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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, Interferon (IFN)-Inhibitoren des Maus-Cytomegalovirus
(MCMV) zu identifizieren, da gezeigt wurde, dass MCMV mit der NF-«xB- sowie der
IRF-3-abhangigen Typ | IFN-Induktion interferiert. Befunde unserer Arbeitsgruppe
belegten zudem, dass fur die Inhibition der IRF-3 Signaltransduktion die Expression
der MCMV immediate-early-Gene hinreichend ist. Da in Immunoblot Analysen von
wt-, Aie?- und Aie2-Virus-infizierten Zellen eine vergleichbare IRF-3-Inhibition zu
beobachten war, rickte das Je3-Genprodukt (plE-611) in den Fokus der
Untersuchungen. Im Rahmen der ie3-Funktionsanalysen wurden zwei weitere bisher
unbekannte je3-Isoformen identifiziert. Diese ie3-Transkriptvarianten werden durch
alternative  SpleiRvorgange generiert und kodieren fir die neuen I[E3-
Proteinisoformen plE-453 (453 aa; 60 kDa) und plE-310 (310 aa; 35-40 kDa). Die IE-
453- und |E-310-Proteine werden wie das kanonische I|E-611-Protein unter
selektiven immediate-early-Bedingungen exprimiert. Auf Basis dieser Befunde wurde
eine AIE-611 MCMV-Mutante konstruiert, die kein plE-611 exprimiert, aber noch
intakte plE-453- und plE-310-kodierende Sequenzen enthalt. Mittels dieser Mutante
konnte im Gegensatz zu bisherigen Annahmen erstmals nachgewiesen werden, dass
das kanonische /e3-Genprodukt (plE-611) fur die MCMV-Replikation nicht essentiell
ist. Der Nachweis einer erhdhten |ISRE-Promotor/Enhancer-Aktivitat und einer
gesteigerten IFN-B-Gen-Transkription in AlIE-611-infizierten Zellen deutet auf eine
Beteiligung des IE-611-Proteins bei der Inhibition der Typ | IFN-Induktion hin. Im
Rahmen von Western-Blot Analysen wurden stark erhéhte plE1 (pp89)- sowie leicht
erhdhte pM112/M113 (pE1)-Mengen in AIE-611-Virus- im Vergleich zu wt-Virus-
infizierten Zellen nachgewiesen. Die verstarkte Expression viraler Genprodukte in
AIE-611-Virus-infizierten Zellen spricht fur eine Promotor-Repressor-Funktion des |E-
611-Proteins. Insgesamt konnten somit neue J/e3-kodierte Transkript- und
Proteinisoformen identifiziert und dem plE-611 eine potenzielle Funktion als IFN-

Antagonist und als Promotor-Repressor zugeordnet werden.
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Summary

Summary

Aim of this thesis was the identification of mouse cytomegalovirus (MCMV)-encoded
interferon (IFN) inhibitors, since it has been shown that MCMV interferes with the NF-
kB- and the IRF-3-mediated type | IFN induction.

Data of our group demonstrated, that the MCMV immediate-early genes are sufficient
for the repression of IRF-3 signaling. Since immunoblot analysis of wt-, Aie7- and
Aje2-virus-infected cells revealed a similar inhibition of IRF-3 activation, the
subsequent studies focused on the ie3 gene. While analyzing the /e3 (IE-611) gene
functions, two unknown Je3 isoforms could be identified. These /e3 transcript
isoforms are generated by alternative splicing and encode the new IE3 protein
isoforms plE-453 (453 aa; 60 kDa) and plE-310 (310 aa; 35-40 kDa). Like the
canonical IE-611 protein, the |IE-453 and |IE-310 protein isoforms are expressed
under selective immediate-early conditions. Based on these findings, a AIE-611
MCMV mutant with defective plE-611 but intact plE-453 and plE-310 coding
sequences was constructed. In contrast to current opinion, this mutation resulted in a
replication-competent virus, demonstrating for the first time that the canonical /e3
gene product (plE-611) is non-essential for MCMV replication. The detection of a
pronounced ISRE-promoter/enhancer activity as well as an enhanced IFN-f gene
transcription in AIE-611-infected cells points towards an inhibitory function of the IE-
611 protein concerning the type | IFN induction. In the context of immunoblot analysis
strongly pronounced plE1 (pp89) and slightly enhanced pM112/M113 (pE1)
expression was detected in AIE-611- compared to wt-virus-infected cells. The
pronounced expression of viral gene products in AIE-611-infected cells indicates a
promoter repressor function of plE-611. Altogether, new /e3 encoded transcript and
protein isoforms were identified and a putative function as an IFN antagonist and a

promoter repressor could be assigned to plE-611.
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1. Einleitung

