersucht. Die Ergebnisse, zusammengefasst in
Abbildung 22, zeigten in der unbehandelten Kontrolle in den
Replikationskompartimenten des Zellkerns eine Kolokalisation von SCP und plE2
(vgl. Abb. 22; 13, 19 und 25). In Anwesenheit von AlC246 war im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle keine Veranderung hinsichtlich der Lokalisation von IE1
bzw. SCP zu beobachten (vgl. Abb. 22; 14, 20 und 26). In Anwesenheit von AIC2
bzw. AIC3 war - wie bei MCP - keine gleichmalige Verteilung von SCP innerhalb der

Replikationskompartimente zu erkennen (vgl. Abb. 22; 21 - 24, Pfeilmarkierung und
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Vergroferung). Stattdessen waren auch hier intranukledre SCP-Aggregate zu
beobachten, die mit den in der Phasenkontrastaufnahme erkennbaren Inklusionen
kolokalisierten und sich von den Replikationskompartimenten abgrenzten (vgl. Abb.
22; 3 - 6 und 27 - 30 Pfeilmarkierung und VergroRerung). Diese Beobachtung
entspricht den Erwartungen, da SCP bereits in Zytoplasma an MCP gebunden
vorliegt und in den Zellkern transportiert wird (57, 111). Es stellte sich jedoch die
Frage, ob auch andere an der Bildung des viralen Nukleokapsids beteiligten HCMV-
Strukturproteine nach einer Behandlung mit AIC2 bzw. AIC3 innerhalb der
intranukledren Inklusionen lokalisieren.
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Abb. 22: Analyse der intrazellularen Verteilung des L-Strukturproteins SCP in Anwesenheit von
AIC246, AIC2 bzw. AIC3

Mit HCMV-AD169-infizierte NHDF-Zellen (MOI 0,1) wurden mit Placebo bzw. mit 10 x EC5y AlIC246,
AIC2 oder AIC3 versehen. 72 Stunden nach Infektion wurden die Zellen fixiert. Eine indirekte Ko-
Immunfluoreszenz wurde mit den polyklonalen anti-pHM178- und einem monoklonalen anti-SCP-
Antikdrper durchgefihrt. Als Sekundarantikdrper wurden anti-Kaninchen/Alexa 555 (rot) bzw. anti-

Maus/Alexa 488 (griin) verwendet. Die Zellkerne wurden mit Dapi (blau) dargestellt.
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Zusammenfassend war bei mit AD169-infizierten NHDF-Zellen in Anwesenheit von
AIC246, AIC2 bzw. AIC3 keine veranderte Lokalisation von IE- und E-Proteinen im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle zu erkennen. Allerdings unterschieden sich
AIC2- und AIC3-behandelte infizierte Zellen von AlIC246-behandelten Zellen durch
die in der Phasenkontrastaufnahme erkennbaren intranuklearen Inklusionen. Diese
kolokalisierten vollstandig mit den L-Strukturproteinen MCP und SCP und grenzten

sich von den Replikationskompartimenten ab.

C.3.3 Einfluss auf die intrazellulare Lokalisation transient exprimierter
Strukturproteine

Aufgrund der Beobachtung, dass AIC2 und AIC3 in mit HCMV infizierten Zellen eine
intranukledre Aggregation von L-Strukturproteinen induzierten, stellt sich die Frage,
ob bei transient exprimierten Strukturproteinen ein vergleichbarer Effekt zu
beobachten ist oder ob sich die Inklusionen nur im Rahmen einer Virusinfektion
ausbilden (112, 333). Daher wurden die offenen Leserahmen der Strukturproteine
UL86 (MCP), UL80a (pPR) bzw. UL80.5 (pAP) mit dem eukaryotischen
Expressionsvektor pcDNA3.1+ (Invitrogen) einfach (UL86) bzw. als Flag-
Fusionsprotein (UL80a, UL80.5) ligiert (vgl. Tab. 10 und 13). Im Anschluss wurden
subkonfluente HelLa-Zellen mit den so konstruierten Vektoren transient transfiziert
bzw. kotransfiziert und nach einer 24stindigen Inkubation mit Placebo, AIC2 bzw.
AIC3 (10 x ECsp) fixiert. Nachfolgend wurde die intrazellulare Lokalisation von MCP
mittels eines monoklonalen MCP-Primarantikérpers und die intrazellulare
Lokalisation von pPR bzw. pAP mittels eines polyklonalen anti-Flag-Kaninchen-
Antikorpers analysiert (vgl. Abb. 23, 24 und Tab. 19 und 20).
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MCP (pUL86)

-/- AIC2 AIC3
AN |19

Phase

Dapi

aMCP

Abb. 23: Darstellung der intrazelluldren Lokalisation von transient exprimiertem MCP in Hela-
Zellen in An- bzw. Abwesenheit von AIC2 bzw. AIC3

Hela-Zellen wurden mit dem Vektor pPLA-1 (pcDNA3.1-UL86) Zellen transfiziert. Unmittelbar danach
wurden die Transfektionsansatze mit Placebo, AIC2 bzw. AIC3 (10 x ECsy) inkubiert. Nach 24
Stunden wurden die Zellen mit Paraformaldehyd fixiert. Der Nachweis von MCP erfolgte Uber eine
indirekte  Immunfluoreszenz mit Hilfe eines monoklonalen anti-MCP-Antikorpers.  Als
Sekundérantikdrper wurde anti-Maus-Alexa 488 (grun) verwendet. Die Zellkerne wurden mit Dapi
(blau) gegengefarbt.

Zu Beginn wurde untersucht, ob AIC2 bzw. AIC3 bei transient exprimiertem MCP
eine Aggregation induzieren. Transient exprimiertes MCP zeigte - wie erwartet - im
Unterschied zu viral exprimiertem Protein eine zytoplasmatische Lokalisation, da
MCP ohne die scaffold-Proteine pPR bzw. pAP nicht in den Zellkern translozieren
kann (vgl. Abb. 23, g) (235). Die Inkubation mit AIC2 bzw. AIC3 fuhrte zu keiner
Veranderung der MCP-Lokalisation bzw. -Verteilung (vgl. Abb. 23, h und i).

In einem nachsten Experiment wurde MCP mit pPR bzw. pAP kotransfiziert und
nachfolgend der Effekt von AIC2 bzw. AIC3 auf die intrazellulare Lokalisation der
transient exprimierten Proteine untersucht (vgl. Abb. 24 A bzw. B). Unbehandelt
lokalisierten alle kotransfizierten Proteine innerhalb des Zellkerns, wobei sie zu
Aggregaten assoziiert vorlagen (vgl. Abb. 24, A und B, jeweils g und j). Auch hier
fuhrte eine AIC2- bzw. AIC3-Inkubation zu keiner Veranderung der MCP-, pPR- bzw.
pAP-Lokalisation bzw. -Verteilung (vgl. Abb. 24, A und B, jeweils h und i bzw. k und

). Dies flhrt zu dem Schluss, dass AIC2 und AIC3 nur im Kontext einer
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Virusinfektion ihren Effekt auf die intrazellulare Lokalisation von Strukturproteinen

vermitteln konnen.

A. B.
MCP (pUL86) / pPR (pUL80a) MCP ( pUL86) / pAP (pUL80.5)

AIC2

-/- AIC2 AIC3
a -“;.“\ NP e |

Phase

aFlag

aMCP

Abb. 24: Intrazelluldre Lokalisation von kotransfizierten MCP/pPR bzw. MCP/pAP in HelLa-
Zellen in An- und Abwesenheit von AIC2 bzw. AIC3

Hela-Zellen wurden mit den Vektoren pPLA-1 (pcDNA3.1-UL86) und pPLA-11 (pcDNA3.1-UL80a) (A)
bzw. pPLA-1 (pcDNA3.1-UL86) und pPLA-13 (pcDNA3.1-UL80.5) (B) kotransfiziert. Nachfolgend
wurden die Transfektionsansatze fur 24 Stunden jeweils mit Placebo, AIC2 bzw. AIC3 (10 x ECsp)
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit Paraformaldehyd fixiert und einer indirekten
Immunfluoreszenz-Analyse unterzogen. Der Nachweis von pPR bzw. pAP erfolgte mit Hilfe eines
polyklonalen anti-Flag-Kaninchen-Primarantikorpers, der Nachweis vom MCP mittels monoklonalen
Maus-anti-MCP-Primarantikorpers. Als Sekundarantikdrper wurden anti-Maus/Alexa 488- (griin) bzw.

anti-Kaninchen/Alexa 555 (rot) verwendet. Die Zellkerne wurden mit Dapi (blau) gegengefarbt.

Aufgrund der bisher durchgefihrten Experimente kann gefolgert werden, dass
AIC246, AIC2 und AIC3 in der spaten Phase des HCMV-Replikationszyklus ihren
antiviralen Effekt vermitteln. Dabei entfalten AIC2 und AIC3 ihre inhibitorische
Wirkung vor AlC246. AIC246 fuhrte zur keiner Veranderung der Genexpression
viraler IE-, E- oder L-Markerproteine. AIC2 und AIC3 beeintrachtigten ebenfalls
weder die Akkumulation noch die Lokalisation viraler Markerproteine der |IE- und E-
Phase. Allerdings fuhrten beide Substanzen zu einer intranuklearen Aggregation der

L-Strukturproteine  MCP und SCP, deren Aggregate von den Replikations-
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kompartimenten abgegrenzt vorlagen. Die intranukleare Aggregation war dabei mit
einem deutlichen Anstieg der MCP- bzw. SCP-Protein-Akkumulation verbunden.

C.4 Einfluss der AIC-Substanzen auf die Virusmorphogenese

Die zeitgleiche Wirkung von AIC246 und Bay 38-4766 sowie die AIC2- bzw. AIC3-
induzierte Aggregation und Akkumulation von Strukturproteinen flhrte zu der
Vermutung, dass die AIC-Substanzen mit der Virusmorphogenese interferieren
konnten. Daher wurden die viralen Partikel in der spaten Phase der Virusreplikation
mit Hilfe von transmissionselektronenmikroskopischen (TEM) Aufnahmen in An- und
Abwesenheit von AIC246, AIC2 und AIC3 analysiert. Hierfir wurden humane
Vorhautfibroblasten (human foreskin fibroblasts, HFF) bzw. humane umbilikale
vendse Endothelzellen (human umbilical vein endothelial cells, HUVEC) mit AD169
bzw. dem klinischen Isolat TB40E (endothelzelladaptiert, E) infiziert (MOI 1) und zwei
Stunden nach Infektion mit Placebo, AIC246, AIC2 bzw. AIC3 (10 x ECso) inkubiert.
Funf Tage nach Infektion wurden die Zellen fixiet und fur die
elektronenmikroskopische Analyse prapariert. Die TEM-Daten wurden in Kooperation
mit der Arbeitsgruppe von Christian Sinzger (Institut fir Virologie, Universitat Ulm)
generiert und freundlicherweise zur Verfigung gestellt (vgl. Abb. 25).

Abb. 25: Transmissionselektronenmikroskopische (TEM) Analyse HCMV-infizierter, mit Placebo
(VK), AlC246, AIC2 bzw. AIC3 versehener HFF- bzw. HUVEC-Zellen
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Abb. 25: Fortgesetzt

AD169-infizierte HFF- (a - d) bzw. TB40E-infizierte HUVEC-Zellen (e - h) wurden mit Placebo, AlC246,
AIC2 bzw. AIC3 (10 x ECsp) inkubiert. Finf Tage nach Infektion wurden die Zellen fixiert und fir die
elektronenmikroskopische Analyse prapariert. Pfeile innerhalb des Zellkerns (a - b) kennzeichnen A-,

B- und C-Kapside. Pfeile im Zytoplasma (e) kennzeichnen Virionen.

Die Auswertung der unbehandelten Kontrolle ergab, dass im Zellkern reife C-Kapside
von den DNA-freien, nur mit scaffold geflllten B- bzw. den vollstandig leeren A-
Kapsiden unterschieden werden konnten (vgl. Abb. 25 a) (46, 112, 338). Die Analyse
der EM-Aufnahmen AlC246-behandelter Zellen zeigte dagegen, dass in Anwesenheit
von AIC246 eine signifikante Abnahme an A- und C-Kapsiden verbunden mit einer
proportionalen Zunahme an B-Kapsiden zu beobachten war (vgl. Abb. 25 b) und Tab.
26) (117).

Tab. 26: Einfluss von AIC246 auf die Kapsid-Reifung
A-, B, und C-Kapside wurden jeweils in funf Zellkernen Placebo- bzw. AlC246-behandelter, AD169-

infizierter Zellen quantifiziert.

Kapsid-Typen in %

Virus und Substanz Analysierte Zellkerne A? B® Gt
AD169 5 21 41 38
AD169 mit AIC246 5 4 75 21
#A-Kapisde
°B-Kapside
‘C-Kapside

Ein anderes Bild ergab sich bei der Analyse der AIC2- bzw. AIC3-behandelten
Zellen. So fuhrte sowohl die Verabreichung von AIC2 als auch AIC3 zu schwer
deformierten, aggregierten, prokapsidartigen Strukturen innerhalb des Zellkerns.
Innerhalb dieser aberranten Strukturkomplexe waren scaffold-Strukturen deutlich zu
erkennen (vgl. Abb. 25, ¢ und d und Abb. 6). Im Gegensatz zur unbehandelten
Kontrolle (vgl. Abb. 25 e) waren im Zytoplasma AIC246-, AIC2- bzw. AIC3-
behandelter Ansatze keine Viruspartikel zu erkennen (vgl. Abb. 25 f - h). Darlber
hinaus war im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle in Anwesenheit von AlC246,
AIC2 und AIC3 eine stark erhdhte Anzahl an dense bodies zu beobachten.

Zusammenfassend zeigen die TEM-Anlaysen, dass alle AIC-Substanzen einen
Prozess im Zellkern inhibieren und - daraus resultierend - der nukledre egress reifer

C-Kapside unterbunden wird. Allerdings unterschied sich die antivirale Wirkung von
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AIC246 grundlegend von der von AIC2 bzw. AIC3. So flhrte die Verabreichung von
AIC246 zu einer signifikanten Reduktion von ‘reifen” C-Kapsiden, was darauf
hindeutete, dass AIC246 mit der Prozessierung und Verpackung der viralen
genomischen DNA interferiert. Dagegen fuhrte die Verabreichung von AIC2 bzw.
AIC3 zu einer Aggregation von Kapsid-Vorlauferstrukturen, was auf einen ahnlichen

und zu AlC246 verschiedenen Wirkmechanismus dieser Substanzen hinweist.

C.5 Phano- und Genotypisierung AIC246-, AIC2- und AIC3-resistenter Viren

C.5.1 Phanotypisierung AlIC246-, AIC2- und AIC3-resistenter Viren

Zur Charakterisierung des molekularen Angriffspunkts der AlIC-Substanzen wurden
bereits vor der Dissertation substanzresistente Viren, entweder mittels einer Ein-
Schritt-Selektion oder klassisch durch eine schrittweise Erhohung der jeweiligen
antiviralen Substanz, selektioniert und phanotypisch charakterisiert (23, 69, 117). Die
phanotypische Charakterisierung der selektionierten AIC246-resistenten Viren ist in
Tabelle 27 und die AIC2- bzw.- AlC3-resistenter Viren in Tabelle 28

zusammengefasst.

Tab. 27: Durch AlIC246-Inkubation generierte resistente Virusstdmme und deren Suszeptibilitat
gegen AIC246 bzw. GCV

HCMV-Stamm Klon ECso uMI” RI®
AIC246 Gev

AD169 / 0,0056 +  0,0016 344 & 153 /
AIC246-R-1 13G6ppB12 27+ 327 240 + 254 4821
AIC246-R-2 5C9ppGY 124 + 038 121 + 020 221
AIC246-R-3 Mt16H8 124 + 0738 121 + 0,20 221
AIC246-R-4 Mt11E11 011 + 0014 498 + 041 19
AIC246-R-5 Mt1H2 011 + 0014 498 + 041 19
AIC246-R-6 MI7ES 037 + 0071 398 + 093 66
AIC246-R-7 128xECs, 0,06 + 0,04 1,66 + 0,19 11
AIC246-R-8 Mt6B10 013 £ 0,072 424 + 132 23
AIC246-R-9 mi8 B

AIC246-R-10 ind 3xFT 27+ 327 240 + 254 4801

?ECq, -Werte wurden mit Hilfe von Plaquereduktionstests ermittelt. Die Daten sind Mittelwerte von mindestens
drei voneinander unabhangigen Experimenten und werden mit ihrer Standardabweichung abgebildet.
"Resistenz Index (RI) = EC5p AlC246-resistentes Virus / AIC246-ECs, Wildtyp-Virus

“i.B.: In Bearbeitung
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Die AIC246-Suszeptibilitat der resistenten Virusstamme variierte im Vergleich zum
Wildtypstamm AD169 von einem elffach bis zu einem 4800-fach erhohten ECso-Wert,
was auf unterschiedliche resistenzvermittelnde Nukleotidsubstitutionen hinweist (vgl.
Tab. 27). Bei keinem AlIC246-resistenten Virusstamm wurde eine GCV-

Kreuzresistenz festgestellt.

Die Analysen der AIC2- bzw. AIC3-resistenten Viren zeigten, dass die in
Anwesenheit von AIC2 selektionierten Viren entweder eine AIC2 (AIC2-R-1, AIC2-R-
2, AIC2-R-6) oder eine AIC2/AIC3-Kreuzresistenz aufwiesen (AIC2-R-5) (vgl. Tab.
28).

Tab. 28: Durch AIC2- bzw. AIC3-Inkubation generierte Virusstamme und deren Suszeptibilitat
gegen AIC2, AIC3 und GCV

HCMV- ECs [uM]°

Stamm oo AlC2 RI AIC3 RI® GCV

AD169 / 0,0018 + 0,0008 - 00067 #+ 00016 / 34 + 15
AIC2-R-1 10B8 19 + 053 1039 00022 + 00007 / 29 + 0,0
AIC2-R-2  2G11 323 + 162 1768 00023 + 00009 / 36 #+ 30
AIC2-R-3  29C4 nb.° n.b.° nb.°

AIC2-R-4  12G4 nb.° n.b.° nb.°

AIC2-R-5  9A9 0,0201 + 0,0064 11 10,0974 #+ 00223 15 11 + 44
AIC2-R-6  128XEC50 323 + 162 1768 00023 + 00009 / 36 + 30
AIC2-R-7  190/5 nb.° n.b.° nb.°

AIC2-R-8 Mt23C5 n.b.° n.b.f n.b.°

AIC2-R-9  Mt4E8 nb.° n.b.° nb.°

AIC2-R-10  Mt11E8 nb.° n.b.° nb.°

AIC2-R-11  Mt4F8 nb.° n.b.° nb.°

AIC2-R-12  32XEC50 116/04 nb.° n.b.° nb.°

AIC2-R-13  128XEC50 03/S/1/19 n.b.° n.b.° n.b.°

AIC3-R-1  9G2 0,0201 + 0,0064 11 00974 + 00223 15 11 + 44
AIC3-R-2 7G4 00615 + 00198 34 06617 + 05551 99 33 + 28
AIC3-R-3  128xIC50 nb.° n.b.° nb.°

?ECqo -Werte wurden mit Hilfe von Plaquereduktionstests ermittelt. Die Daten sind Mittelwerte von
mindestens drei voneinander unabhangigen Experimenten und werden mit ihrer Standardabweichung
abgebildet.