1.1 Viren

Erste Beobachtungen von Erregern, die heutzutage als Viren bekannt sind, wurden
schon 1879 von dem deutschen Forscher Adolf Meyer bei der Untersuchung der
Tabakmosaik-Krankheit gemacht. Er impfte gesunde Tabakpflanzen mit dem Extrakt
kranker Pflanzen an, den er durch das Abreiben kranker Blatter in Wasser gewonnen
hatte, und zeigte, dass 90% der urspringlich gesunden Pflanzen die Tabakmosaik-
Krankheit entwickelten. Er bewies somit die Infektiositdt der Krankheit. Er
schlussfolgerte allerdings, dass es sich um ein Bakterium handeln musste, obwohl er
aus dem Extrakt weder Bakterien noch Pilze isolieren oder kultivieren konnte (Levine
and Enquist, 2007; Mayer, 1886). Weitere Experimente von Dimitri Ivanovskij und
Martinus Beijerinck lieferten Hinweise darauf, dass sich das Pathogen in lebenden
Zellen vermehrt. Beijerinck bezeichnete den Erreger der Tabakmosaik-Krankheit
deshalb als eine ansteckende lebende Flussigkeit (Contagium Vivum Fluidum) und
beschrieb damit eines der ersten Viren (Beijerinck, 1898; Ivanovskij, 1882; 1903). Zur
gleichen Zeit (1897) entdeckten und isolierten die Wissenschaftler Loeffler und
Frosch den Erreger der Maul- und Klauenseuche und Walter Reed et al. identifizierte
1900 das Gelbfieber-Agens (Loeffler and Frosch, 1897; Reed et al., 1900; 1983).

Der Begriff Virus stammt aus dem Lateinischen und bedeutet schleimige Flussigkeit
oder Gift (Hughes, 1977). Viren sind Pathogene, deren Genom zwar die
Informationen fur ihre Vermehrung und Ausbreitung beinhaltet, da sie aber keinen
eigenen Stoffwechsel besitzen, sind sie fur ihre Replikation auf eine Wirtszelle und
deren Stoffwechsel und Organellen angewiesen. Das Genom von Viren kann in Form
von DNA oder RNA (einzel- oder doppelstrangig) vorliegen. Innerhalb einer
Wirtszelle nutzen Viren die zellulare Maschinerie, um anhand der viralen
Nukleinsdure die entsprechenden Genprodukte bzw. Proteine zu synthetisieren.
AuBerhalb einer Zelle liegt das Virus als infektioses Partikel (Virion) vor, das zum
Schutz der Erbinformation-kodierenden Nukleinsdure von einer Proteinhille (Kapsid)
umgeben ist (unbehillte Viren). Manche Viren weisen zuséatzlich zum Kapsid eine

Membranhille (envelope) auf (behllte Viren).
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1.1.1 Herpesviren

Die Familie der Herpesviridae umfasst eine umfangreiche Gruppe von mehr als 200
zur Zeit bekannten behillten, doppelstrangigen (ds) DNA-Viren mit linearem Genom.
Herpesviren gehdren hinsichtlich ihrer Genomgréf3e (z.B. Cytomegalovirus = 240 kb)
und ihrer Morphologie (80-200 nm) zu den gréliten und komplexesten

humanpathogenen Viren.

Kapsid
Tegument
DNA-Genom

Membranhiille (envelope)

Glykoproteine

Abbildung 1.1 Modell des HCMV Virions.

Das virale DNA-Genom wird von einem Kapsid umschlossen, welches zusétzlich von einer Membranhille
(envelope) umgeben ist. Zwischen Membranhille und Kapsid befindet sich eine Proteinmatrix (Tegument), die
hauptséchlich aus Phosphoproteinen besteht.

Modifiziertes Bild basierend auf: "Human Cytomegalovirus (HCMV, Human Herpesvirus 5) cartoon®;
http://iwww.virology.net/Big_Virology/BVDNAherpes.html#Beta von Dr. Marko Reschke, Marburg.

Die Membranhtlle (envelope) der Virionen besteht aus einer Lipiddoppelschicht, in
die viral-kodierte Glykoproteine, aber auch von Wirtszellmembranen abstammende
Proteine eingelagert sind (Pellett and Roizman, 2007). Sie umschlief3t das Kapsid, in
dem das virale Genom eingeschlossen ist. Zwischen dem Kapsid und der
Virusmembran befindet sich eine Proteinmatrix, die als Tegument bezeichnet wird
(Abbildung 1.1). Das Tegument besteht hauptsachlich aus Phosphoproteinen, wie im
Fall des Humanen Cytomegalovirus (HCMV) z.B. pp28 (pUL99), pp65 (pUL83), pp71
(pUL82) und pp150 (pUL32) (Yu et al., 2011). Hauptzweck des Teguments ist es, in

neu infizierten Zellen, Virion abgeleitete praformierte Proteine bereitzustellen, die

20



Einleitung

sofort zur Verfugung stehen und dadurch die virale Replikation begunstigen und

zellulare Abwehrmechanismen hemmen (Pellett and Roizman, 2007).

Fur Herpesviren typisch ist deren Fahigkeit zur persistierenden Infektion. Im
Gegensatz zu vielen anderen Virus-Infektionen ist der Wirt, unabhangig von dessen
Immunstatus, nach einer primaren Herpesvirus-Infektion nicht in der Lage, das Virus
vollstandig zu eliminieren. Das Immunsystem produziert zwar virusspezifische T- und
B-Zellen, erreicht aber keine sterile Immunitat. Jede Herpesinfektion fuhrt also zu
lebenslanger Persistenz und zu Episoden der Reaktivierung der lytischen,
produktiven Infektion wahrend immungeschwachten oder stressreichen Phasen des
Wirtes (siehe Abschnitt 1.1.5.4).

1.1.2 Das Cytomegalovirus

Das Cytomegalovirus (CMV; griechisch cyto =  Zelle®; megalo = ,grol3*), auch
Zytomegalievirus genannt, gehért zu den behillten doppelstrangigen (ds) DNA-Viren.
Es wird in die Familie der Herpesviridae und in die Unterfamilie der
Betaherpesvirinae eingegliedert. Der Name Cytomegalovirus beschreibt sehr treffend
den cytopathischen Effekt (CPE) den es, morphologisch betrachtet, in Virus-
infizierten Zellen auslést - die Zellen blahen sich regelrecht auf und werden deutlich

grélRer als uninfizierte Zellen.

1.1.2.1 Historie

Das Virus ist der Erreger der Einschlusskérperchen-Krankheit in der Speicheldruse.
Die ersten Inklusionen-tragenden Zellen wurden bereits 1881 von H. Ribbert
beobachtet, der diese Zellen in der Niere eines an Syphilis erkrankten und
totgeborenen Kindes entdeckte. Er beschrieb die Inklusionen als homogenen Kdrper
innerhalb des Zellkerns, der durch eine klare Region von der Zellkernmembran
getrennt ist (Ribbert, 1904; Riley, 1997). Von 1920-1950 berichteten viele
Wissenschaftler Uber die Zell-Inklusionen. Die Vermutungen Uber deren Ursprung
reichten allerdings von Amdében Uber Coccidien bis zu Sporozoen. Die ersten
Forscher, die ein Virus als Ursache flur die zelluldren Veradnderungen in Betracht
zogen, waren 1921 Goodpasture und Talbot (Goodpasture, 1921). 1950
untersuchten Smith und Vellios 89 Falle der Inklusionen-Krankheit. Die Erkrankung

wurde von ihnen generalisierte Speicheldrisen Virus-Infektion, Einschluss-Krankheit,
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oder cytomegale Einschluss-Krankheit genannt, da noch Kkeine einheitliche
Nomenklatur bestand. Durch Analogien zwischen naturlichen und experimentellen
Infektionen von Nagern und der humanen Krankheit lieferten sie Hinweise darauf,
dass die Krankheit durch ein Virus verursacht wird. Da der Hauptteil der Falle dieser
Infektion innerhalb der ersten 2 Lebensjahre auftrat, schlussfolgerten Smith und
Vellios, dass die Infektion im Uterus stattfinden konnte (Smith and Vellios, 1950).
1954 wurde das Speicheldrisen-Virus aus Mausen zum ersten Mal erfolgreich von
Smith in primdrem Mauseembryonen-Gewebe kultiviert (Smith, 1954). Kurz darauf
wurde auch das humane Virus isoliert (Smith, 1956). Weller et al. pragte ab 1960 den
Begriff Cytomegalovirus weil die Nomenklatur der CID (cellular inclusion disease)-
Speicheldrisen Virus-Krankheit sperrig und missverstandlich war, da beispielsweise
die Speicheldrise nur einer von vielen moglichen Infektionsorten ist (Weller et al.,
1960).