Resistenz Index (RI) = EC5q AIC2/AIC3-resistentes Virus / AIC2/AIC3-ECs, Wildtyp-Virus

°n.b.: Nicht bestimmt

Dagegen wurden in Anwesenheit von AIC3 nur AIC2/AIC3-kreuzresistente Viren
selektioniert (AIC-3-R-1 und AIC3-R-2). Wie bei AlC246-resistenten Viren wurde bei

keinem der durch AIC2- bzw. AIC3-Behandlung generierten Viren eine
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Kreuzresistenz zu GCV festgestellt. Die beobachtete AIC2/AIC3-Kreuzresistenz
bestarkt die Vermutung aus den vorangegangenen Experimenten, dass diese beiden
Substanzen, obwohl chemisch verschieden, ihren inhibitorischen Effekt Uber einen

vergleichbaren Wirkmechanismus vermitteln (vgl. Tab. 28).

C.5.2 Genotypisierung AIC246-, AIC2- und AIC3-resistenter Viren
Um die potentiellen viralen Zielproteine der AIC-Substanzen zu identifizieren, wurden
in einem nachsten Schritt die resistenten Virusmutanten einer Sequenzanalyse

unterzogen.

C.5.2.1 AlIC246-resistente Viren

Die vorherigen Experimente fUhrten zu der Vermutung, dass AIC246 in der spaten
Phase des viralen Replikationszyklus seine antivirale Aktivitat induziert. Da AIC246 in
Time-of-Addition-Experimenten eine vergleichbare Kinetik zu dem Terminaseinhibitor
Bay 38-4766 zeigte, lag es nahe, einen vergleichbaren inhibitorischen
Wirkmechanismus beider Substanzen zu vermuten (45, 178). In frGheren Arbeiten
konnte gezeigt werden, dass Bay 38-4766 mit dem viralen Terminasekomplex und
damit mit der Prozessierung und Verpackung der viralen genomischen DNA
interferiert (45, 244). Bay 38-4766 resistenzvermittelnde Mutationen wurden in den
Genen des viralen Terminasekomplexes, bestehend aus der groRen (pUL56) und
kleinen (pUL89) Untereinheit, identifiziert (45). Zusatzlich wurden Mutationen im ORF
des Portal-Proteins UL104 beschrieben, welche jedoch zu keiner Bay 38-4766-
Resistenz fuhrten (45). Fur die Verpackung der viralen genomischen DNA ist sowohl
der pULS56/pUL89 Terminase- als auch der Portal-Proteinkomplex von essentieller
Bedeutung. Um zu Uberprifen, ob AIC246 ebenfalls mit dem viralen
Terminasekomplex interferiert, wurden daher bei AlC246-resistenten Virusstammen
die offenen Leserahmen von UL56, UL89 und UL104 sequenziert (vgl. Tab. 29 und
A.1.5.4) (45, 244).
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Tab. 29: Genotypen der generierten AlC246-resistenten Viren

UL56° UL56% UL89" UL89" UL104°
Bezeichnung Klon DNA AsH DNA AS? DNA
AIC246-R-1 13G6ppB12 g974a C325Y / / c1887¢'
AIC246-R-2 5C9ppG9 t723¢ L241P t1033g° S345A c1887g'
AIC246-R-3 Mt16H8 t723¢ L241P t1033g° S345A /
AIC246-R-4 Mt11E11 g1106t R369M / / c1887¢'
AIC246-R-5 Mt1H2 g1106t R369M t1033g° S345A c1887g’
AlC246-R-6 Mt7E8 g1107¢c R369S t1033g° S345A /
AIC246-R-7 128XEC50 a1105g R369G t1033g° S345A c1887¢'
AIC246-R-8 Mt6B10 g691¢c V231L t1033g° S345A 18879
AIC246-R-9 mt8 ab94g N232D / / /
AIC246-R-10 ind 3xFT g974a C325Y t1033g° S345A /

®Grofe Terminaseuntereinheit

PKleine Terminaseuntereinheit

“Portal-Protein

dAminoséure

°Nicht mit der Substanz-Resistenz verbundene HCMV-AD169-Interstrang Variation
'Stille Mutation

Die Ergebnisse (zusammengefasst in Tabelle 29) zeigen, dass nur innerhalb des
ORF der groRen Terminaseuntereinheit UL56 Sequenzpolymorphismen auf
Aminosaure-Ebene detektiert wurden und bestarken die Annahme, dass AIC246 mit
der viralen Terminase-Aktivitat interferiert. Je zwei Virusstamme wiesen identische
Aminosauresubstitutionen auf (AIC246-R-1, AIC246-R-10, AS: C325Y; AlC246-R-2,
AIC246-R-3, AS: L241P) (vgl. Tab. 29). Bei vier Virusstammen wurden jedoch drei
voneinander abweichende Aminosauresubstitutionen an derselben Position innerhalb
des ORF festgestellt (AIC246-R-4 und AIC246-R-5, AS: R369M; AlC246-R-6, AS:
R369S; AIC246-R-7, AS: R369G). Bei zwei weiteren Virusstammen wurden weitere
singulare Aminosauresubstitutionen detektiert (AIC246-R-8, AS: V231L; AlC246-R-9,
AS: N232D). Die Sequenzanalyse der kleinen Terminaseuntereinheit pUL89 sowie
des Portal-Proteins pUL104 ergab fur keinen AlC246-resistenten Virusstamm eine zu
AD169 abweichende DNA-Sequenz. Hier wurden nur bereits bekannte

Interstrangvariationen festgestellt (vgl. Tab. 29) (45).

C.5.2.2 AIC2- bzw. AIC3-resistente Viren

Die AIC2- bzw. AlIC3-induzierten intranuklearen Inklusionen der L-Strukturproteine
MCP und SCP fluhrten, in Verbindung mit den in der TEM-Analyse beobachteten
aberranten Kapsidstrukturen zu der Vermutung, dass AIC2 bzw. AIC3 die

Assemblierung des Nukleokapsids beeinflussen (vgl. C.3 und C.4). Daher wurden bei
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den AIC2- bzw. AIC3-resistenten Virusstdammen die offenen Leserahmen der an der
Kapsidassemblierung beteiligten L-Strukturproteine UL86 (major capsid protein,
MCP), UL85 (minor capsid protein, mCP), UL48/49 (small capsid protein, SCP),
UL46 (minor capsid binding protein, mCP-BP) und UL77 (putatives portal-capping
protein, PCP) Cap-Protein) sequenziert, um potentiell resistenzvermittelnde

Mutationen zu entdecken (vgl. Tab. 30).

Tab. 30: Genotypen der generierten AIC2- bzw. AIC3-resistenten Viren

UL86® UL85"  UL48/49°  UL46" uL77°
Bezeichnung Klon DNA AA

AIC2-R-1 10B8 g3944a  C1315Y / / / /
AIC2-R-2 2G11 g3944a  C1315Y / / / /
AIC2-R-3 29C4 g1687a D563N / / / /
AIC2-R-4 12G4 g3561t  K1187N / / / /
AIC2-R-5 9A9 g1574a  G525D / / / /
AIC2-R-6 128XEC50 g39%44a  C1315Y / / / /
AIC2-R-7 190/5 a1565g Y522C / / / /

a4012g  K1338E
AIC2-R-8 Mt23C5 t3552a  N1184K / / / /
AIC2-R-9 Mt4E8 g1748t R583L / / / /
AIC2-R-10 Mt11E8 a4012g  K1338N / / / /
AIC2-R-11 Mt4F8 g1748t R583L / / / /
AIC2-R-12 32XEC50 116/04 c1307a A436D / / / /

AIC2-R-13 128XEC50 g1330a D444N
03/S/1/119 g1702c;  G568R; / / ! /

gc3593/94ta C1198L
AIC3-R-1 9G2 " g1574a  Gb525D / / / /
AIC3-R-2 7G4 c3675a  F1225L / / / /
AIC3-R-3 128XIC50 116/04  c2003a P668Q / / / /

*Major capsid protein , MCP
Minor capsid protein, mCP
“Small capsid protein, SCP
“Minor capsid binding protein, mCP-BP
*Putatives portal -capping protein, PCP

Uberraschend zeigte die Sequenzanalyse der AIC2-resistenten, AIC3-resistenten
bzw. AIC2/AIC3-kreuzresistenten Virusstamme, dass alle ausschlie3lich innerhalb
des ORF des major capsid proteins UL86-Aminosauresubstitutionen aufweisen (vgl.
Tab. 30). Bei insgesamt 13 sequenzierten AlC2-resistenten Virusstdmmen wurden
acht Virusstamme mit singularen Aminosauresubstitutionen detektiert, wovon eine
dreifach vertreten ist (AIC2-R1, AIC2-R2 und AIC2-R6; AS: C1315Y). Zusatzlich
wurden zwei Virusstamme mit multiplen Aminosauresubstitutionen (AIC2-R-7, AS:
Y522C, K1138E; AIC2-R-13, AS: D444N, G568R, C1198L) sowie eine potentiell
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AIC2/AIC3-Kreuzresistenz vermittelnde Aminosauresubstitution detektiert (AIC2-R-5,
AlIC-3-R-11; AS: G525D) (vgl. Tab. 30).

Die Sequenzanalyse der AlIC3-resistenten Virusstamme fuhrte zu der Detektion von
drei verschiedenen singularen Aminosauresubstitutionen, wovon zwei potentiell eine
AIC2/AIC3-Kreuzresistenz vermittelten (AIC2-R-5/AIC3-R-1, AS: G525D; AIC3-R-2,
AS: F1225L) (vgl. Tab. 30).

C.6 Markertransfer-Analysen

Um zu Uberprifen, ob die detektierten UL56- bzw. UL86-Aminosauresubstitutionen
tatsachlich eine AlC246, AIC2- bzw. AIC3-Resistenz vermitteln, wurden
Markertransfer-Analysen durchgefuhrt. Hierfur wurde im Rahmen der Dissertation die
En-passant-Mutagenese (Tischer et al., 2006) etabliert, welche eine markerlose
Insertion von DNA-Fragmenten in das HCMV-Genom ermaéglicht (vgl. B.2.3.4) (308,
342).

Um eine Substanz-Suszeptibilitats-Analyse der neu generierten, rekombinanten
Viren mit Hilfe von Fluoreszenz-Reduktionsexperimenten zu ermoglichen, wurde als
Ausgangs-Bacmid das Bacmid pHG verwendet (freundlicherweise von Eva Borst und
Martin Messerle, Medizinische Hochschule Hannover, zur Verfigung gestellt) (117,
178). pHG wurde aus dem fur den Laborstamm AD169 kodierenden HCMV-Bacmid
HBS5 generiert (35). Dabei wurde in die Us-Region eine CMV major immediate-early
promoter (MIEP) regulierte EGFP-exprimierende Expressionskassette stabil integriert
(34). Das so exprimierte Fluoreszenzprotein diente in den Fluoreszenz-Reduktions-

experimenten als Reporterprotein.

C.6.1 Die Methodik der En-passant-Mutagenese am Beispiel der Generierung
der rekombinanten Virusmutante RV-HG-UL56-R369S

Da die Etablierung der En-passant-Mutagenese ein zentraler Bestandteil dieser
Arbeit ist, wird hier am Beispiel der Konstruktion der rekombinanten Virusmutante
RV-HG-UL56-R369S diese Methode im Detail beschrieben (vgl. B.2.3.4) (307, 308).

Zu Beginn wurde das Ausgangs-Bacmid pHG in E. coli GS1783 elektroporiert. E. coli
GS1783 kodiert sowohl fur die Rekombinasen des Red-Rekombinationssystems,
deren Expression durch einen Hitze-Schock-Promotor reguliert wird, als auch fur die

Homingendonuklease [-Sce |, deren Expression durch einen Arabinose-
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induzierbaren Promotor gesteuert wird (307, 308). Nach der Elektroporation wurde
die Integritat des Bacmids analysiert. Hierfur wurde die Bacmid-DNA isoliert und
mittels einer RFLP-Analyse untersucht. Derjenige Klon, dessen Restriktionsmuster
mit den in silico generierten pHG-Restriktionskarten (Vector NTI, Invitrogen)
Ubereinstimmte, wurde als pHG E. coli GS1783 bezeichnet und fir die

nachfolgenden En-passant-Mutagenesen verwendet (vgl. Abb. 26).

pHG

kb EcoR| Notl Mlul Kpnl XbalHind Il

Abb. 26: Restriktionsanalyse der Bacmid-DNA aus E. coli pHG-GS1783

Restriktionsanalyse der gereinigten Bacmid-DNA des finalen Klons E. coli pHG-GS1783 mit EcoR |,
Not |, Milu |, Kpn |, Xba | bzw. Hind 1ll. Die Restriktionsansatze wurden Uber ein 0,8%iges Agarosegel
getrennt. kb: Kilobasen.

Fir die Generierung der pHG-UL56-R369S-Mutante wurde zunachst mittels PCR-
Amplifikation eine die Punktmutation beinhaltende Rekombinationskassette generiert
(vgl. B.2.3.4.1 und Tab. 9). Das gereinigte Amplikon wurde in elektro- und
rekombinationskompetente E. coli pHG GS1783 elektroporiert und mit Hilfe der Red-
Rekombinasen in das Bacmid pHG basengenau integriert (1 Red-Rekombination)
(vgl. B.2.3.4). Zur Verifizierung der Integration der Rekombinationskassette wurde
nachfolgend eine Kolonie-PCR mit UL56-spezifischen Primern, die 5 und 3’ der

Integrationsstelle der Rekombinationskassette binden, durchgeflhrt. Ein um die
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Rekombinationskassette (1035 bp) vergroliertes Amplikon deutet dabei auf eine
erfolgreiche Integration der Rekombinationskassette in die UL56-Zielsequenz hin
(vgl. Abb. 27).

pHG-UL56-R369S 1 Rekombination Klone 1 - 20

kb pHGNK1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17 18 19 20

3-

ol od o hdeddododed ddedidodui 3§ L ] «1967bp
3-

«932bp

Abb. 27: HCMV-UL56-R369S-Nukleotidsubstitution: Kolonie-PCR zur Uberpriifung der ersten
Red-Rekombination der pHG-UL56-R369S-Integranten

Die Kolonie-PCR wurde mit UL56-spezifischen Primern, die 5 und 3’ der Integrationsstelle der
Rekombinationskassette binden, durchgefihrt. Die PCR-Amplifikate wurden mittels eines Agarosegels
aufgetrennt. Fir das Wildtyp-Amplikon wurde eine GréRe von 932 bp und fiir die Rekombinanten eine
Grole von 1967 bp erwartet. Die Bacmid-DNA der Klone 8, 11, 14, 17 und 19 wurde jeweils flr die
RFLP-Analyse verwendet. kb: Kilobasen; bp: Basenpaar: NK: Negativkontrolle.

Zusatzlich zu der Kolonie-PCR wurden RFLP-Analysen von ausgewahlten Klonen
durchgefuhrt. Hierbei deutet ein zu den in silico generierten Restriktionskarten
analoges Restriktionsmuster der Red-Rekombinanten auf eine erfolgreiche, erste
Rekombination hin (vgl. Abb. 28).

Generell wurden im Rahmen der En-passant-Mutagenese vier bis sechs Klone der
Kolonie-PCR der ersten (vgl. Abb. 28, Spur 2 - 6) bzw. zweiten (vgl. Abb. 30, Spur 4 -
7) Red-Rekombination selektioniert. Deren Bacmid-DNA wurde isoliert und, wie in
Abbildung 28 dargestellt, mit Hilfe von mindestens drei RFLP-Analysen

charakterisiert.
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A B C
BamH | EcoR | Nco |
pHG-UL56-R369S pHG-UL56-R369S pHG-UL56-R369S
1 Rek. Klone 1 Rek. Klone 1 Rek. Klone
kb pHG 8 11 14 17 19

pHG 8 11 14 17 19 pHG 8 11 14 17 19

12 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

Abb. 28: HCMV-UL56-R369S-Nukleotidsubstitution: RFLP-Analyse zur Uberpriifung der ersten
Red-Rekombination der pHG-UL56-R369S-Integranten

Die Bacmid-DNA der selektierten Klone 8, 11, 14, 17 und 19 der pHG-UL56-R369S-Integranten (Spur
2 - 6) wurde isoliert und einer RFLP-Analyse jeweils mit BamH | (A), EcoR | (B) bzw. Nco | (C) im
Vergleich zur ebenso geschnittenen Bacmid-DNA des Wildtyps (pHG, A, B, und C jeweils Spur 1)
unterzogen. Die Restriktionsansatze wurden Uber ein 0,8%iges Agarosegel getrennt. Die durch die
erste Rekombination veranderten Restriktionsbanden sind jeweils mit einem weillen Stern
gekennzeichnet (vgl. Spur 1 und 2). Die Restriktionsmuster der Klone 11, 14 (vgl. A, Spur 3 und 4)
und 17 (vgl. B. Spur 5) entsprachen nicht dem in silico generierten Restriktionsmuster der pHG-UL56-
R369S-Integranten. Die aberranten Banden sind mit einem gelben Stern gekennzeichnet (vgl. A, Spur
3 und B, Spur 5). Klone 8 und 19 (Spur 2 und 6) wurden fir die zweite Red-Rekombination verwendet.

kb: Kilobasen; Rek.: Rekombination.

Die zweite Red-Rekombination wurde anschlieBend mit den unabhangig
voneinander generierten Klonen 8 und 19 der ersten Red-Rekombination
durchgefuhrt (vgl. Abb. 28 Spur 2 und 6). Mit Hilfe einer klassischen
Replikaplattierung wurden nachfolgend die kanamycinsensitiven Klone (Verlust der
Rekombinationskassette) selektiert und durch Kolonie-PCR und RFLP-Analyse auf
den Verlust der Rekombinationskassette - und damit auf den Verlust des 1967 bp
grollen Amplikons - hin Uberpruft (vgl. Abb. 29 und 30). Nachfolgend wurden zwei
positive, unabhangig voneinander generierte Klone in ihrem rekombinanten

Sequenzbereich mittels Sequenzierung analysiert (GATC Biotech, Konstanz).

80



Ergebnisse

Aus Klon 8 der ersten Rekombination Aus Klon 19 der ersten Rekombination

kb NKKb+1 2 3 4 5§ 6 7 8 910 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

P
1.65-

1=

55 «932bp

Abb. 29: HCMV-UL56-R369S-Nukleotidsubstitution: Kolonie-PCR zur Analyse der zweiten Red-
Rekombination

Die Kolonie-PCR wurde mit UL56-spezifischen Primern, die 5 und 3’ der Integrationsstelle der
Rekombinationskassette binden, durchgefihrt. Die PCR-Amplifikate wurden anschlieRend Uber ein
Agarosegel getrennt. Fir das Amplikon der zweiten Red-Rekombination wurde eine Grofie von 932
bp erwartet. Bis auf die Klone 8/3 und 19/8, bei denen die PCR-Amplifizierung nicht erfolgreich verlief,
weisen alle Klone die korrekte AmplikongroRe auf. Die Bacmid-DNA der Klone 8/1, 8/2, 19/9 und
19/10 wurde jeweils fir die nachfolgende RFLP-Analyse verwendet. kb: Kilobasen; bp: Basenpaar;

NK: Negativkontrolle.

A B C
BamH | EcoR | Nco |
pHG-UL56-R369S pHG-UL56-R369S pHG-UL56-R369S
1 Rek. 2 Rek. 1 Rek. 2 Rek. 1 Rek. 2 Rek.

kb pHG 8 19 8/1 82 19/919/10 pHG 8 19 8/1 8/2 19/919/10 pHG 8 19 8/ 8/2 19/9 19/10

12 — I -
11- o G e e G e

10 - DR L S

T g T Rl g
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7= o — -
- e on v s ud
s L
6 - —b o

-
e el e b

- - -

12 3 45 6 7

1 2 3 4 5 6 7

Abb. 30: HCMV-UL56-R369S-Nukleotidsubstitution: RFLP-Analyse zur Uberpriifung der
Rekombinanten der zweiten Red-Rekombination
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Abb. 30: Fortgesetzt

Die Bacmid-DNA der Klone 8/1, 8/2, 19/9 und 19/10 (Spur 4 - 7) wurde jeweils mit BamH | (A), EcoR |
(B) bzw. Nco | (C) geschnitten und mit der ebenso geschnittenen Bacmid-DNA des Wildtyps (pHG, A,
B und C jeweils Spur 1) sowie den parentalen Klonen der ersten Rekombination (A, B und C jeweils
Spur 2 und 3) Uber ein 0,8%iges Agarosegel getrennt. Die Restriktionsmuster wurden anschlief3end
anhand von in silico generierten Restriktionskarten analysiert. Die Restriktionsmuster der Klone 8/1,
8/2, 19/9 und 19/10 (Spur 4 - 7) entsprachen dem Restriktionsmuster der Wildtyp Bacmid-DNA, was
auf den Verlust der Rekombinationskassette hinweist. Die durch die erste Red-Rekombination
veranderten Restriktionsbanden sind entsprechend mit einem Stern gekennzeichnet. kb: Kilobasen;

Rek.: Rekombination.

Im Anschluss an die En-passant-Mutagenese wurden MRC-5-Zellen mit den
entsprechenden Bacmiden transfiziert und die jeweiligen rekombinanten Viren
rekonstituiert (vgl. B.2.2.2).

C.6.2 Zusammenfassung aller durch En-passant-Mutagenese generierter
Virusmutanten

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mittels Markertransfer-Analyse drei putative
AIC246- und funf AIC2- bzw. AlC3-Resistenzmutationen auf ihre jeweilige resistenz-
vermittelnde Eigenschaft hin analysiert. Zu diesem Zweck wurden mit Hilfe der En-
passant-Mutagenese die in Tabelle 31 aufgefihrten rekombinanten UL56- bzw.

UL86-Virusmutanten erzeugt.

Tab. 31: Mittels Markertransfer generierte rekombinante UL56- bzw. UL86-Virusmutanten

Rekombinante a Mutation mT®
Virusmutanten ORF DNA c
AS Ja / Nein

RV-HG-UL56-L241P UL56 t722¢ L241P Ja
RV-HG-UL56-C325Y UL56 g974a C325Y Ja
RV-HG-UL56-R369S UL56 g1107c R369S Ja
RV-HG-UL86-A436D UL86 c1307a A436D Ja
RV-HG-UL86-G525D UL86 gl1574a G525D Ja
RV-HG-UL86-R583L UL86 g1748t R583L Ja
RV-HG-UL86-R583L-Rev.” uL86 t1748g L583R Ja
RV-HG-UL86-C1315Y UL86 g3944a C1315Y Ja
RV-HG-UL86-C1315Y-Rev.” UL86 a3944g ¥1315C Ja
RV-HG-UL86-F1225L UL86 c3675a F1225L Ja

?ORF: Open reading frame

PMT: Markertransfer

°AS: Aminos&ure

‘Rev.: Revertante

Bisher nicht durch Markertransfer analysierte UL56- bzw. UL86-Aminosauresubstitutionen (vgl. Tab: 29 - 30):

UL56 (AS): V231L, N232D, R369M, R369S
UL86 (AS): D444N, Y522C, D563N, G568R, N1184K, K1187N, C1198L, K1338E, K1338N
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Fir die Generierung AlC246-resistenter, rekombinanter Viren wurden mittels En-
passant-Mutagenese drei putativ AIC246-Resistenz vermittelnde Punktmutationen
(nt: t722c, AS: L241P; nt: g974a, AS: C325Y; nt: g1107c, AS: R369S) unabhéngig
voneinander in den UL56-ORF des Wildtyp-Bacmids pHG inseriert. Aus den
erzeugten Bacmiden pHG-UL56-L241P, pHG-UL56-C325Y und pHG-UL56-R369S
wurden die entsprechenden rekombinanten Viren rekonstituiert (vgl. Tab. 31 und
Abb. 31).

A.
HCMV pULSE
4l mn v v Vi VI VIEIX X XX
oo o e A e oo
L241P C325Y R368S
B.
pHG-UL56-L241P pHG-UL56-C325Y pHG-ULEB-R369S
EcoR | EcoR | Neo |

kb pHG 1 Rek. 2 Rek. kb HG 1 Rek. 2 Rek.

Abb. 31: Insertion von potentiell AIC246-Resistenz vermittelnden Nukleotidsubstitutionen in
den UL56-Leserahmen

(A) Schematische Darstellung der pUL56-Doméanenstruktur. Die bei Herpesviren hoch konservierten
Regionen (I — XIl) sind grau unterlegt. Die bei HCMV vorhandenen variablen Domanen sind weil}
unterlegt (VR1, VR2). Die Position der unabhangig voneinander inserierten Nukleotidsubstitutionen
t722c (AS: L241P), g974a (AS: C325Y) bzw. g1107c (AS: R369S) ist entsprechend markiert.
Verandert nach (51)

(B) RFLP-Analyse des pHG-UL56-L241P-, pHG-UL56-C325Y- bzw. pHG-UL56-R369S-
Markertransfers. Die jeweilige Bacmid-DNA wurde mit EcoR | (pHG-UL56-L241P, pHG-UL56-C325Y)
bzw. Nco | (pHG-UL56-R369S) geschnitten und Uber ein 0,8%iges Agarosegel getrennt. Die durch die
erste Red-Rekombination verdnderten Restriktionsbanden sind mit einem Stern gekennzeichnet.
1 Rek.: Intermediat der ersten Rekombination; 2 Rek.: Rekombinantes Bacmid der zweiten

Rekombination; kb: Kilobasen.
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Fur die Erzeugung AIC2- bzw. AlIC3-resistenter rekombinanter Viren wurden drei
putativ AIC2-Resistenz vermittelnde Punktmutationen (nt: g3944a, AS: C1315Y; nt:
c1307a, AS: A436D; nt: g1748t, AS: R583L) sowie zwei putativ AIC2/AIC3-
Kreuzresistenz vermittelnde Punktmutationen (nt: g1574a; AS: G525D und nt:
c3675a, AS: F1225L) unabhéngig voneinander jeweils in den UL86-ORF des
Wildtyp-Bacmids pHG inseriert. Aus den generierten Bacmiden pHG-UL86-C1315Y,
pHG-UL86-A436D, pHG-UL86-G525D sowie pHG-UL86-F1225L wurden die
entsprechenden Rekombinanten rekonstituiert (vgl. Tab. 31 und Abb. 32).

A.
HCMV pULB6
Untere Mittlere Obere Untere Mittlere
Doméne Doméne Domane Doméne Doméne
1-308 309-386 387-1039 1040-1176 1177-1370
L I F | pror
A436D G525D R583L F1225L C1315Y
B.
pHG-UL86 pHG-ULB6 pHG-UL86-A436D pHG-ULB6-G525D pHG-ULB6-F1225L
C1315Y C1315Y-Rewv.
Not | Not | Xho | Not |

kb pHG 1 Rek. 2 Rek. kb pHG 1 Rek.2 Rek. pHG 1 Rek. 2 Rek.

kb pHG 1 Rek. 2 Rek. 1 Rek. 2 Rek

Abb. 32: Insertion von potentiell AIC2- bzw. AIC3-Resistenz vermittelnden Nukleotid-
substitutionen in den UL86-Leserahmen

(A) Schematische Darstellung der pUL86-Domanenstruktur. Das HCMV major capsid protein wird in
eine untere, mittlere und obere Doméane unterteilt. Die Positionen der unabhangig voneinander
inserierten Nukleotidsubstitutionen c1307a (AS: A436D), g1574a (AS: G525D), g1748t (AS: R583L),
c3675a (AS: F1225L) und ¢g3944a (AS: C1315Y) sind entsprechend markiert. Fur die
Nukleotidsubstitutionen g1748t und g3944a wurden zusatzlich die entsprechenden Revertanten
t1748g (AS: L583R) bzw. a3944g (AS: Y1315C) konstruiert. Verandert nach (9, 38)
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Abb. 32: Fortgesetzt

(B) RFLP-Analyse des pHG-UL86-A436D-, pHG-UL86-G525D-, pHG-UL86-F1225L-, pHG-UL86-
C1315Y- und pHG-UL86-C1315Y-Rev.-Markertransfers. Die Bacmid-DNA wurde mit Not | (pHG-
UL86-A436D, pHG-UL86-F1225L, pHG-UL86-C1315Y und pHG-UL86-C1315Y-Rev.) bzw. Xho |
(PHG-UL86-G525D) geschnitten und tber ein 0,8%iges Agarosegel getrennt. Die durch die Insertion
der Rekombinationskassette veranderten Restriktionsbanden sind entsprechend mit einem Stern
gekennzeichnet. 1 Rek.: Intermediat der ersten Rekombination; 2 Rek.: Rekombinantes Bacmid der

zweiten Rekombination; kb: Kilobasen.

Dabei stellte sich heraus, dass sich aus dem rekombinanten Bacmid pHG-UL86-
R583L kein replikationsfahiges Virus rekonstituieren liel3. Diese Beobachtung wird im
Folgenden gesondert behandelt (siehe C.6.4.2 und C.7).

Um zu prufen, ob die En-passant-Mutagenese zu unerwarteten Mutationen (off site
effects) fuhrte, wurden zusatzlich zwei rekombinante Bacmide (pHG-UL86-C1315Y
und pHG-UL86-R583L) zum Wildtyp ruckmutiert (Revertante) und das
entsprechende Virus rekonstituiert (RV-HG-UL86-C1315Y-Rev., RV-HG-UL86-
R583L-Rev.) (vgl. Tab. 31 sowie. Abb. 32 und 35).

C.6.3 Einfluss der inserierten Punktmutationen auf die Virusreplikation

Um zu untersuchen, ob die inserierten Punktmutationen das Wachstumsverhalten
der jeweiligen Viren in Zellkultur beeinflussen, wurde das Replikationsverhalten der
rekonstituierten Viren anhand von Wachstumskurven untersucht. Hierfir wurden
NHDF-Zellen mit RV-HG, den UL56-rekombinanten Viren (RV-HG-UL56-L241P, RV-
HG-UL56-C325Y, RV-HG-UL56-R369S) bzw. den UL86-rekombinanten Viren (RV-
HG-UL86-C1315Y, RV-HG-UL86-C1315Y-Rev., RV-HG-UL86-A436D, RV-HG-UL86-
G525D, RV-HG-UL86-F1225L) mit einer MOI von 0,1 infiziert. In definierten
Zeitabstanden (2, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168 und 192 Stunden nach Infektion)
wurden die Zellkulturiberstande der infizierten Kulturen gewonnen und die Titer der
rekombinanten UL56- bzw. UL86-Virusmutanten bestimmt (vgl. Abb. 33).
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Abb. 33: Mehrschritt-Wachstumskinetik der rekombinanten UL56- (A) bzw. UL86-Virusmutanten
(B)
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Abb. 33: Fortgesetzt

NHDF-Zellen wurden mit RV-HG (A und B), RV-HG-UL56-L241P (A, a), RV-HG-UL56-C325Y (A, b),
RV-HG-UL56-R369S (A, c) bzw. RV-HG-UL86-C1315Y, RV-HG-UL86-C1315Y-Rev. (B, a), RV-HG-
UL86-A436D (B, b), RV-HG-UL86-G525D (B, c) sowie RV-HG-UL86-F1225L (B, d) infiziert (MOI 0,1).
Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde der Zellkulturiiberstand gewonnen. Die Bestimmung der
Virustiter erfolgte mittels IE1-Detektion (vgl. B.2.2.4). Die Standardabweichungen resultieren aus der

entsprechenden Dreifachbestimmung.

Die Auswertung der Wachstumskurven ergab, dass - mit Ausnahme der
replikationsdefizienten Virusmutante RV-HG-UL86-R583L - alle rekombinanten
UL56- und UL86-Virusmutanten eine Wachstumskinetik zeigten, die der Kinetik des
Wildtyp-Virus RV-HG entsprach. Daher wird geschlussfolgert, dass keine der
untersuchten putativ resistenzvermittelnden Mutationen die Virusreplikation in

Zellkultur beeintrachtigt.

C.6.4 Suszeptibilitats-Analysen der generierten Virusmutanten

Um zu Uberprifen, ob die via Markertransfer inserierten UL56- bzw. UL86-
Nukleotidsubstitutionen tatsachlich eine AIC246-, AIC2- bzw. AIC3-Resistenz
vermitteln, wurden die ECsp-Werte der rekombinanten Viren mit Hilfe von

Fluoreszenzreduktions-Experimenten ermittelt (vgl. B.2.2.6).

C.6.4.1 Rekombinante UL56-Virusmutanten

Die in Tabelle 32 zusammengefassten Suszeptibilitats-Analysen der rekombinanten
UL56-Virusmutanten ergaben, dass alle eingeflihrten Mutationen eine AIC246-
Resistenz vermitteln kdnnen. Die GroRenordnung der Resistenzen ist hierbei mit der
der selektionierten parentalen Virusstamme vergleichbar (vgl. Tab. 27 und 32). So
weist RV-HG-UL56-L241P eine 252-fach, RV-HG-UL56-R369S eine 56-fach und RV-
HG-UL56-C325Y eine 11.000-fach erhdhte AIC246-Resistenz auf (vgl. Tab. 32).
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Tab. 32: Suszeptibilitdt der UL56-mutierten rekombinanten Viren im Vergleich zu RV-HG gegen
AlIC246, AIC2, AIC3 sowie den zugelassenen Polymeraseinhibitor GCV und die
Terminaseinhibitoren Bay 38-4766 und BDCRB

ECs,’ [UM]

RV-HG RV-HG RV-HG RV-HG
(HCMVwt) RI°  UL56-L241P° RI°  UL56-R369S° RI° UL56-C325Y RI°

AlIC246 0,0024 + 0,0008 0,6058 £ 0,2221 252 0,1367 +£0,0656 56 26,4 £6,5 11000
AlC2 0,0014 + 0,0004 0.0019 £ 0,0011 0.0014 + 0,0003 0,0014 + 0,0002 /
AIC3 0,0034 + 0,0016 0,0046 + 0,0020 0,0079 + 0,0074 0,0033 + 0,0007

Ganciclovir 1,95 £ 0,74
Bay 38-4766° 0,2594 + 0,0645 0,3521 +0,1621 0,5137 +0,1133 1,0711 £ 0,0170
BDCRB® 0,2319 + 0,0604 0,2845 + 0,0312 0,1972 + 0,0269 0,3049 + 0,0433

?ECsq -Werte wurden tber Fluoreszenzreduktions-Experimente ermittelt. Die Daten sind Mittelwerte von

mindestens drei voneinander unabhangigen Experimenten und werden mit ihrer Standardabweichung
abgebildet.

PResistenz Index (RI) = ECs, RV-HG Mutante / ECs, RV-HG wt
“Resistent gegen AlC246

‘Resistent gegen Bay 38-4766

®In der Entwicklung eingestellter Terminaseinhibitor

.

/ /
/ /
2,22 +0,90 / 1,89 £1,24 / 1,97 £ 0,62
/ /
/ /

—_ P -~ =

Die leicht unterschiedlichen ECso-Werte der selektionierten Viren im Vergleich zu den
generierten Viren sind héchstwahrscheinlich auf die unterschiedlichen Experimente
zur Bestimmung der antiviralen Aktivitat zurtuckzufuhren (Fluoreszenz- versus
Plaguereduktionsexperiment) (vgl. Tab. 27 und 32). Keine rekombinante UL56-
Virusmutante zeigte eine Kreuzresistenz zu AIC2, AIC3 bzw. GCV (vgl. Tab. 32). Fur
die publizierten Terminaseinhibitoren Bay 38-4766 und BDCRB wurde beschrieben,
dass Mutationen in pUL56 bzw. pUL89 eine antivirale Resistenz vermitteln kdnnen
(45, 169). Daher stellte sich die Frage, ob die rekombinanten RV-HG-UL56-Mutanten
Kreuzresistenzen gegenuber diesen Terminaseinhibitoren aufweisen. Wie Tabelle 32
zeigt, konnte keine AlIC246/BDCRB-Kreuzresistenz festgestellt werden. Allerdings
wies RV-HG-UL56-C325Y, eine Virusmutante mit einem Resistenzindex von 11.000
gegenuber AIC246, eine schwache Bay 38-4766-Kreuzresistenz auf (vgl. Tab. 32).

Die Suszeptibilitats-Analyse zeigt, dass eine einzelne Aminosauresubstitution
innerhalb der groRen Terminaseuntereinheit pUL56 (UL56-L241P, UL56-R369S,
UL56-C325Y) ausreichte, um in Zellkultur eine AIC246-Resistenz zu vermitteln. Dies
fuhrt zu der Hypothese, dass AlC246, ahnlich wie Bay 38-4766 bzw. BDCRB, mit der
viralen Terminaseuntereinheit pUL56 interferiert. Unterstitzt wird diese Hypothese

durch die schwache Bay 38-4766-Kreuzresistenz der AlC246-resistenten
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Virusmutante RV-HG-UL56-C325Y. Da allerdings keine Bay 38-4766-Kreuzresistenz
bei den anderen AIC246-resistenten rekombinanten Virusmutanten beobachtet
wurde und keine AIC246-resistente Virusmutante eine BDCRB-Kreuzresistenz
aufweist, liegt die Vermutung nahe, dass sich die Interaktion von AlC246 mit pUL56
auf molekularer Ebene von der Bay 38-4766- bzw. BDCRB-Interaktion mit der

grolden Terminaseuntereinheit unterscheidet.

Mit dem Nachweis, dass singulare Aminosauresubstitutionen in der grof3en
Terminaseuntereinheit pUL56 eine AIC246-Resistenz vermitteln, wurden die
Experimente zur Aufklarung des molekularen Wirkmechanismus von AIC246 im
Rahmen dieser Arbeit beendet und der weitere Fokus auf die molekularen
Wirkmechanismen der Inhibitoren AIC2 und AIC3 gelegt.

Teile der zur Analyse des Wirkmechanismus von AIC246 durchgeflhrten

Experimente wurden bereits publiziert (117, 178).