1.1.2.2 Der lytische CMV-Infektionszyklus

Der erste Schritt der Virus-Infektion erfordert das Andocken (atfachment) des Virus-
Partikels an die Wirtszelle. Anschlie3end verschmelzen die virale Membranhille und
die Zellmembran, wodurch das virale Kapsid in das Cytoplasma der Wirtszelle
gelangt (entry). Fur das Andocken des Partikels an die Zelle sind Rezeptor/Ligand-
Interaktionen notwendig. In diesem Zusammenhang sind verschiedene zellulare
Oberflachenmolekile, an die virale Proteine binden, diskutiert worden (z.B. (Carlson
et al.,, 1997; Chan et al., 2009; Compton et al., 1993; Feire et al., 2004; Hobom et al.,
2000; Isaacson et al., 2007; Kari and Gehrz, 1992; 1993; Mach et al., 2000; Navarro
et al., 1993; Soroceanu et al., 2008; Wang and Shenk, 2005a; 2005b; Wang et al.,
2003).

Nach dem enftry-Prozess wird das virale Kapsid mit Hilfe des Mikrotubuli-Apparats
zum Kernporenkomplex transportiert (Ogawa-Goto et al., 2003; Sodeik et al., 1997).
Dort dissoziiert das Kapsid (uncoating), die virale DNA wird in den Zellkern
geschleust und die Genexpression beginnt (Mocarski et al., 2007).

Die Genexpression der CMV-Viren ist koordiniert und wird in drei Phasen unterteilt.
Die erste Phase der sehr frihen (immediate-early, ie) Gene, beginnt direkt nach der
Infektion der Wirtszelle (Lacaze et al., 2011; Misra et al., 1978). Fur die immediate-
early-Genexpression ist keine virale de novo Protein-Synthese notwendig, da diese
durch Bindung von zelluldren Transkriptionsfaktoren an den major immediate-early

promoter/enhancer (MIEP) oder durch Virion-assoziierte regulatorische Proteine
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induziert und mittels zelluldarer RNA-Polymerase durchgefuhrt wird. Der MIEP ist
konstitutiv aktiv und wird in vielen Zelltypen aktiviert. Die immediate-early-
Genprodukte wirken als Transaktivatoren der zweiten, frihen Phase (early, e) der
viralen Genexpression, d.h. sie leiten die Transkription der early-Gene ein (Chang et
al., 1989; Malone et al., 1990). Hierbei spielen die HCMV Jje2- und die MCMV je3-
Genprodukte eine essentielle Rolle (ausfiihrliche Beschreibung in Abschnitt 1.1.5.3).

Wahrend der early Phase der viralen Genexpression werden vor allem
Nichtstrukturproteine, d.h. Genprodukte, die fur die virale DNA-Synthese und
Replikation sowie die Kapsid-Maturation bendétigt werden, hergestellt. Zudem werden
Proteine synthetisiert, welche die zellulare Umgebung zugunsten der viralen
Replikation verdndern oder die Wirtszellen-Reaktion aufgrund der Infektion
modulieren (Mocarski et al., 2007).

Der Beginn der dritten Phase, der spat (late, /)-induzierten Gene, welche
hauptsachlich fur die viralen Strukturproteine kodieren, ist von der viralen
Genomreplikation abhangig (Mocarski et al., 2007). Experimentell kénnen die
immediate-early- von den early-Genen durch eine Blockade der Protein-Translation
(z.B. Cycloheximid) und die early- von den /ate-Genen durch eine Hemmung der
viralen DNA-Polymerase unterschieden werden (z.B. Phosphono-Essigsaure (PAA)
oder Ganciclovir (GCV).

Die virale DNA-Synthese erfolgt in abgegrenzten nukledren Replikations-
kompartimenten, die sich in rdumlicher Ndhe zu den zelluldren ND10 (nuclear
domain 10)-Domanen befinden. Es konnte nachgewiesen werden, dass die virale
DNA an ND10-Doménen akkumuliert und dort auch die je-Transkription stattfindet
(Ishov et al., 1997). Diese Beobachtung erscheint zunachst verwunderlich, welil die
ND10-assoziierten Proteine (promyelocytic leukemia protein (PML) und Sp100)
sowie das PML-bindende Protein Daxx an der Reprimierung der Transkription
beteiligt sind, da sie bei der Formation von Heterochromatin involviert sind (Ishov et
al., 2004; Seeler et al., 1998; Xu et al., 2001). Zudem wird die Expression von ND10-
assoziierten Proteinen durch Interferone induziert (Maul, 1998). Die ND10-Domé&nen
scheinen somit eher Orte der nuklearen Abwehr darzustellen. Trotzdem findet die
sehr frihe virale Transkription dort statt und wurde deshalb frihe Transkript-