C.6.4.2 Rekombinante UL86-Virusmutanten

Die Suszeptibilitats-Analysen der RV-HG-UL86-Mutanten zeigten, dass singulare
definierte Aminosauresubstitutionen innerhalb von UL86 eine AIC2-Resistenz bzw.
eine AIC2/AIC3-Kreuzresistenz vermitteln. Dabei weisen mit Ausnahme von RV-HG-
UL86-C1315Y alle rekombinanten RV-HG-UL86-Mutanten eine AIC2/AIC3-
Kreuzresistenz auf (vgl. Tab. 33 und 34).

Tab. 33: Suszeptibilitat der UL86-mutierten rekombinanten Viren im Vergleich zu RV-HG gegen
AIC246, AIC2 bzw. AIC3

ECso” [UM]
Virus AIC246 RI° AIC2 RI° AIC3 RI°
RV-HG (HCMV wt) 0,0024 +0,0008 0,0014 +0,0004 i 0,0034 +0,0016 /
RV-HG-UL86-A436D° 0,0042 + 0,0007 0,0253 +0,0079 18  0,1859 +0,0238 54

RV-HG-UL86-C1315Y" 0,0033 +0,0003 2,2396 £1,70 1600 0,0030 +0,0016 /
RV-HG-UL86-C1315Y-Rev.® 0,0038 +0,0013 0,0028 +0,0009 / 0,0101 +0,0034 /

/
/
RV-HG-UL86-G525D° 0,0046 +0,0009 / 0,0187 +0,0104 13 0,0482 +0,0112 14
/
/
RV-HG-UL86-F1225L° 0,0024 + 0,0006 / 0,07 +£0,02 50 1,86 + 0,45 547

JECs, -Werte wurden iiber Fluoreszenzreduktions-Experimente ermittelt. Die Daten sind Mittelwerte von mindestens
drei voneinander unabhangigen Experimenten und werden mit ihrer Standardabweichung abgebildet.

°Resistenz Index (RI) = ECsy RV-HG Mutante / ECs, RV-HG wt

‘Rev.: Revertante

“Resistent gegen AIC2

®Resistent gegen AIC2 und AIC3
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Tab. 34: Suszeptibilitat der UL86-mutierten rekombinanten Viren im Vergleich zu RV-HG gegen
den zugelassenen Polymeraseinhibitor GCV sowie die Terminaseinhibitoren Bay 38-4766 und
BDCRB

ECﬁuM]
Virus Ganciclovir  RI°  Bay 38-4766° RI’ BDCRB® RI°
RV-HG (HCMV wt) 1,95 £ 0,74 [ 0,2594 +0,0645  / 02319 £0,0604  /
RV-HG-UL86-A436D 3,65 +0,00 /  06765+00501 /  08385+03557 |/
RV-HG-UL86-G525D 2,51 +1,33 / 0310101346 /  03101£0,1380  /
RV-HG-UL86-F1225L 1,97 +1,46 /  05038+00489 |  04772+00687 |/
RV-HG-UL86-C1315Y 2,93 £1,30 / 04035101442 | 0247901128  /
RV-HG-UL86-C1315Y-Rev.* 2,55 +1,82 /  06694+00951 / 05894 +0,0054 /

“ECsg -Werte wurden lber Fluoreszenzreduktions-Experimente ermittelt. Die Daten sind Mittelwerte von mindestens drei
voneinander unabhangigen Experimenten und werden mit ihrer Standardabweichung abgebildet.

*Resistenz Index (RI) = EC5y RV-HG Mutante / EC5y RV-HG (Wildtyp)

“in der Entwicklung eingesteliter Terminaseinhibitor

“Rev.: Revertante

Diese Kreuzresistenz ist in Abhangigkeit von der generierten UL86-
Aminosauresubstitution A436D, G525D bzw. F1225L unterschiedlich stark
ausgepragt (vgl. Tab. 33). Dabei zeigt der ausschliellich AIC2-resistente Virusstamm
RV-HG-UL86-C1315Y die hochste AlC2-Resistenz (1600-fach) (vgl. Tab. 33). Um zu
bestatigen, dass die im Vergleich hohe AIC2-Resistenz ausschlie3lich durch die
UL86-C1315Y-Aminosauresubstitution vermittelt wird, wurde eine Revertante (RV-
HG-UL86-C1315Y-Rev.) generiert. Diese zeigte eine vergleichbare AIC2-
Suszeptibilitat mit RV-HG, was wiederum bestatigt, dass der 1600fach erhdhte ECsp-
Wert ausschliel3lich auf die inserierte Punktmutation zurickzuflhren ist (vgl. Tab.
33).

Wie erwartet, wiesen alle rekombinanten UL86-Virusmutanten in Zellkultur keine
Kreuzresistenz zu AlC246, BDCRB, Bay 38-4766 bzw. GCV auf (vgl. Tab. 33 und
34).

Die Suszeptibilitats-Analysen der rekombinanten UL86-Virusmutanten bestatigen die
Annahme, dass einzelne Aminosauresubstitutionen innerhalb des UL86 ORF eine
AIC2-Resistenz (C1315Y) bzw. AIC2/AIC3-Kreuzresistenz (A436D, G525D, F1225L)
vermitteln. Somit kann vermutet werden, dass AIC2 bzw. AIC3 mit dem HCMV-
Hauptkapsidprotein bzw. mit dessen Funktion interferiert. Die beobachteten
Kreuzresistenzen deuten darauf hin, dass AIC2 und AIC3 eine ahnliche Interaktion
mit dem Hauptkapsidprotein MCP eingehen, obwohl es sich um chemisch
verschiedene Substanzklassen handelt. Dieser neuartige Wirkmechanismus
unterscheidet AIC2 und AIC3 von allen bisher publizierten HCMV-Inhibitoren.
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Neben den oben beschriebenen rekombinanten RV-HG-UL86-Virusmutanten wurde
im Rahmen der Markertransfer-Analysen ein weiteres Bacmid - pHG-UL86-R583L -
generiert. Im Anschluss wurden MCR-5-Zellen zur Rekonstitution von infektidsem
Virus mit pHG-UL86-R583L transfiziert. Die Effizienz der Transfektion konnte anhand
der EGFP-Expression nachgewiesen werden, jedoch bildeten sich keine
Virusplaques (vgl. Abb. 34). Eine Analyse des rekombinanten Bacmids uber
erweiterte RFLP-Analysen sowie eine erneute Sequenzierung zeigte Kkeine
Auffalligkeiten, weshalb eine erneute Virusrekonstitution von RV-HG-UL86-R583L in
Anwesenheit von AIC2 (10 x ECsp) durchgeflhrt wurde. Innerhalb von acht Tagen
konnte auf diese Art eine Plaquebildung beobachtet werden (vgl. Abb. 34). Diese
Beobachtung deutet darauf hin, dass die UL86-R583L-Substitution moglicherweise
destabilisierend auf die Struktur des Hauptkapsidproteins wirkt und dieser Effekt
durch die Verabreichung von AIC2 kompensiert wird. Passend dazu stellte sich
heraus, dass eine Kryokonservierung von unter AlIC2 gezogenem RV-HG-UL86-
R583L zu einem nahezu vollstandigen Verlust der Infektiositat fuhrte, was wiederum
auf eine Destabilisierung des Virus-Kapsids durch die R583L-Mutation hindeutet.
Umgekehrt kann vermutet werden, dass AIC2 einen stabilisierenden Effekt auf die

Virusstruktur ausubt, die im Zuge der Kryokonservierung verloren geht.

Tage nach Transfektion

RV-HG (-/-)

RV-HG AIC2

RV-HG-UL86-R583L (-/-)

RV-HG-UL86-R583L AIC2

Abb. 34: Virusrekonstitution von RV-HG und RV-HG-UL86-R583L in An- und Abwesenheit von
AlC2
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Abb. 34: Fortgesetzt

Subkonfluente MRC-5-Zellen wurden mit pHG bzw. pHG-UL86-R583L transfiziert (vgl. B.2.2.2). Nach
vier Stunden wurde den Anséatzen Placebo bzw. AIC2 (10 x ECs,) zugefiihrt. Die EGFP-Expression
wurde anschlieRend nach fiinf, acht und zwolf Tagen dokumentiert.

Um die oben genannten Hypothesen zu untermauern, sollte als nachstes mit einem
Kontrollexperiment ausgeschlossen werden, dass der beobachtete Wachstumsdefekt
von RV-HG-UL86-R583L auf eine andere als die identifiziere UL86-R583L-Mutation
zuruckzufuhren ist. Zu diesem Zweck wurde nachfolgend eine Revertante erzeugt
(RV-HG-UL86-R583L-Rev.), erfolgreich rekonstituiert und einer Replikationsanalyse
unterzogen (vgl. Abb. 35).

pHG-UL8S pHG-UL86
R583L R583L Rev.
Not |
kb pHG 1 Rek. 2 Rek.1 Rek. 2 Rek

1,00E+06

1,00E+04
L

Infektidse Einheiten / ml

1,00E+02

1,00E+00

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Tage nach Infektion
—e=—RV-HG

- % - RV-HG-UL86-R583L-Rev.

Abb. 35: Markertransfer und Wachstumskinetik der RV-HG-UL86-R583L-Revertante

(A) RFLP-Analyse der Bacmid DNA der Rekombinanten des UL86-R583L- (Spur 1 - 3) bzw. UL86-
R583L-Rev.-Markertransfers (Spur 3 - 5). Die Bacmid-DNA wurde jeweils mit Not | geschnitten und
Uber ein 0,8%iges Agarosegel getrennt. Die durch die Insertion der Rekombinationskassette
veranderten Restriktionsbanden sind mit einem Stern gekennzeichnet. 1 Rek.: Intermediat der ersten
Rekombination; 2 Rek.: Rekombinantes Bacmid der zweiten Rekombination; kb: Kilobasen.

(B) Mehrschritt-Wachstumskinetik von RV-HG-UL86-R583L Rev. im Vergleich zu RV-HG.
NHDF-Zellen wurden mit RV-HG bzw. RV-HG-UL86-R583L Rev. (MOI 0,1) infiziert. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurde der Zellkulturiiberstand gewonnen. Die Bestimmung der Virustiter
erfolgte mittels IE1-Detektion (vgl. B.2.2.4). Die Standardabweichungen resultieren aus der

entsprechenden Dreifachbestimmung.

92



Ergebnisse

Die Auswertung der Wachstumskurven ergab eine vergleichbare Wachstumskinetik
von RV-HG und RV-HG-UL86-R583L-Rev. Das Ergebnis bestatigt die Hypothese,
dass die UL86-R583L-Aminosauresubstitution neben der AIC2/AIC3-Kreuzresistenz

die beobachtete Replikationsdefizienz vermittelt.

C.7 Die Resistenzmutation UL86-R583L - Schlussel zur weiteren
Charakterisierung des AIC2/AIC3-Wirkmechanismus?

Die Beobachtung, dass die UL86-R583L-Mutation einen Replikationsdefekt induziert
und dieser Effekt durch die Verabreichung von AIC2 kompensiert werden kann,
grenzt die UL86-R583L-Aminosauresubstitution von allen anderen bisher
analysierten UL86-Aminosauresubstitutionen ab. Im Kontext der Analyse des AlIC2-
Wirkmechanismus wurden daher die funktionellen Eigenschaften der UL86-R583L-

Aminosauresubstitution untersucht.

C.7.1 Isolierung einer replikationskompetenten rescue-Virusmutante

In einem ersten Schritt wurde versucht, eine rescue-Mutante zu selektieren, die den
Wachstumsdefekt der rekombinanten UL86-R583L-Virusmutante kompensieren
kann. Fir diesen Zweck wurde RV-HG-UL86-R583L sukzessiv mit einer
abnehmenden AIC2-Konzentration inkubiert und letztendlich nur mit NHDF-
Zellkulturmedium kultiviert (vgl. Tab. 22). Auf diese Weise gelang es, eine
Virusmutante zu isolieren, die in An- und Abwesenheit von AIC2 repliziert. Dieser
neue Virusklon wurde aufgrund seiner zu RV-HG-UL86-R583L (Klon 1)
abweichenden phanotypischen Eigenschaft zunachst als RV-HG-UL86-R583L Klon 2

bezeichnet.

C.7.2 Vergleichende Phénotypisierung der UL86-R583L-Virusmutanten

C.7.2.1 Fokus-Expansions-Analysen

Um die unterschiedlichen Replikationseigenschaften der beiden RV-HG-UL86-
R583L-Mutanten im Vergleich naher zu charakterisieren und um zu prufen, ob diese
neben einer AIC2- auch eine AIC3-Resistenz vermitteln, wurden Fokus-Expansions-
Analysen in An- bzw. Abwesenheit von Substanz durchgefuhrt. Hierfir wurden
NHDF-Zellen jeweils mit RV-HG, RV-HG-UL86-R583L Klon 1 bzw. Klon 2 infiziert
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und mit Placebo, AIC2 bzw. AIC3 versehen. Die Plaquebildung wurde anschlief3end
in definierten Zeitabstanden anhand der Ausbreitung der EGFP-Expression der
infizierten Zellen dokumentiert (vgl. Abb. 36).

A. Cc

Tage nach RV-HG-UL86-R583L Klon 1 RV-HG-UL86-R583L Klon 2

Infektion

()

AIC2

AIC3

Abb. 36: Fokus-Expansion der Virusmutanten RV-HG-UL86-R583L Klon 1 und Klon 2 in An- und
Abwesenheit von AIC2 bzw. AIC3 im Vergleich zu RV-HG

NHDF-Zellen wurden mit RV-HG (A), RV-HG-UL86-R583L Klon 1 (B) bzw. RV-HG-UL86-R583L
Klon 2 (C) infiziert und im Anschluss mit Placebo, AIC2 bzw. AIC3 (10 x ECs) inkubiert. Nach zwei,

sieben und zwolIf Tagen wurde das Wachstum einzelner Plaques dokumentiert.

In Abwesenheit von AIC2 bzw. AIC3 bildeten sich bei mit RV-HG infizierten NHDF-
Zellen, wie erwartet, Virusplaques (vgl. Abb. 36 A, a und b), wahrend die Zugabe von
AIC2 bzw. AIC3 zu einer vollstandigen Inhibition der Virusreplikation fihrte (vgl. Abb.
36 A; cund d; e und f).

Komplett gegensatzlich war das Bild einer Infektion mit RV-HG-UL86-R583L Klon 1.
Hier bildeten sich ohne Substanz keine Virusplaques (vgl. Abb. 36, a - ¢), wahrend in
Anwesenheit von AIC2 bzw. AIC3 sieben Tage nach Infektion eine Fokus-Expansion
dokumentiert werden konnte (vgl. Abb. 36 B; d - fund g - i).

Wie bereits erwahnt, konnte bei der Virusmutante RV-HG-UL86-R583L Klon 2 wieder
eine substanzunabhangige Fokus-Expansion in Anwesenheit von AIC2 festgestellt
werden. Dartber hinaus zeigte die Virusmutante - wie RV-HG-UL86-R583L Klon 1 -
eine AIC2/AIC3-Kreuzresistenz, da auch hier eine Plaquebildung in Anwesenheit von
AIC3 beobachtet wurde (vgl. Abb. 36 C, a und b, c und d bzw. e und f).
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C.7.2.2 Replikationsanalysen

Da Fokus-Expansions-Analysen keine exakte Charakterisierung einer viralen
Replikationskinetik ermdglichen und sich die Frage stellte, inwieweit AIC2 das
Wachstumsverhalten der rekombinanten UL86-R583L-Virusmutanten im Vergleich
zum Wildtypvirus RV-HG wieder ermdéglicht, wurde in einem Folgeexperiment eine
Wachstumskinetik durchgefuhrt. Aufgrund der Beobachtung, dass RV-HG-UL86-
R583L Klon 1 nur in Anwesenheit von Substanz repliziert, konnte dabei lediglich die
Wachstumskinetik von RV-HG-UL86-R583L Klon 2 in An- und Abwesenheit von
AIC2 charakterisiert werden (vgl. Abb. 37).

1,00E+06

2 1 00e+04

Infektiose Einheiten/ml

1,00E+02

1,00E+00 - - -
o 1 2 3 4 5 6 7 8

Tage nach Infektion
—+—RV-HG
- -® - RV-HG-ULBG-R583L Kion 2
—— RV-HG-UL86-R583L Kion 2 1DXECEUAICZ

Abb. 37: Mehrschritt-Wachstumskinetik von RV-HG-UL86-R583L Klon 2 in An- und
Abwesenheit von AIC2

NHDF-Zellen wurden mit RV-HG bzw. RV-HG-UL86-R583L Klon 2 (MOI 0,1) infiziert. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurde der Zellkulturiberstand gewonnen. Die Bestimmung der Virustiter
erfolgte mittels IE1-Detektion (vgl. B.2.2.4). Die Standardabweichungen resultieren aus der

entsprechenden Dreifachbestimmung.

Das Experiment, dargestellt in Abbildung 37, zeigte fir RV-HG-UL86-R583L Klon 2
in Anwesenheit von AIC2 ein mit RV-HG vergleichbares Wachstumsverhalten,
wahrend in Abwesenheit von AIC2 ein um eine Zehnerpotenz reduzierter Virustiter
gemessen wurde (vgl. Abb. 37). Die Ergebnisse zeigen somit, dass RV-HG-UL86-
R583L Klon 2 ein Wachstumsdefizit aufweist, welches von AIC2 vollstandig

ausgeglichen wird.
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Zusammengefasst deuten diese Experimente darauf hin, dass die UL86-R583L-
Aminosauresubstitution fur die beobachtete AIC2/AIC3-Kreuzresistenz verantwortlich
ist und dass ein zweiter, unbekannter Polymorphismus in RV-HG-UL86-R583L Klon
2 den Wachstumsdefekt der UL86-R583L-Mutation kompensiert.

C.7.3 Kartierung einer putativen rescue-Mutation durch vergleichende
Sequenzanalysen

Bei der Sequenzanalyse des UL86 ORF von RV-HG-UL86-R583L Klon 2 wurde
aulder der bekannten UL86-R583L-Mutation keine weitere Mutation detektiert. Daher
wurde angenommen, dass eine oder mehrere unbekannte zusatzliche Mutationen in
einem oder mehreren anderen Leserahmen die Virusreplikation dieses neuen
Virusklons in Abwesenheit von Substanz ermdglichen. Um die unbekannte rescue-
Mutation bzw. Mutationen innerhalb des HCMV-Genoms zu identifizieren, sollten im
Folgenden die vollstandigen Genome von RV-HG, RV-HG-UL86-R583L Klon 1 bzw.
Klon 2 einer Hochdurchsatz-Sequenzanalyse (deep sequencing) unterzogen und
nachfolgend die generierten Sequenzdaten verglichen werden. Zu diesem Zweck
wurden hochtitrige Virusstocks von RV-HG und RV-HG-UL86-R583L-Klon 2 in
Abwesenheit bzw. von RV-HG-UL86-R583L Klon 1 in Anwesenheit von AIC2 (10 x
ECso) erzeugt. Anschlielend wurden die Viruspartikel des entsprechenden
Virusstocks mittels einer Ultrazentrifuge pelletiert und nachfolgend das jeweilige
virale Genom gereinigt (vgl. B.2.3.6). Die Hochdurchsatz-Sequenzanalyse (lllumina
HiSeq 2000) wurde bei GATC (Konstanz) durchgeflhrt.

Bei der nachfolgenden Sequenzauswertung wurden nur Sequenzpolymorphismen
innerhalb der HCMV-ORFs berlcksichtigt. Dabei wurden  diejenigen
Sequenzpolymorphismen selektiert, die ausschliellich bei RV-HG-UL86-R583L
Klon 2 und nicht bei der Wildtypsequenz (RV-HG) bzw. RV-HG-UL86-R583L Klon 1
detektiert wurden. Bemerkenswerterweise wurde dabei einzig im minor capsid
binding protein pUL46 ein Polymorphismus identifiziert (nt: g539a, AS: G180E) (vgl.
Abb. 38 A). Dartber hinaus zeigte die Sequenzanalyse, dass sowohl RV-HG-UL86-
R583L Klon 1 und 2 die mittels En-passant-Mutagenese inserierte Nukleotid-
substitution aufweisen (nt: g1748t, AS: R583L) (vgl. Abb. 38 B).
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A.
RV-HG-UL86- RV-HG-UL86-
RV-HG R583L Klon 1 R583L Klon 2
UL46
Konsensussequenz C G T[C]C C C ce Tlelct ¢ ¢:@ TETlC &:¢
nt: g539a nt: g539a
AS: G180E AS: G180E
B.
A
UL86
Konsensussequenz A G T[C|]G C A AG TIAlIGC A AG T[AIGC A
nt: g1748t nt: g1748t
AS: R583L AS: R583L

Abb. 38: Sequenzanalyse von RV-HG und den rekombinanten Virusmutanten RV-HG-UL86-
R583L Klon 1 und Klon 2

Die Genome von RV-HG, RV-HG-UL86-R583L Klon 1 und Klon 2 wurden isoliert und vollstandig einer
Hochdurchsatz-Sequenzanalyse unterzogen (deep sequencing, GATC Biotech, Konstanz). Die
Tablett-Darstellung wurde auf zwolf (A) bzw. vier (B) Sequenzabdeckungen der jeweiligen
Zielregionen gekiirzt. Hellblau: Fehlende Sequenzabdeckung. Fehlerhafte Sequenzdaten sind mit
einem roten Punkt dargestellt.

(A) Tablet-Darstellung des UL46-Sequenzabschnitts nt: 536-542. Ausschnitt aus der 20-fachen
(RV-HG-UL86-R583L Klon 1), 21-fachen bzw. 27-fachen (RV-HG-UL86-R583L Klon 2)
Sequenzabdeckung der Zielregion (209). Die zusatzlich detektierte Wildtypsequenz (33%) ist auf eine
Mischkultur, bestehend aus RV-HG-UL86-R583L Klon 1 und 2, zurtickzufiihren.

(B) Tablet-Darstellung des UL86-Sequenzabschnitts nt: 1745-1751. Ausschnitt aus der 25-fachen
(RV-HG und RV-HG-UL86-R583L Klon 1) bzw. 20-fachen (RV-HG-UL86-R583L Klon 2)

Sequenzabdeckung der Zielregion.

Das Ergebnis der Sequenzanalyse deckt sich mit der Hypothese, dass die UL86-
R583L-Mutation die Struktur des Hauptkapsidproteins destabilisiert und dieser Effekt
mdglicherweise durch eine rescue-Mutation kompensiert wird. So bildet das minor
capsid binding protein pUL46 mit zwei Kopien des minor capsid proteins pUL85 ein
Trimer (Triplex), das mit den Hauptkapsidproteinen interagiert und die
Nukleokapsidstruktur stabilisiert (vgl. A.1.5.3 und Abb. 6) (46, 56, 112, 114, 271).

Aufbauend auf diesen Ergebnissen stellte sich die Frage, inwieweit die G180E-
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Aminosauresubstitution des minor capsid binding proteins die UL86-R583L-

vermittelte Replikationsdefizienz auf struktureller Ebene kompensiert.

C.8 Analysen zur Lokalisation AIC2- bzw. AIC3-Resistenz vermittelnder Amino-
sauresubstitutionen innerhalb der 3D-Struktur des HCMV-Hauptkapsidproteins
MCP

Die Sequenzanalyse der AIC2- bzw. AIC3-resistenten Virusstamme sowie die
nachfolgenden Markertransfer-Analysen bestatigten die Vermutung, dass eine
singulare Aminosauresubstitution innerhalb des MCP eine AIC2-Resistenz bzw.
AIC2/AIC3-Kreuzresistenz vermittelt. Dabei unterscheidet sich in Abhangigkeit von
der Position der Mutation die Art und Auspragung der Resistenz. So flhrte die
Aminosauresubstitution UL86-C1315Y zu einer 1600-fach erhdhten AIC2-
Suszeptibilitdat, wahrend eine UL86-F1225L-Substitution eine 50-fach erhdhte AIC2-
sowie eine 540-fach erhohte AIC3-Suszeptibilitat bedingte (vgl. Tab. 33). Daruber
hinaus konnte eine UL86-Resistenzmutation identifiziert werden (UL86-R583L), die
in Abwesenheit von Substanz einen Replikationsdefekt vermittelt und moglicherweise
partiell durch eine Mutation im minor capsid binding protein kompensiert wird
(nt: g539a, AS: G1801E). In diesem Zusammenhang stellte sich die Frage, ob die
oben beschriebenen phanotypischen Beobachtungen durch die Lage und Art der

jeweiligen Mutation innerhalb des Proteins mechanistisch erklart werden kénnen.

Bis zum heutigen Zeitpunkt liegt fur das HCMV-Hauptkapsidprotein MCP kein
Strukturmodell vor, welches es ermoglicht, die Position der jeweiligen resistenz-
vermittelnden Aminosauresubstitutionen zu lokalisieren. Jedoch ist bekannt, dass die
Struktur der Nukleokapside innerhalb der Herpesviren hoch konserviert ist.
Aulerdem ist fur HSV-1 ein auf Rontgenstrukturanalyse basierendes Modell der
oberen Domane des zu MCP homologen Hauptkapsidproteins VPS5 (1NO7) bereits
publiziert worden (38, 46, 311, 334). Dartber hinaus wurde, in Verbindung mit einer
auf Kryo-EM-Daten basierenden Bildrekonstruktion des HSV-1 Nukleokapsids, eine
putative HSV-1 VP5-Tertiarstruktur veroffentlicht (9).

Basierend auf diesen Ergebnissen wurde deshalb versucht, ein Modell der HCMV
MCP-Tertiarstruktur zu generieren, das Erkenntnisse Uber die Lage der AIC2- bzw.

AIC3-Resistenz vermittelnden Mutationen innerhalb des Proteins liefert.
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Im Einzelnen wurde dabei wie folgt verfahren:

Da HSV-1 zu den a- und HCMV zu den B-Herpesviren zahlt, stellte sich zunachst die
Frage, ob die Struktur der viralen Nukleokapside vergleichbar ist. Daher wurde zu
Beginn die HSV-1- mit der HCMV-Nukleokapsidstruktur verglichen. Nachfolgend
wurde untersucht, inwieweit die Primar- und Sekundarstrukturen der
Hauptkapsidproteine HSV-1 VP5 und HCMV MCP zueinander homolog sind.
Aufbauend auf dem VP5 1NO7-Strukturmodell wurde im Anschluss ein komparatives
Modell der oberen Domane von HCMV MCP generiert. Anhand dieses Modells
konnte nun eine Identifizierung der putativen Penton- und Hexon-
Interaktionsdomanen, verbunden mit einer strukturellen Zuordnung der resistenz-

vermittelnden Aminosauresubstitutionen, erfolgen.

C.8.1 Vergleich der HCMV- und HSV-1-Nukleokapsidstruktur

Zu Beginn wurden die HSV-1- und die HCMV-Nukleokapsidstrukturen verglichen, um
zu prufen, inwieweit deren Strukturen Ubereinstimmen (vgl. Abb. 39) (44, 264, 289).
Bekannt ist, dass beide Nukleokapside in ihrer Aufsicht bzw. ihrem Querschnitt nur
geringfugig voneinander abweichen, was unter anderen auf die vergleichbaren
Hexon- und Penton-Strukturen zurlckzufuhren ist (vgl. Abb. 39) (44, 264, 289).

A. B.
Kapsid-Rekonstruktion Kapsid-Querschnitt Penton Hexon

o

)

>

7]

T }Obere Domane
}Mittlere Domane
}Untere Domane

>

=

Q .

I }Obere Doméne

}Miﬁlere Doméne

}Untere Doméne

Abb. 39: Vergleich der Nukleokapsidstrukturen von HSV-1 und HCMV
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Abb. 39: Fortgesetzt

(A) Aufsicht auf die zweifache Symmetrieachse des ikosaedrischen Nukleokapsids. Die Anordnungen
der Pentone (griin) und Hexone (gelb) innerhalb eines Dreiecks des T16-Gitters sind schematisch
dargestellt (vgl. kleine Abbildung unten rechts). Die Nukleokapside wurden radial koloriert. Die oberen,
zur Oberflache exponierten Domanen der Pentone und Hexone, bestehend aus dem major capsid
protein (HSV-1: VP5; HCMV: MCP/pUL86), sind blau dargestellt. Die verbindenden Triplexe,
bestehend aus dem minor capsid protein und dem minor capsid binding protein (HSV-1: pUL18,
pUL38; HCMV: pUL45, pULS85), lokalisieren im mittleren Bereich der Nukleokapsidhille und sind griin
dargestellt. Der an die Innenseite der Hullstruktur angrenzende Bereich ist gelb dargestellt.

(B) Ultradlinnschnitte durch die Nukleokapsid-Rekonstruktionen. Die strukturellen Komponenten sind
gekennzeichnet. Die Balkenlange entspricht 50 nm.

(C) Auf- (a und b) und Seiten-Ansicht (c und d) einzelner Pentone und Hexone, die aus der HSV-1-
bzw. HCMV-Nukleokapsid-Rekonstruktion isoliert wurden (39, 240, 245). Pentone bestehen aus finf,
Hexone aus sechs Monomeren des jeweiligen Hauptkapsidproteins (VP5 bzw. MCP) (vgl. jeweils a
und b). An der oberen Spitze einer jeden Hexonuntereinheit befindet sich das small capsid protein
(vgl. HSV-1 b und d). Die Pentone und Hexone sind analog zu A radial koloriert. Die obere, nach
aullen ragende Penton- bzw. Hexonstruktur ist blau (obere Domane), die im mittleren Bereich der
Nukleokapsidhille lokalisierte Struktur ist grin (mittlere Doméane) und der an die Innenseite der

Hullstruktur angrenzende Bereich ist gelb dargestellt (untere Domane). Verandert nach (46, 334, 346)

Diese Strukturen bestehen jeweils aus funf (Penton-) bzw. sechs (Hexon-)
Monomeren des Hauptkapsidproteins und werden in eine obere, mittlere und untere
Domaéane unterteilt, die Uber laterale Wechselwirkungen die Penton- und Hexon-
Struktur stabilisieren (vgl. Abb. 39 C jeweils c und d) (9, 38, 46, 334, 346). Aufgrund
der in der Aufsicht und im Querschnitt fast identischen sowie in der Hexon- bzw.
Penton-Struktur ahnlichen Nukleokapsidstrukturen von HSV-1 und HCMV MCP
wurden nachfolgend die Strukturen beider Hauptkapsidproteine (HSV-1 VP5 und
HCMV MCP) verglichen.

C.8.2 Primér- und Sekundarstrukturvergleich von HSV-1 VP5 und HCMV MCP
Fir einen Vergleich der Primar- und Sekundarstrukturen beider Hauptkapsidproteine
wurde ein Sequenzalignment (MAFFT) mit den Aminosauresequenzen von VP5
(NCBI: NP_044620.1) und pUL86 (NCBI: ACZ79997.1) durchgeflihrt (151, 152). Die
Sekundarstrukturanalyse erfolgte mit Hilfe des Protein Structure Prediction Servers
(PSIPRED, http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred) (196). Innerhalb des MAFFT-Alignments
wurden anschlielend die ermittelten Sekundarstrukturelemente sowie die bekannte
VP5-Domanenstruktur markiert (vgl. Abb. 40) (9).
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Abb. 40: MAFFT-Alignment der VP5- bzw. UL86-Aminosduresequenz, verbunden mit einer
PSIPRD-Sekundéarstrukturanalyse
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Abb. 40: Fortgesetzt

Die Sequenzhomologien der HSV1 VP5- und HCMV MCP-Primarsequenz wurden mit Hilfe von
MAFFT (Multiple Alignment using Fast Fourier Transform) (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/mafft)
ermittelt. Identische Aminosauren (AS) sind mit einem Stern, strukturell eng verwandte Aminosauren
mit zwei Punkten und strukturell entfernter verwandte Aminosauren mit einem Punkt gekennzeichnet.
Die Sekundéarstrukturvorhersagen des HSV-1 VP5- bzw. HCMV MCP-ORF wurden mit Hilfe von
PSIPRED (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred) ermittelt und in das MAFFT-Alignment Uberfihrt. a-
Helices sind mit grunen, B-Faltblatter mit roten Balken gekennzeichnet. Die grof3en a-Helices der
unteren Domane (Helix 1 und 2) sind entsprechend markiert (83, 347). Der Sequenzbereich der
oberen Domane ist blau, der mittleren Domane gelb und der unteren Domane grin unterlegt. Die
potentiell AIC2- bzw. AIC3-Resistenz vermittelnden Aminosauresubstitutionen sind mit einem
schwarzen Rahmen versehen. Die Aminosauresubstitutionen der HCMV-Stdmme, bei denen zwei
(AIC2-R-7 (AS: Y522C, K1338E) bzw. drei Aminosauresubstitutionen AIC2-R-13 (AS: D444N, G568R,
C1198L) innerhalb des MCP-ORF identifiziert wurden, sind in rot und pink markiert. Der
Sequenzabschnitt der HSV-1 VPS5 Kristallstruktur der oberen Domane (1NO7, AS: 484-1055) ist

entsprechend gekennzeichnet (38).

Die  Auswertung des VP5/MCP-Sequenzalignments ergab, dass die
Primarsequenzen beider Proteine zu 28% aus identischen und zu weiteren 20% aus
strukturell homologen Aminosauren (AS) bestehen. Diese sind in weiten Teilen in
Clustern angeordnet, was auf fir die Proteinstruktur essentielle homologe
Sequenzabschnitte hinweist (vgl. Abb. 40). Der Vergleich der Sekundarstrukturen
von HCMV MCP und HSV-1 VP5 ergab eine fast identische Anordnung und Abfolge
der jeweiligen a-Helix- und B-Faltblatt-Strukturen (vgl. Abb. 40). Dabei zeigte sich,
dass die Position hoch konservierter Teile der Primarsequenz zu grof3en Teilen mit

der Anordnung der Sekundarstruktur beider Proteine tbereinstimmt.

Basierend auf der Kristallstruktur der oberen VP5-Domane, in Verbindung mit auf
Kryo-EM-Daten basierenden Tertiarstrukturvorhersagen, konnte die VP5-
Primarsequenz der VP5-Tertiarstruktur, die in eine obere, mittlere und untere
Domane unterteilt wird, zugeordnet werden (vgl. Abb. 41) (9, 38). Da die HSV-1- und
die HCMV-Nukleokapsidstrukturen vergleichbar sind und beide Hauptkapsidproteine
eine signifikante Sequenzhomologie (>25% Sequenzidentitat) sowie eine nahezu
identische Abfolge der Sekundarstruktur-Elemente aufweisen, wurde in einem
nachsten Schritt die VP5-Domanenzuordnung der HSV-1 VP5-Primarsequenz auf
die MCP-Primarsequenz Ubertragen (vgl. Abb. 40 und 41) (9, 38).
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Obere Domane

Mittlere Domane

Untere Domane

Abb. 41: Aufbau des HSV-1-Hauptkapsidproteins VP5

(A) Kryo-Elektronenmikroskopische Dichte eines aus dem HSV-1 Nukleokapsid isolierten VP5/VP26
(SCP) Hexon-Monomers. Die elektronenmikroskopische Dichte des SCP-Monomers ist mit einem
Rahmen versehen (9, 346).

(B) Mit Hilfe von Helixhunter (http://www.cgl.ucsf.edu/Research/helixhunter) aus der VP5-
Elektronendichteverteilung ermittelte, putative Anordnung der VP5 a-Helices (9).

(C) Uberlagerung der VP5/VP26-Elektronendichteverteilung mit den daraus abgeleiteten VP5-a-
Helices. Grin sind mit hoher Auflésung berechnete a-Helices und orange potentielle a-Helices
dargestellt. Fur die gekennzeichneten Helices 1 und 2 konnte eine Interaktion mit den scaffold-
Proteinen sowie mit der unteren Domane angrenzender VP5-Monomere gezeigt werden (83, 347).
Verandert nach (9)

Die Datensatze der VP5-Elektronendichteverteilung (A) bzw. der daraus abgeleiteten Positionen der
a-Helices (B) wurden freundlicherweise von Matthew Baker, Department of Biochemistry and

Molecular Biology, Baylor College of Medicine, Houston, Texas zur Verfigung gestellt (9, 38).

Die Domanenstruktur von HSV-1 VP5 bzw. HCMV MCP ist in mehrere, nicht
aufeinander folgende Sequenzabschnitte unterteilt. So besteht die obere,
uberwiegend a-helikale Domane (VPS5 AS: 396 - 1055; MCP AS: 387 - 1039) aus
dem mittleren Sequenzabschnitt der Primarsequenz und reprasentiert ca. 45% des
Gesamtproteins (vgl. Abb. 40 und 41) (9, 38). Die mittlere Domane (VP5 AS: 319 -
395/1199 - 1374; MCP AS: 308 - 386/1177 - 1370) besteht aus zwei nicht
zusammenhangenden Sequenzabschnitten der Primarsequenz. Sie bildet den
schmalsten Bereich des Proteins und besteht aus einer engen parallelen Anordnung

von neun a-Helices, die transversal von einer zehnten abgeschlossen wird
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(vgl. Abb. 41 B). Dieser strukturelle Komplex bildet den schmalsten Bereich des
jeweiligen Hauptkapsidproteins und sorgt fur starke laterale Interaktionen zwischen
den einzelnen Hauptkapsidprotein-Monomeren wahrend der Kapsidassemblierung
(vgl. Abb. 40 und 41) (9, 38). Die untere Domane besteht ebenfalls aus zwei nicht
aufeinander folgenden Abschnitten der Primarsequenz (VP5 AS: 1 - 319/1056 -
1189; MCP AS: 1 - 308/1040 - 1176). Sie besteht zum groRRen Teil aus zwei langen
und sieben kurzeren a-Helices. Bekannt ist, dass die langen a-Helices 1 und 2 mit
den scaffold-Proteinen pPR und pAP (HSV-1: UL25, UL26.5; HCMV: UL80, UL80,5)
sowie mit der unteren Domane benachbarter VP5-Monomere interagieren (vgl. Abb.
40 und 41 C und A.1.5.3) (83, 347).

In einem nachsten Schritt konnten alle identifizierten AIC2- bzw. AIC3-Resistenz
vermittelnden Aminosauresubstitutionen der oberen bzw. mittleren Doméne von
HCMV MCP zugeordnet werden (vgl. Abb. 40). Sieben davon liegen in der oberen
(AS: D444N, A436D, Y522C, G525D, D563N, G568R und R583L) und weitere
sieben in der mittleren Domane (AS: N1184K, K1187N, C1198L, F1225L, C1315Y,
K1318E, K1338N). Dabei sind die Aminosauresubstitutionen der Virusstamme AlIC2-
R-7 (AS: Y522C/K1138E) und AIC2-R-13 (AS: D444N, G568R, C1198L), die mehr
als eine Aminosauresubstitution aufweisen, sowohl innerhalb der oberen als auch

der mittleren Doméane des Proteins lokalisiert (vgl. Abb. 40).

C.8.3 Komparatives Modelling der oberen Doméane des HCMV Hauptkapsid-
proteins

Aufgrund der signifikanten Sequenzhomologie sowie der nahezu identischen
Sekundarstruktur von VP5 und MCP ergab sich die Moglichkeit, ein komparatives
Strukturmodell der oberen Doméane von MCP zu generieren, um mit dessen Hilfe die
Position der AIC2- bzw. AIC3-Resistenz vermittelnden Aminosauresubstitutionen zu
ermitteln (9, 38). Dieses wurde, basierend auf dem Strukturmodell der oberen
Domane von VP5 (1NO7) (38), mit Hilfe des Computerprogramms UCSF Chimera
(233) sowie dem damit verbundenen Modeller-Interface erstellt (vgl. Abb. 42) (103).
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A.
Obere Doméane HSV-1 VP5
~Y Prolinloop
GroRes R-Faltblatt -
Helix
Cluster
GrolRe
Helix
N-Terminus -

C-Terminus

Obere Domane HCMV MCP

C-Terminus

Helix
Cluster

Abb. 42: Vergleich der Kristallstruktur der oberen Doméane von HSV-1 VP5 und des komparativen Strukturmodells der oberen Domé&ne von HCMV

MCP

(A) “Ribbon-Darstellung der in 2,9 Angstréom (A) aufgeldsten Struktur der oberen Doméne von VP5 (1NO7; VP5 AS-Sequenz: 451-1054) (38). Nicht

aufgelGste Loop-Regionen werden durch gestrichelte Linien Gberbriickt.

(B) Mit Hilfe von komparativem Modelling ermittelte putative Struktur der oberen Domane von HCMV MCP (AS: 474-1039). Die Positionen der potentiell AIC2-
bzw. AlIC3-Resistenz vermittelnden Punktmutationen sind in der "ball and stick’-Darstellung gekennzeichnet.

a-Helices sind rot, p-Faltblatter blau und Loop-Strukturen griin koloriert. Die grundlegenden Strukturelemente sind entsprechend gekennzeichnet.
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Wie erwartet, zeigt das komparative Strukturmodell der oberen Domane von MCP
eine zur oberen Domane von HSV-1 vergleichbare Grundstruktur (vgl. Abb. 42).
Charakteristisch ist ein Cluster von neun a-Helices auf der ,rechten® Seite der oberen
Doméne des jeweiligen Proteins (vgl. Abb. 42 A und B). Die groBte, 27 A lange Helix
besteht aus 24 (VP5) bzw. 23 Aminosauren (MCP) und grenzt das Helixcluster
rechtsseitig vollstandig ab (vgl. Abb. 42) (9, 38). Die linksseitige Halfte der oberen
Domane besteht sowohl bei VP5 als auch bei dem komparativen Modell von MCP
aus exponierten Loop-Regionen und wird von [-Faltblattstrukturen und den
restlichen a-Helices vervollstandigt. Den apikalen Bereich der oberen Doméane beider
Proteine bildet der hoch konservierte Poly-Prolinloop (VP5 AS: 862-880; MCP AS:
815-822) (38). Dieser ist sowohl bei HSV-1 als auch bei HCMV fur die Bindung des
small capsid proteins sowie fur die Bindung von Tegumentproteinen essentiell (vgl.
Abb. 40 und 42) (56, 288, 302, 337).

Mit Hilfe des komparativen Modells von HCMV MCP konnten die in der oberen
Domane vorhandenen AIC2- bzw. AIC3-Resistenz vermittelnden
Aminosauresubstitutionen einer putativen Tertiarstruktur zugeordnet werden. Es
zeigte sich, dass diese an der Oberflache des Proteins in drei unterschiedlichen
Regionen lokalisieren (vgl. Abb. 42). Die UL86-P668Q- und die UL86-R583L-
Aminosauresubstitutionen befinden sich innerhalb des Helixclusters, wahrend die
UL86-D563N- und die UL86-G568R-Substitution in einer ebenfalls hoch
konservierten Helix direkt daran angrenzen. Dagegen lokalisieren die UL86-
Mutationen Y522C, G525D in einer an die mittlere Domane angrenzenden, weniger
konservierten Loop-Region (vgl. Abb. 42).

C.8.3.1 Vergleichende Analyse der Interaktionsdomane der oberen HSV-1 VP5-
und HCMV MCP-Domane innerhalb der Hexon- und -Pentonkonformation

Die Lokalisation der resistenzvermittelnden Mutationen fuhrte zu der Frage, inwieweit
deren Position eine Stabilisierung der Hexon- und Pentonstrukturen und damit eine
AIC2- bzw. AIC3-Resistenz ermoglicht. Daher wurde nachfolgend untersucht, ob die
resistenzvermittelnden Aminosauresubstitutionen innerhalb der Hexon- bzw. Penton-
Interaktionsdomanen der MCP-Monomere lokalisiert sind. Hierfur wurden jeweils die
Sequenzabschnitte der VP5-Penton- bzw. -Hexon-Interaktionsdomane auf das

komparative MCP-Modell Ubertragen, welches anschlieRend auf die VP5-Hexon-
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bzw. Penton-Struktur gemodelt wurde (9, 38). Nachfolgend wurden die Positionen

der Aminosauren, die im Falle einer Substitution eine AIC2- bzw. AIC3-Resistenz
vermitteln kdnnen, innerhalb des MCP-Modells markiert (vgl. Abb. 43 und 44).

A.

Hexon

Penton

Obere Domane HSV-1 VP5

)
S
S [

Fa
/

Obere Domane HCMV MCP

Y522C G525D

) D563N -

Y522C @/652 5D

Abb. 43: Vergleich der Interaktionsdomanen der Kristallstruktur der oberen Doméne von HSV-1

VP5 und des komparativen Strukturmodells der oberen Domé&ne von HCMV MCP
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Abb. 43: Fortgesetzt

(A) 'Ribbon’-Darstellung der mit 2.9 A aufgeldsten Struktur der oberen Doméane des HSV-1-
Hauptkapsidproteins VP5 (AS: 451-1054) innerhalb der raumlichen Hexon- (oben) bzw.
Pentonanordnung (unten). Die publizierten putativen Interaktionsdomanen der Hexon- bzw.
Pentonmonomere sind rot und blau dargestellt (38).

(B) 'Ribbon’-Darstellung des anhand der oberen VP5-Doméane (1NO7) generierten Strukturmodells
der oberen Domane des HCMV-Hauptkapsidproteins MCP, innerhalb der raumlichen Hexon- (oben)
bzw. Pentonanordnung (unten). Die zu den VP5-Interaktionsdomanen homologe Primarsequenz ist
analog zu VP5 rot und blau dargestellt. Die Positionen der potentiell resistenzvermitteinden

Aminosauresubstitutionen sind in “ball and stick’-Darstellung gekennzeichnet.

HCMV-Hexon HCMV-Penton

Abb. 44: Darstellung der putativen Interaktionsdoménen der oberen Doméne von MCP
innerhalb der Hexon- bzw. Penton-Konformation

(A) Aufsicht auf die "Pipes and Planks’-Darstellung des Hexon- bzw. Penton-Kapsomers des HCMV
Nukleokapsids. Der im Vergleich kleinere Interaktionsbereich der MCP-Monomere innerhalb der

Penton-Konformation ist deutlich zu erkennen (vgl. Pfeilmarkierung).
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Abb. 44: Fortgesetzt

(B) "Ribbon’-Darstellung der putativen Interaktion einzelner MCP-Monomere innerhalb des Hexon-
(links) bzw. Penton-Kapsomers (rechts). Sowohl bei den Hexon- als auch bei den Pentonkapsomeren
interagiert die dominante grofle Helix der oberen Domane (rot) mit den Loop-Strukturen des
angrenzenden Monomers (blau). Die Positionen der potentiell resistenzvermittelnden

Aminosauresubstitutionen sind in “ball and stick’-Darstellung gekennzeichnet.

Die Analysen ergaben sowohl innerhalb des Hexon- als auch des Penton-
Strukturmodells eine vergleichbare Anordnung der potentiellen Interaktionsdomanen
beider Proteine (vgl. Abb. 43 und 44). Wahrend in der Hexon- und der Penton-
Konformation die exponierten Loop- und Helixregionen der ,linken“ Seite der oberen
Domane ahnlich, aber nicht identisch sind, erweist sich der Interaktionsbereich des
Jrechtseitigen® Helixclusters als nahezu deckungsgleich. Diese Beobachtung
entspricht den Erwartungen, da die groRe Helix als Hauptinteraktionspartner der
Hexon-Hexon- und Penton-Penton-Wechselwirkung bei Herpesviren hoch
konserviert ist (vgl. Abb. 40, 42, 43 und 44) (9, 38).

Wie bei VPS5 ist auch bei dem komparativen HCMV-MCP-Modell in der Hexon-
Konformation der Bereich (vgl. Abb. 44, blau markiert), der mit dem Helixcluster des
angrenzenden MCP-Monomers interagiert (vgl. Abb. 44, rot markiert), wesentlich
grolder. Dies ist auf die engere raumliche Anordnung der VP5- bzw. MCP-Monomere
in der Hexon-Konformation zurtckzufuhren und vermittelt eine im Vergleich zur
Pentonstruktur hdhere Stabilitat (vgl. Abb. 44) (9, 38, 46, 346).

C.8.3.2 Untersuchungen zur Lokalisation der resistenzvermittelnden
Aminoséauresubstitutionen innerhalb der Hexon- und Penton-Konformation

Im Zuge der Charakterisierung der Hexon- bzw. Penton-Interaktionsdomanen stellte
sich heraus, dass die Aminosauresubstitutionen P668Q und RS583L innerhalb des
Helixclusters der oberen Domane in der Interaktionsdomane der Hexone bzw.
Pentone lokalisieren (vgl. Abb. 44 und 45).

Mit dem hoch konservierten Helixbrecher Prolin an Position 668 beginnt innerhalb
des Helixclusters die grof3e Helix (vgl. Abb. 44 und 45). Eine Aminosauresubstitution
konnte hier eine abweichende Orientierung dieser Helix innerhalb des Helixclusters
nach sich ziehen. Dies kdnnte einen stabilisierenden Effekt in Anwesenheit von AIC2
bzw. AIC3 verursachen und/oder zu einer Destabilisierung der Hexon- bzw.

Pentonstruktur und damit zu einer Replikationsdefizienz fUhren. Die fur die
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Charakterisierung  der UL86-P668Q  Aminosauresubstitution  notwendigen
Markertransfer-Analysen stehen jedoch noch aus. Daher kann zum jetzigen
Zeitpunkt keine abschlieRende Aussage Uber die phanotypischen Eigenschaften
dieser Mutation getroffen werden. Allerdings deuten die gewonnenen Erkenntnisse
uber die phanotypischen Auswirkungen der UL86-R583L-Mutation darauf hin, dass
eine Aminosauresubstitution innerhalb der Hexon- bzw. Penton-Interaktionsdoméane
der grol3en Helix zu einer Destabilisierung der Hexon- und/oder Pentonstrukturen
fuhrt (vgl. Abb. 44 und 45). So vermittelt die UL86-R583L-Aminosauresubstitution
eine Replikationsdefizienz, die entweder durch die Zugabe von AIC2 bzw. AIC3 oder
durch eine zusatzliche rescue-Mutation (MnCP-bp, nt: g539a, AS: G181E)
kompensiert wird (vgl. Abb. 45 und C.7).

Hexon Penton

Abb. 45: Ausschnitt aus der putativen Interaktionsdoméne des Hexon- bzw. Penton-Kapsomers
Die Positionen der potentiell resistenzvermittelnden Aminosauresubstitutionen sind in “ball and stick’-

Darstellung gekennzeichnet. Die putativen Interaktionsdomanen sind rot bzw. blau koloriert.

Neben den bereits beschriebenen, konnten vier weitere Aminosauresubstitutionen
innerhalb der oberen Domane des komparativen MCP-Modells zugeordnet werden
(AS: Y522C, G525D, D563N und G568R) (vgl. Abb. 42, 43 und 44). Diese
lokalisieren in einer an die mittlere Domane angrenzenden, teilweise hoch
konservierten Helix- (D563N, G568R) bzw. einer weniger konservierten Loop-Region
(Y522C, G525D) (vgl. Abb. 42, 43 und 44). Der Sequenzanalyse nach vermitteln
sowohl die UL86-Y522C- als auch die UL86-G568R-Aminosauresubstitution ihre

AIC2-Resistenz nicht allein, sondern werden durch eine (AIC2-R-7, AS:
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Y522C/K1138E) bzw. zwei (AIC2-R-13, AS: D444N, G568R, C1198L) weitere
Mutationen in ihrer resistenzvermittelnden Wirkung unterstutzt (vgl. Abb. 40 und Tab.
30). Mit Hilfe von Markertransfer-Analysen muss nachfolgend untersucht werden,
inwieweit die Aminosauresubstitutionen der mehrfach substituierten Virusstdmme an
der Vermittlung der Substanzresistenz beteiligt sind. Darlber hinaus ist aufgrund des
unvollstandigen  Strukturmodells unklar, inwieweit die singulare ULB86-
Aminosauresubstitution G525D, deren AIC2/AIC3-Kreuzresistenz vermittelnde
Eigenschaft bestatigt wurde, bzw. die UL86-Aminosauresubstitution D563N ihre

resistenz- bzw. putativ resistenzvermittelnde Wirkung induziert.

8.3.3 Analysen zur Lokalisation AIC2- bzw. AIC3-Resistenz vermittelnder
Aminosauresubstitutionen innerhalb der mittleren Domane von HCMV MCP

Fir die mittlere Domane von HSV-1 VP5 existiert kein auf Rontgenstrukturanalyse
bzw. NMR-Spektroskopie basierendes Strukturmodell. Aufbauend auf der hohen
VP5/MCP-Sequenzhomologie (36% identische und 17% strukturell homologe AS)
sowie der nahezu identischen Sekundarstruktur ist jedoch anzunehmen, dass die
meisten resistenzvermitteinden Aminosauresubstitutionen innerhalb der hoch
konservierten a-Helices vorliegen (N1184K, K1187N, F1225L, C1315Y) bzw.
unmittelbar daran angrenzen (K1338N, K1318E) (vgl. Abb. 40 und 41). Lediglich die
Aminosauresubstitution C1198L grenzt unmittelbar an einen hoch konservierten
prolin- und argininreichen Abschnitt der Primarsequenz (AS: 1189 - 1197)
(vgl. Abb. 40).

Bei naherer Betrachtung zeigte sich, dass die Aminosauresubstitutionen der mittleren
Domaéne elektrostatische Wechselwirkungen (N1184K, K1187N, K1338N, K1338E),
kovalente Bindungen (C1198L, C1315Y) oder hoch konservierte hydrophobe
Wechselwirkungen (F1225L) modifizieren kénnen (vgl. Abb. 40 und 41). Zu vermuten
ist, dass hieriber im Einzelfall a-helikale Strukturen verandert werden, die zu der
jeweiligen Substanzresistenz fuhren. Inwieweit sich die Aminosauresubstitution
C1315Y, die als einzige Mutation ausschliel3lich eine AlC2-Resistenz vermittelt, von
den anderen resistenzvermittelnden UL86-Mutationen der mittleren Domane

unterscheidet, bleibt ungeklart.

Zusammengefasst konnten mit Hilfe der komparativen Strukturanalyse die AIC2-

bzw. AIC3-Resistenz vermittelnden Aminosauresubstitutionen der oberen und
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mittleren Domane des HCMV-Hauptkapsidproteins zugeordnet werden. Die in der
oberen Domane befindlichen Aminosauresubstitutionen lokalisieren in drei
unterschiedlichen Regionen und weisen eine zur Oberflache des Proteins gerichtete
Position auf. Daher besteht die Maoglichkeit, dass die jeweiligen Mutationen in
Anwesenheit von AIC2 bzw. AIC3 Uber eine Interaktion mit benachbarten MCP-
Monomeren zu einer Stabilisierung der Penton- bzw. Hexon-Strukturen beitragen.
Eine Zuordnung der AIC2- bzw. AIC3-Resistenz vermittelnden
Aminosauresubstitutionen in die Tertidrstruktur der mittleren Domane von HCMV

MCP konnte aufgrund eines fehlenden Strukturmodells nicht durchgeflhrt werden.
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D. Diskussion

Das humane Cytomegalovirus ist ein wichtiges Pathogen mit klinischer Relevanz bei
Patienten mit supprimiertem oder geschwachtem Immunsystem sowie bei
Neugeborenen. Alle bisher gegen HCMV zugelassenen Medikamente inhibieren die
virale DNA-Polymerase und sind mit schwerwiegenden Toxizitats- und
Resistenzproblematiken verbunden. Deshalb ist die Entwicklung potenter antiviraler

Substanzen mit neuartigen Wirkmechanismen dringend erforderlich.

Hochdurchsatzscreenings identifizierten drei neuartige, chemisch verschiedene
niedermolekulare Substanzklassen mit antiviraler Wirksamkeit gegen HCMV. Die
nachfolgenden Leitstrukturoptimierungen fuhrten zu den Entwicklungskandidaten
AIC246 (Letermovir), AIC2 und AIC3, die sich aufgrund ihrer hervorragenden
praklinischen Daten in der klinischen Entwicklung befinden (nur verdéffentlicht fur
AIC246) (153, 166, 178, 193). In einer klrzlich abgeschlossenen Phase-lIb-Studie
hat AIC246 eine hervorragende Wirksamkeit sowie Vertraglichkeit als Medikament
zur Prophylaxe einer HCMV-Infektion in knochenmarktransplantierten Patienten

bewiesen und beide Endpunkte der klinischen Studie erreicht (3).

Gegenstand der vorliegenden Ausfuhrungen war es, die antiviralen
Wirkmechanismen dieser drei unterschiedlichen Substanzen zu analysieren und zu
charakterisieren.

Time-of-Addition-Analysen deuteten schon zu Beginn darauf hin, dass alle drei
niedermolekularen HCMV-Substanzen ihre inhibitorische Wirkung in der spaten
Phase des viralen Replikationszyklus entfalten. Bestatigt wurde diese Hypothese
durch die Beobachtung, dass AlC246, AIC2 und AIC3 die Synthese der viralen DNA
nicht beeintrachtigen, was zudem verdeutlicht, dass sich die Wirkmechanismen der
neuartigen HCMV-Inhibitoren von dem Wirkmechanismus aller bisher zugelassenen
Anti-HCMV-Medikamente unterscheiden (6, 200). Daruber hinaus zeigten samtliche
rekombinante UL56- und UL86-Virusmutanten eine zum Wildtyp vergleichbare GCV-
Suszeptibilitat, was als weiterer Beweis flr einen von den Polymeraseinhibitoren

abweichenden inhibitorischen Wirkmechanismus dieser drei Substanzen gewertet
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werden kann. Dies ist insbesondere fir die klinische Anwendung von AlIC246, AIC2
bzw. AIC3 von Bedeutung, da im Falle einer moglichen Substanz-Resistenz GCV als

Anti-HCMV-Ersatzmedikament als seine volle Wirksamkeit entfalten kann.

Interessanterweise deuteten bereits die Time-of-Addition-Analysen darauf hin, dass
AIC246 mit der Terminaseaktivitat interferiert, da sowohl AlIC246 als auch der
Terminaseinhibitor Bay 38-4766 ihre antivirale Aktivitat zeitgleich in der spaten
Phase des HCMV-Replikationszyklus verlieren. Zur exakten Charakterisierung des
antiviralen Wirkmechanismus von AlIC246 wurden resistente Virusstamme generiert
und aufgrund der vergleichbaren Kinetik von AIC246 und Bay 38-4766 deren ORFs
des Terminase- und Portal-Proteinkomplexes einer Sequenzanalyse unterzogen (vgl.
A.1.54, A3.41 und C.1). Es stellte sich heraus, dass alle AlC246-resistenten
Virusstamme ausschlielich innerhalb des UL56 ORFs Punktmutationen aufweisen,
die abhangig von ihrer Position unterschiedliche AlC246-Suszeptibilitaten vermitteln.
Samtliche resultierenden Aminosauresubstitutionen befinden sich in  einem

138 Aminosauren langen Sequenzabschnitt (vgl. Abb. 46).

HCMV pUL56

ZF GS GS ATP-BS
m m v VoV VI VIILIX X XIXII

Abb. 46: Schematische Darstellung der pUL56-Doméanenorganisation

Die  Aminosauresubstitutionen der AlC246-resistenten  Virusstamme sind entsprechend
gekennzeichnet. Die Aminosauresubstitutionen, die mittels Markertransfer in das Wildtyp-Genom
inseriert wurden, sind mit einem schwarzen Rahmen versehen. Bay 38-4766- (A662V) bzw. BDCRB-
Resistenz vermittelnde Aminosauresubstitutionen (Q204R) sind dunkelgrau unterlegt (45, 169).
Innerhalb der Herpesviren hoch konservierte Domanen (I-XIl) sind hellgrau unterlegt. Die bei HCMV
vorhandenen hypervariablen Regionen (VR1 and VR2) sind weil}; das Zink-Finger-Motiv (ZF, AS: 181
— 228) ist grun; die Leuzin-Zipper-Motive (LZ, AS: 249 — 261; 688 — 710 und 742 — 766) sind rot und
die Glycin- Serin-reichen flexiblen Regionen (GS, AS: 256 — 269 und 415 — 487) sowie die ATP-
Bindestelle (ATP-BS, AS: 709 - 723 (265)) sind schwarz dargestellt. Verandert nach (51)
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Diese liegen mit Ausnahme der AS-Position 369 weder in einer bei Herpesviren hoch
konservierten, noch in einer der bei HCMV vorhandenen hypervariablen Region bzw.
konnten keinem der funktionellen Bereiche der pUL56-Primarsequenz zugeordnet
werden (vgl. Abb. 46) (51). Von den funktionellen Bereichen wird angenommen, dass
sie fur die Faltung von pUL56 (Glycin- Serin-reiche flexible Regionen (GS)), flr eine
Interaktion mit der kleinen Terminaseuntereiheit pUL89 (Leuzin-Zipper-Motive (LZ))
bzw. fur die Bindung und Prozessierung der viralen konkatemeren DNA (Zink-Finger-
Motiv (ZF)) bendtigt werden (vgl. Abb. 46) (51).

Interessanterweise wurden fir den Sequenzabschnitt, in dem die AIC246-induzierten
Mutationen vorliegen, keine Resistenzen fir die Terminaseinhibitoren BDCRB
(Q204R) bzw. Bay 38-4766 (A662V) beschrieben (vgl. Abb. 46 und A.3.4.1) (45, 98,
169). So ist die BDCRB-Resistenzmutation Q204R in dem hoch konservierten
Zinkfinger-Motiv (ZF) lokalisiert (51, 169). Dagegen befindet sich die Bay 38-4766-
Resistenzmutation - wie die meisten AlC246-Resistenzmutationen - weder in einer
bei Herpesviren hoch konservierten Region noch in einer der bei HCMV
hypervariablen bzw. funktionellen Regionen der groRen Terminaseuntereinheit (vgl.
Abb. 46) (45, 51).

Die unterschiedlichen Positionen der AIC246-, BDCRB- bzw. Bay 38-4766 resistenz-
vermittelnden Mutationen konnten bedeuten, dass die unterschiedlichen Substanzen
- trotz einer vergleichbaren Inhibition der Prozessierung und Verpackung der viralen
genomischen DNA - mit voneinander abweichenden Domanen der grof3en
Terminaseuntereinheit interagieren. Dafir spricht auch, dass keine BDCRB/Bay 38-
4766-Kreuzresistenz beschrieben wurde (45, 169, 260, 313). Daruber hinaus
konnten sowohl in Bay 38-4766- als auch in BDCRB-resistenten Viren in der kleinen
Terminaseuntereinheit pUL89 Resistenzmutationen nachgewiesen werden, wogegen
AlIC246-resistente Viren ausschlieBlich in pUL56 Resistenzmutationen aufweisen
(45, 117, 169, 260, 313). Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass sich AlC246,
Bay 38-4766 und BDCRB in ihrer jeweiligen molekularen Wechselwirkung mit pUL56
bzw. in ihrer jeweiligen Interaktion mit dem gesamten Terminasekomplex
voneinander unterscheiden.

Markertransfer-Analysen bestatigten, dass die in der grolen Terminaseuntereinheit
identifizierten Aminosauresubstitutionen UL56-R369S, -L241P bzw. -C325Y eine
AlIC246-Resistenz vermitteln. Die rekombinanten UL56-Virusmutanten zeigten dabei

ein zum Wildtypvirus RV-HG vergleichbares Wachstum, was bedeutet, dass die
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inserierten Aminosauresubstitutionen die Virusreplikation in Zellkultur nicht
beeintrachtigen. Allerdings ist diese Beobachtung nicht notwendigerweise auf die
Dynamik der HCMV-Replikation in vivo Ubertragbar, da sich diese im Patienten
grundlegend von der HCMV-Replikation in Zellkulturexperimenten unterscheidet (96,
97).

Die Beobachtungen, dass keine der rekombinanten AlC246-resistenten
Virusmutanten eine Kreuzresistenz zu BDCRB zeigte und dass nur RV-HG-ULS56-
C325Y - die Virusmutante mit der hochsten AlC246-Resistenz (11000-fach) - eine
schwache Bay 38-4766-Kreuzresistenz (vierfach) aufweist, deuten zusatzlich darauf
hin, dass sich die inhibitorische Wirkung von AlIC246 auf molekularer Ebene von
BDCRB und Bay 38-4766 unterscheidet. Weitere Markertransfer-Analysen sind
erforderlich, um diese Theorie zu untermauern und um zu prufen, ob auch andere
putativ AlC246-Resistenz vermittelnde Aminosauresubstitutionen eine
Kreuzresistenz vermitteln.

Eine Lokalisation der AlIC246-Resistenz vermittelnden Aminosauresubstitutionen
innerhalb der Tertidrstruktur der grolRen Terminaseuntereinheit konnte zusatzlich
Anhaltspunkte liefern, inwieweit AlIC246, Bay 38-4766 und BDCRB in ihrem
molekularen Wirkmechanismus voneinander abweichen. Dies ist allerdings zur Zeit
noch nicht moglich, da bisher weder fur HCMV pUL56 noch fur eine andere

herpesvirale gro3e Terminaseuntereinheit ein Strukturmodell publiziert wurde.

Die in dieser Arbeit beschriebenen Analysen zum AlC246-Wirkmechanismus deuten
darauf hin, dass AIC246 mit der Verpackung der viralen genomischen DNA in das
Nukleokapsid interferiert. Dies konnte in parallel laufenden Experimenten, die in der
Arbeitsgruppe durchgeflihrt wurden und nicht Teil dieser Arbeit sind, bestatigt
werden. So zeigten Southern Blot Analysen, dass AlC246 ahnlich wie Bay 38-4766
und BDCRB die terminasevermittelte Prozessierung der viralen Genomkonkatemere
zu Genommonomeren inhibiert (117, 198, 244, 313). Jedoch stimmt diese
Beobachtung nicht exakt mit der TEM-Analyse HCMV-infizierter, AIC246-behandelter
HFF-Zellen Uberein, was moglicherweise auf eine partiell unspezifische
Hybridisierung der Southern Blot Sonde zurtckzufuhren ist (vgl. C.4) (117). So war
zwar die Menge an DNA-haltigen C-Kapsiden in Anwesenheit von AIC246 signifikant
reduziert (vgl. Tab. 26), aber es konnten vereinzelt immer noch C-Kapsid-artige
Partikel entdeckt werden (vgl. Abb. 25, b). Wirde AIC246 die Prozessierung der
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konkatemeren genomischen DNA vollstandig inhibieren, kénnten sich keine C-
Kapsid-artigen Strukturen bilden und es waren ausschlie3lich virale A- bzw. B-
Kapside zu beobachten. In Verbindung mit der AlC246-vermittelten Inhibition des
nuklearen egress wird daher angenommen, dass die C-Kapsid-artigen Partikel kein
vollstandiges Genom enthalten. Ein vergleichbares Phanomen wurde auch fir den
inhibitorischen Effekt von BDCRB beschrieben (198, 222). So wurde gezeigt, dass
BDCRB groRtenteils die terminasevermittelte Prozessierung der viralen
Genomkonkatemere zu reifen Genommonomeren inhibiert (198, 222). Zusatzlich
wird jedoch eine geringe Menge von in der U_-Region terminal trunkierten
Genommonomeren prozessiert und in das Nukleokapsid verpackt (vgl. Abb. 2 und 7)
(198, 222). Die Reifung dieser C-Kapsid-artigen Partikel ist jedoch unterbunden,
weshalb sie nicht den nukledren egress durchlaufen und im Zellkern verbleiben (198,
222). Darlber hinaus ist in Anwesenheit von BDCRB - wie auch von AlIC246 - die
Produktion von dense bodies nicht beeintrachtigt, was zusatzlich auf einen

vergleichbaren inhibitorischen Wirkmechanismus hindeuten kann (138, 198, 222).

Basierend auf den bisherigen Daten kann daher keine eindeutige Aussage darlber
getroffen werden, ob AlC246 die Prozessierung der Genomkonkatemere vollstdndig
inhibiert, zu einer teilweisen Trunkierung der Genommonomere fuhrt oder seine
antivirale Wirkung Uber eine Kombination beider Prozesse vermittelt. Zusatzliche
Analysen zur Prozessierung der viralen genomischen konkatemeren DNA - zum
Beispiel Uber die Pulsed-Field-Gelelektrophorese - kdnnten zeigen, inwieweit sich
AIC246 in seiner inhibitorischen Wirkung von Bay 38-4766 und BDCRB

unterscheidet.

Die Analyse der inhibitorischen Aktivitat von AIC2 und AIC3 in Time-of-Addition-
Experimenten deutete schon frihzeitig darauf hin, dass AIC2 und AIC3 - wie AlIC246
- in der spaten Phase des HCMV-Replikationszyklus wirken. Die Beobachtung, dass
AIC2 und AIC3 eine identische und im Vergleich zu AlC246 verschiedene Kinetik
aufweisen, fuhrte jedoch zur Vermutung, dass sich deren antivirale Aktivitat von der
von AlC246 unterscheidet. Unterstutzt wurde diese Annahme durch die Analysen zur
viralen Genexpression, bei denen - im Gegensatz zu AIC246 - in Anwesenheit von

AIC2 bzw. AIC3 eine Akkumulation sowie eine intranukledare Aggregation von
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L-Proteinen beobachtet wurden. Bestatigt wurde diese Hypothese durch TEM-
Analysen, da hier in Anwesenheit von AIC2 und AIC3 schwer deformierte,
ringformige Nukleokapsidstrukturen innerhalb des Zellkerns beobachtet werden
konnten. Dabei deuteten die ringféormige Struktur sowie die auf deren Innenseite
lokalisierten scaffold-Proteine darauf hin, dass die fur die Assemblierung des
Prokapsids essentiellen L-Strukturproteine innerhalb dieser aberranten Strukturen
lokalisieren. Aufbauend auf dieser Beobachtung ist anzunehmen, dass AIC2 bzw.
AIC3 ihren inhibitorischen Effekt wahrend der Bildung des transienten Prokapsids
vermitteln. Diese Vermutung wurde erklaren, weshalb in den Time-of-Addition-
Experimenten AIC2 und AIC3 ihre antivirale Wirkung zeitgleich und vor AIC246
entfalten, da die Assemblierung des viralen Prokapsids vor der Prozessierung und
Verpackung der viralen genomischen DNA erfolgt (112, 270, 271).

Bemerkenswerterweise scheint die Inhibition des nuklearen egress allein nicht zu der
Akkumulation viraler L-Strukturproteine beizutragen (vgl. Abb. 19 A - C), da dieser
Effekt in Anwesenheit von AIC246, das ebenfalls das Ausschleusen von Kapsiden
aus dem Zellkern verhindert, nicht zu beobachten ist. Eine Hypothese ist, dass die in
der TEM-Analyse festgestellten AIC2- bzw. AIC3-vermittelten aberranten
Nukleokapsidstrukturen die Regulation der L-Genexpression modifizieren und zu
einer erhohten Expression von L-Strukturgenen fuhren. Eine quantitative Analyse der
MCP- oder SCP-mRNA-Expression in Anwesenheit von Substanz konnte hiertber

Aufschluss geben.

Im Kontext der Analyse des inhibitorischen Wirkmechanismus von AIC2 und AIC3 ist
die Assemblierung des Prokapsids und insbesondere die ordnungsgemafie Struktur
der aus dem Hauptkapsidprotein MCP gebildeten Penton- und Hexonmonomere
sowie die stabilisierende Wirkung der Triplexe, bestehend aus dem minor capsid-
und dem minor capsid binding protein, von Bedeutung (46, 133, 159, 219, 310). Die
aberranten prokapsidartigen Strukturen lassen vermuten, dass AIC2 und AIC3 mit
den Penton- bzw. Hexonkapsomeren oder mit den Triplexen interferieren. Hier
konnten weitere, jedoch hochauflésende TEM-Analysen, die insbesondere die
Penton- und Hexonstruktur sowie die Interaktion der Triplexe mit den Pentonen und
Hexonen analysieren, zu einer praziseren Charakterisierung des AIC2- bzw. AIC3-

Wirkmechanismus beitragen.
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Fir HSV-1 konnte mittels hochauflésender TEM-Analysen gezeigt werden, dass eine
Koexpression von L-Strukturproteinen eine virus-unabhangige Assemblierung B-
Kapsid-artiger Strukturen induziert (312). Ubertragen auf HCMV stellt sich die Frage,
inwieweit in einem vergleichbaren Experiment B-Kapsid-artige Strukturen gebildet
werden und ob in Anwesenheit von AIC2 bzw. AIC3 - statt B-Kapsid-artiger
Strukturen - aberrante Nukleokapsidstrukturen zu beobachten sind. Auf diese Weise
konnte gezeigt werden, dass die Substanzen mit den viralen Strukturproteinen

interagieren und die korrekte Ausbildung der Nukleokapsidstruktur verhindern.

Die Theorie, dass AIC2 und AIC3 mit der Assemblierung des viralen Nukleokapsids
interferieren, passt zu der Charakterisierung der AIC2- bzw. AIC3-resistenten
Virusstamme. Diese wiesen nicht nur eine AIC2/AIC3-Kreuzresistenz auf, was mit
der vergleichbar aberranten Morphologie der Nukleokapsidstrukturen in Anwesenheit
von Substanz vereinbar ist, sondern zeigten, dass alle Mutationen, die eine AIC2-
bzw. AlIC3-Resistenz induzieren, ausschliel3lich innerhalb des Hauptkapsidproteins
MCP lokalisieren.

HCMV pUL86
Untere Mittlere Obere Untere Mittlere
Doméne Domane Doméne Domane Domane
1- 308 309-386 387-1039 1040-1176 1177-1370
1 | ]H 1370
N1184K| [C1315Y]

K1187N K1338N
C1198L K1338E

D563N F12250

G568R

Abb. 47: Lokalisation der AIC2- bzw. AIC3-Resistenzmutationen innerhalb des HCMV-
Hauptkapsidproteins MCP

Die obere Domane ist dunkelgrau, die mittlere weiss und die untere hellgrau unterlegt. Die AIC2- bzw.
AIC3-Resistenz vermittelnden Aminosauresubstitutionen sind entsprechend markiert. Schwarz:
Singulare in den AIC2- bzw. AIC3-resistenten Virusstdmmen detektierte Aminosauresubstitutionen.
Lila: Virusstamm AIC2-R-13 mit drei Aminosauresubstitutionen. Rot: Virusstamm AIC2-R-7 mit zwei
Aminosauresubstitutionen. Aminosauresubstitutionen, deren resistenzvermittelnde Eigenschaft mittels

Markertransfer-Analyse bestatigt wurden, sind mit einem Rahmen versehen. Verandert nach (9)

Wie bereits bei AIC246 konnten auch hier Markertransfer-Analysen bestatigen, dass

singulare  Aminosauresubstitutionen, abhangig von ihrer Art und Position,
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voneinander abweichende AIC2- bzw. AIC3-Suszeptibilititen vermitteln. Auch hier
zeigten - bis auf eine - alle rekombinanten Virusmutanten ein zum Wildtypvirus RV-
HG vergleichbares Wachstum, was darauf hindeutet, dass die inserierten
Aminosauresubstitutionen die Virusreplikation in Zellkultur nicht beeintrachtigen.
Allerdings ist diese Beobachtung, wie schon bei AlC246-resistenten rekombinanten
Virusmutanten, auch nicht notwendigerweise auf die Dynamik der HCMV-Replikation
in vivo Ubertragbar (96, 97). Bis auf eine Aminosauresubstitution zeigten samtliche
rekombinanten Virusmutanten eine AIC2/AIC3-Kreuzresistenz, was als Indiz dafur
gewertet werden kann, dass das Zielprotein und die Bindedomane von AIC2 und
AIC3 identisch sind, obwohl es sich um chemisch verschiedene Substanzklassen
handelt. Die Beobachtung, dass die UL86-C1315Y-Aminosauresubstitution keine
AIC2/AIC3-Kreuzresistenz vermittelt, lasst jedoch vermuten, dass die molekularen
Wirkmechanismen beider Substanzen zu einem bestimmten Grad voneinander
abweichen.

Samtliche rekombinanten UL86-Virusmutanten zeigten keine GCV- und daruber
hinaus auch keine AlC246-, BDCRB- oder Bay 38-4766-Kreuzresistenz. Daraus wird
geschlossen, dass AIC2 und AIC3 einen flr Herpesviren vdllig neuartigen
inhibitorischen Wirkmechanismus aufweisen, der sich von den Polymerase- und

Terminaseinhibitoren abgrenzt.

Eine Ausnahme bei der Phanotypisierung der rekombinanten UL86-Virusmutanten
bildete die Virusmutante RV-HG-UL86-R583L. So zeigte sich, dass die R583L-
Substitution zu einem Wachstumsdefekt fuhrt, der durch die Zugabe von AIC2 bzw.
AIC3 vollstandig kompensiert werden konnte. Dabei konnten in Anwesenheit von
AIC3 im Vergleich zu AIC2 groliere Virusplaques beobachtet werden. Dies erhartet
zusatzlich die Annahme, dass die neuartigen Substanzen ihren inhibitorischen bzw.
stabilisierenden Effekt auf eine vergleichbare, aber nicht identische Weise vermitteln
(vgl. Abb. 36). Zusatzliche Replikationsanalysen in An- oder Abwesenheit von AIC2
bzw. AIC3 koénnten zu einem besseren Verstandnis des stabilisierenden bzw.
inhibitorischen Effekts dieser Substanzen beitragen.

Interessanterweise konnte eine replikationskompetente UL86-R583L rescue-Mutante
(RV-HG-ULB86-R583L Klon 2) isoliert werden. Deren Phanotypisierung zeigte eine im
Vergleich zum Wildtyp RV-HG um eine Log-Stufe reduzierte Virusreplikation. In

120



Diskussion

Anwesenheit von AIC2 war diese allerdings mit RV-HG vergleichbar. Daraus wird
geschlossen, dass die unbekannte rescue-Mutation die UL86-R583L-vermittelte
Replikationsdefizienz nur teilweise kompensieren kann. Eine vollstandige
Genomanalyse (deep sequencing) der beiden rekombinanten RV-HG-UL86-R583L
Virusmutanten, verbunden mit einem Sequenzvergleich, fihrte bei der UL86-R583L-
rescue-Mutante zu der Detektion eines Aminosaure-Polymorphismus innerhalb des
minor capsid binding proteins (pUL46; nt: g539a; AA: G181E). Die
Aminosauresubstitution im MnCP-bp fuhrte zu einer Theorie, die erklaren kann,
warum RV-HG-UL86-R583L Klon 2 auch in Abwesenheit von AIC2 bzw. AIC3
repliziert. So bildet das MnCP-bp mit zwei MnCP-Monomeren ein Trimer (Triplex),
welches die einzelnen Hexon-Hexon und Hexon-Penton-Protomere miteinander
verbindet (vgl. Abb. 48) (46, 56). Wahrend dieses Prozesses interagieren bei HSV-1
und HCMV die beiden MnCP-Monomere mit der unteren Domane und das MnCP-bp
mit der mittleren Doméane des Hauptkapsidproteins (46, 56, 114, 159, 254). Diese
Wechselwirkung der Triplexe ist dabei fur die Stabilisierung des viralen Prokapsids
sowie fur die Angularisierung und Ausbildung der ikosaedrischen Struktur des
Nukleokapsids essentiell (vgl. Abb. 48) (56). Eine plausible, theoretische Annahme
bestinde darin, dass die UL86-R583L-Substitutionen die Penton- bzw. Hexon-
Strukturen destabilisieren, was wiederum durch die MnCP-bp-G181E-Substitution
innerhalb der Triplexe in Abwesenheit von Substanz kompensiert wird. Dies
wiederum konnte bedeuten, dass die G181E-Substitution des minor capsid proteins
nur die sekundare Penton- bzw. Hexon-Modifikation ausgleicht und nicht
notwendigerweise mit dem molekularen Wirkmechanismus von AIC2 bzw. AIC3 in
Verbindung steht. Unterstitzt wird diese Hypothese durch die Beobachtung, dass bei
keinem AIC2- bzw. AIC3-resistenten Virusstamm eine Aminosauresubstitution
innerhalb des MnCP bzw. MnCP-bp detektiert wurde.
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Abb. 48: Interaktion der Triplexe mit den Hexonen und Pentonen des HCMV-Nukleokapsids
Auf- (A) und Seitenansicht (B) auf die Interaktion eines Penton- (rot) und Hexonkapsomers (blau). Die
Triplexe (Ta und Tc, griin), bestehend aus zwei Kopien des minor capsid proteins und einer Kopie des
minor capsid binding proteins, verbinden das Hexon- mit dem Pentonmonomer Uber die untere
(floor, F) und mittlere (middle, M) Domane des jeweiligen MCP-Monomers. Die mit der oberen MCP-
Domaéane (upper, U) sowie mit der oberen Domane der Triplexe interagierenden Tegumentproteine
sind gelb dargestellt. Verandert nach (56)

Die hypothetischen Auswirkungen, der durch die deep-sequencing-Sequenzanalyse
identifizierten  Punktmutation im MnCP-bp, muiussen nachfolgend durch
Markertransfer-Analysen bestatigt werden. So ist zu klaren, inwieweit die MnCP-bp-
G181E-Aminosauresubstitution die UL86-R583L-vermittelte Replikationsdefizienz
kompensiert bzw. zu einer moglichen AlIC2- bzw. AIC3-Resistenz fuhrt.

Im Zuge der weiteren Charakterisierung des molekularen Wirkmechanismus von
AIC2 bzw. AIC3 stellte sich die Frage, ob die Positionen der jeweiligen
resistenzvermittelnden Aminosauresubstitution - und insbesondere die Position der
UL86-R583L-Substitution innerhalb des HCMV-Hauptkapsidproteins - Ruckschlusse
auf den molekularen Wirkmechanismus dieser Substanzen zulassen. Da fur das
HCMV-Hauptkapsidprotein kein Strukturmodell existiert, aber fir das strukturell
homologe HSV-1 Hauptkapsidprotein VPS5 ein Rontgenstrukturmodell der oberen
Domane vorliegt, wurde ein komparatives Strukturmodell generiert, um die AIC2 bzw.
AIC3-Resistenz vermittelnden Aminosauresubstitutionen innerhalb einer putativen
MCP-Tertiarstruktur zuordnen zu kénnen.

Es zeigte sich, dass die innerhalb des komparativen Strukturmodells lokalisierten
AIC2- bzw. AIC3-Resistenz vermitteinden Aminosauresubstitutionen eine zur

Oberflache gerichtete Position aufweisen. Daher besteht die Mdglichkeit, dass in
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Anwesenheit von Substanz die jeweiligen Mutationen Uber eine Interaktion mit
angrenzenden MCP-Monomeren zu einer Stabilisierung der Penton- bzw. Hexon-
Strukturen beitragen. Bemerkenswerterweise lokalisieren die Aminosaure-
substitutionen P668Q und R583L innerhalb der Interaktionsdomane der oberen
Domane, welche von der bis an die mittlere Doméane angrenzenden grofden Helix
dominiert wird. Wie schon erwahnt, fuhrt die R583L-Substitution zu einem
Replikationsdefekt, der entweder durch Substanz oder mittels einer rescue-Mutation
ausgeglichen wird. Deren Lokalisation auf der mittleren Hohe der grofden Helix fuhrte
zu der Hypothese, dass die R583L-Substitution die Interaktionsdomane der oberen
Domane destabilisiert und so den Replikationsdefekt induziert. Ebenso kdnnte eine
Substitution des Helixbrechers Prolin an Position 668 die Struktur der gro3en Helix
und damit die Interaktionsdomane der oberen Domane verandern. Daher muf® auch
hier die Madglichkeit eines P668Q-vermittelten Replikationsdefekts, der durch
Substanz kompensiert werden kann, in Betracht gezogen werden. Zur Bestatigung
dieser Hypothese ist allerdings eine weitere Markertransfer-Analyse erforderlich.

Die kreuzresistenzvermittelnde Eigenschaft der singularen G525D-Substitution
konnte anhand von Markertransfer-Analysen bestatigt werden, wahrend die
Charakterisierung der singularen D563N-Substitution noch aussteht. Aufgrund der im
Vergleich zum Helixcluster niedrigen Konservierung der Loop-Region, in welcher die
G525D-Substitution lokalisiert ist, kann jedoch keine Aussage Uber deren strukturelle
Auswirkung getroffen werden. Inwieweit die Aminosauresubstitutionen Y522C und
G568R ihre Resistenz allein oder in Verbindung mit den in der mittleren Domane
lokalisierten Mutationen K1338E bzw. D444N und C1198L vermitteln, muss ebenfalls
noch durch Markertransfer-Analysen untersucht werden. Dabei ist zu klaren, ob die
Insertion von multiplen Aminosauresubstitutionen zu additiven Effekten bezlglich der

jeweiligen Substanz-Suszeptibilitat fuhrt.

Die Bewertung der Qualitat des komparativen MCP-Modells basiert auf
verschiedenen Faktoren. Zum einen sind die Nukleokapsidstrukturen sowie die
Hexon- und Pentonstrukturen von HSV-1 und HCMV miteinander vergleichbar, was
auf eine identische Funktion beider Proteine hinweist; zum anderen besitzen HSV-1
VP5 und HCMV MCP einen hohen Anteil identischer und strukturell homologer
Aminosauren sowie eine nahezu identische Sekundarstruktur. Daher ist davon

auszugehen, dass beide Proteine eine vergleichbare Tertiarstruktur aufweisen (9, 38,
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64, 74, 170). Zwar zeigt das komparative Strukturmodell der oberen Doméane mit
20.1% eine im Vergleich niedrige Zahl an identischen Aminosauren. Diese befinden
sich jedoch grofdtenteils innerhalb hoch konservierter a-Helices und Loop-Regionen,
die fur die Interaktion der einzelnen MCP-Monomere innerhalb der Hexon- und
Penton-Strukturen entscheidend sind (9, 38). Daher ist davon auszugehen, dass das
komparative MCP-Modell als vorlaufig akzeptable Darstellung der oberen Domane
des HCMV-Hauptkapsidproteins gelten kann, und dass die raumliche Zuordnung der
resistenzvermittelnden Aminosauresubstitutionen innerhalb der hoch konservierten

Regionen in grol3en Teilen zutrifft.

Eine Zuordnung der AIC2- bzw. AIC3-Resistenz vermittelnden
Aminosauresubstitutionen in die Tertiarstruktur der mittleren Domane von HCMV
MCP konnte aufgrund eines fehlenden Modells nicht durchgefuhrt werden. Daher ist
unklar, wie die Aminosauresubstitutionen der mittleren Domane ihre Resistenz
vermitteln und wie sich die in der mittleren Domane Iokalisierte
Aminosauresubstitution UL86-C1315Y, die bisher als einzige Substitution
ausschlieBlich eine AlC2-Resistenz vermittelt, von den kreuzresistenzinduzierenden

Aminosauresubstitutionen unterscheidet.

Weitere Strukturanalysen konnten eine direkte Interaktion von AIC2 bzw. AIC3 mit
dem Hauptkapsidprotein nachweisen. Da die obere Domane des HSV-1-Proteins
VP5 kristallisiert wurde, besteht die Moglichkeit, dass die obere Doméane von HCMV
MCP vergleichbar zu kristallisieren ist (38). Nachfolgende Rontgenstrukturanalysen
in An- bzw. Abwesenheit von AIC2 und AIC3 koénnten so zu der Aufklarung des

inhibitorischen Wirkmechanismus dieser Substanzen beitragen.

Zusammenfassend wird, basierend auf den durchgefuhrten Analysen zum
Wirkmechanismus von AIC2 und AIC3, angenommen, dass diese ihre antivirale
Wirkung Uber eine Wechselwirkung mit dem HCMV-Hauptkapsidprotein vermitteln,
da alle AIC2- bzw. AIC3-resistenten Viren ausschlieBlich innerhalb des HCMV MCP
Resistenzmutationen enthalten. AIC2 und AIC3 besitzen einen fast identischen
Wirkmechanismus, weichen in ihrer spezifischen molekularen Interaktion mit dem
Hauptkapsidprotein jedoch voneinander ab. So konnten - neben einer AIC2-

Resistenz - AIC2/AIC3-Kreuzresistenzen sowie eine in Abhangigkeit von Substanz
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voneinander abweichende Virusreplikation dokumentiert werden. Ferner wird
angenommen, dass die Interaktion von AIC2 bzw. AIC3 die Hexon- bzw. Penton-
Konformation innerhalb des Prokapsids modifiziert. Daraus resultierend kdnnen die
Triplexe nicht mehr ordnungsgemall mit den aberranten Hexon- bzw. Penton-
Strukturen interagieren, was moglicherweise zum Verlust der Prokapsid-Struktur und
damit zu den in der TEM-Analyse dokumentierten, deformierten Nukleokapsid-
strukturen fuhrt. Aufbauend darauf ist denkbar, dass in Anwesenheit von Substanz
die jeweilige Resistenzmutation eine Stabilisierung der Hexon- und Penton-
Strukturen vermittelt, was zu einer ordnungsgemafien Bindung der Triplexe fihrt und
damit eine nachfolgende Kapsidreifung ermdglicht. Inwieweit bei diesem Prozess die
Interaktion von AIC2 bzw. AIC3 mit dem Haupkapsidprotein unterbunden wird, bleibt
noch zu klaren. Ob es sich dartber hinaus bei AIC2 bzw. AIC3 um strukturelle
Inhibitoren handelt, die Uber eine Wechselwirkung mit den oben genannten
Strukturproteinen ihre antivirale Wirkung entfalten oder um funktionelle Inhibitoren
handelt, die einen enzymatischen Prozess im Zuge der Kapsidreifung inhibieren,

muss in weiterfUhrenden Experimenten untersucht werden.

Im Rahmen dieser Dissertation wurde gezeigt, dass die drei neuartigen antiviralen
Substanzen AlC246 (Letermovir), AIC2 und AIC3 einen anderen Wirkmechanismus
als die bereits als Anti-HCMV-Medikament zugelassenen Polymeraseinhibitoren
aufweisen. AlC246 interferiert - ahnlich aber nicht identisch - wie die beschriebenen
Terminaseinhibitoren Bay 38-4766 und BDCRB mit der Prozessierung und
Verpackung der viralen genomischen DNA. AIC2 und AIC3 dagegen weisen einen
fur Herpesviren ganzlich neuartigen und erstmalig in dieser Arbeit beschriebenen
Wirkmechanismus auf, indem sie mit der strukturellen Integritdt des viralen
Nukleokapsids interferieren. Die nicht vorhandene Kreuzresistenz von AlC246, AIC2
bzw. AIC3 zu den zugelassenen Anti-HCMV-Medikamenten, verbunden mit ihren
hervorragenden praklinischen und klinischen Daten, deuten auf eine weitere,
vielversprechende klinische Entwicklung dieser Uberaus potenten niedermolekularen
HCMV-Inhibitoren hin.
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Zusammenfassung

Das humane Cytomegalovirus (HCMV) ist ein wichtiges Pathogen mit klinischer
Relevanz bei Patienten mit supprimiertem oder geschwachtem Immunsystem sowie
bei Neugeborenen. Alle bisher gegen HCMV zugelassenen Medikamente inhibieren
die virale DNA-Polymerase und sind mit schwerwiegenden Toxizitats- und
Resistenzproblematiken verbunden. Deshalb ist die Entwicklung potenter antiviraler
Substanzen mit neuartigen Wirkmechanismen dringend erforderlich.
Hochdurchsatzscreenings und nachfolgende Leitstrukturoptimierungen fuhrten zu
den drei neuartigen Entwicklungskandidaten AlIC246 (Letermovir), AIC2 und AIC3,
deren molekulare Wirkmechanismen in der vorliegenden Arbeit charakterisiert
wurden.

AlIC246, AIC2 und AIC3 vermitteln ihren inhibitorischen Effekt in der spaten Phase
des HCMV-Replikationszyklus, beeintrachtigen nicht die virale DNA-Synthese und
unterscheiden sich damit von den derzeit als Anti-HCMV-Medikament zugelassenen
Polymeraseinhibitoren. Wahrend AIC246 nicht mit der viralen Genexpression
interferiert, fGhren AIC2 und AIC3 zu einer Aggregation und Akkumulation von viralen
Strukturproteinen. TEM-Anlaysen zeigten, dass alle AIC-Substanzen einen Prozess
im Zellkern inhibieren und daraus resultierend der nukleare egress reifer Viruspartikel
unterbunden wird. Wahrend AIC246 eine signifikante Reduktion von C-Kapsid-
artigen Partikeln induziert, fuhrt die Verabreichung von AIC2 bzw. AIC3 zu einer
Aggregation von Kapsid-Vorlauferstrukturen. Genotypisierungen substanzresistenter
Virusstdamme verbunden mit Markertransfer-Analysen zeigten, dass AIC246 mit der
grollen viralen Terminaseuntereinheit pULS56 interferiet und damit die
ordnungsgemale Prozessierung und Verpackung der viralen genomischen DNA in
das Nukleokapsid inhibiert. Dagegen interferieren AIC2 und AIC3 mit dem
Hauptkapsidprotein MCP und damit mit der strukturellen und funktionellen Integritat
des viralen Nukleokapsids. Damit besitzt AIC246 einen mit beschriebenen
Terminaseinhibitoren  vergleichbaren, aber nicht identischen molekularen
Wirkmechanismus, wahrend AIC2 und AIC3 einen fur Herpesviren vollig neuen und
in dieser Arbeit erstmalig beschriebenen antiviralen Wirkmechanismus aufweisen,

der sich von allen anderen Anti-HCMV-Substanzen abgrenzt.
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Summary

Summary

In spite of substantial therapeutic and diagnostic progress in the management of
HCMV-infection, human cytomegalovirus remains an important opportunistic
pathogen with high clinical relevance. Due to high toxicity and the emergence of
resistant virus, the use of currently licensed drugs for the treatment of severe HCMV
infections is limited. Hence, the development of novel potent antiviral substances with
fewer side effects is urgently needed.

High-throughput-screening followed by hit to lead optimisation led to the identification
of the small molecule HCMV-inhibitors AlIC246 (Letermovir), AIC2 und AIC3. The aim
of this study was the characterization of the modes of action of these novel antiviral

compounds.

Our findings indicate that AlC246, AIC2 und AIC3 act during the late phase of HCMV
replication, do not interfere with viral DNA synthesis and thus provide a mechanism
of action that is distinct from that of existing anti-HCMV drugs (polymerase inhibitors).
AIC246 does not alter viral gene expression whereas AIC2 and AIC3 induce an
aggregation and accumulation of viral structural proteins. TEM-analyses further
revealed that the frequency of C-capsid-like particles is significantly reduced upon
AIC246 treatment. In contrast, AIC2 and AIC3 induce the assembly of malformed
nucleocapsid structures. Both the AIC246- as well as the AIC2-/AIC3-mediated
inhibition is accompanied by the prevention of nuclear egress of capsids.

Genotyping of resistant viruses and marker transfer experiments revealed that
AIC246 interferes with the processing and packaging of viral DNA by targeting the
terminase complex via a molecular mechanism that is distinct to that of other
terminase inhibitors. On the other hand, AIC2 and AIC3 interfere with the structural
integrity of the viral nucleocapsid by targeting the major capsid protein. This
mechanism provides a unique mode of action among currently available anti-

herpesvirus drugs.
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