Umgebung (immediate transcript environment) genannt.
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Nach der Akkumulation von /ate-Genprodukten im Zellkern erfolgt der Zusammenbau
von verschiedenen Strukturproteinen zu Partikelvorldufern. Dabei assoziieren die
Kapsid-Proteine zu partikuldren Vorstufen, die allerdings noch keine virale DNA
beinhalten. Daraufhin wird ein virales Genom in das Vorkapsid eingeschleust
(encapsidation), worauf sich die Bindung von einem Teil der Tegument-Proteine
anschlieBt. Im nachsten Schritt wandern die Nukleokapside zur inneren
Kernmembran. Durch das budding an der inneren Kernmembran erhalt das
Nukleokapsid eine Hulle (primary envelopment) und liegt dadurch im
Perinuklearraum als priméares Virion vor. Anschliellend fusioniert die Hulle des
primdren Virions mit der aulleren Kernmembran (deenvelopment). Das wieder
unbehillte Kapsid gelangt in das Cytoplasma und wird wahrend des
cytoplasmatischen Transports mit einem Groldteil der Tegument-Proteine versehen.
An Vesikeln des Trans-Golgi-Netzwerks wird das Kapsid erneut umhillt (secondary
envelopment) und die Assoziation von Glykoproteinen erfolgt. Daraufhin wird das
reife Virion vermutlich innerhalb eines Exozytose-Vesikels zur Plasmamembran
transportiert. Beim letzten Schritt des egress-Prozesses fusioniert das Virion-
enthaltende Exozytose-Vesikel mit der zellularen Plasmamembran und gelangt

dadurch in den extrazellularen Raum (release) (Mocarski et al., 2007).

1.1.2.3 Das CMV-Genom

Das CMV-Genom (ds DNA) umfasst ungefahr 240 kb und kodiert, wie erst kirzlich
gezeigt wurde, im Fall von HCMV fir mehr als 750 Translationsprodukte
(MCMV:(Brocchieri et al., 2005; Rawlinson et al.,, 1996) HCMV: (Ma et al., 2012;
Stern-Ginossar et al.,, 2012)). Beide Strdnge der DNA kodieren in zum Telil
gegensatzlicher Orientierung fur die Transkription von mMRNA. Diese grolie
Kodierungskapazitat erlaubt dem Virus die Expression hochspezialisierter Proteine,
die fur eine bestimmte Aufgabe im Laufe der Evolution entwickelt wurden. MCMV
und HCMV weisen beide kolineare Genome auf und zeichnen sich durch homologe
Genbereiche und konservierte Proteine aus. Die Homologie bestimmter MCMV-Gene
bezogen auf HCMV wird hierbei durch GroRbuchstaben gekennzeichnet z.B. M122

oder M45. Nicht homologe Gene werden klein geschrieben.
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MCMV ORF HCMV ORF Beschreibung
uL32 Tegument-Protein, HCMV pp150
UL34 Repression der US3-Transkription
uL37.1 anti-apoptotische Funktion, mitochondrial inhibitor of apoptosis (VMIA)
M44 UL44 DNA-Bindeprotein
M46 UL46 Kapsid-Protein (minor capsid protein)
M48 UL48 Tegument-Protein (large tegument protein)
m48.1
m48.2 Kapsid-Protein (smallest capsid protein)
UL48.5 Kapsid-Protein (smallest capsid protein)
M49 UL49
UL50 Nukleérer Export
M51 UL51 Verpacken und Schneiden von DNA
M52 UL52 Verpacken und Schneiden von DNA
M53 UL53 nukleérer Export
M54 UL54 DNA-Polymerase
M55 UL55 Glykoprotein B
M56 UL56 Tegument-Protein; Homolog der HCMV Terminase-Untereinheit;
HSV ICP18.5 Homolog
M57 UL57 Haupt-ssDNA-Bindeprotein (major DNA binding protein)
UL60 Putativer OriLyt
M70 UL70 DNA-Helikase/Primase-Untereinheit
M71 UL71 Tegument-Protein
M73 UL73 Glykoprotein N
M75 UL75 Glykoprotein H
UL76 Virion-assoziiertes regulatorisches Protein
M77 UL77 Pyruvoyl-Decarboxylase-Homolog, Verpacken und Schneiden von DNA
M79 UL79
M8o uLsgo Kapsid-Assemblierungs-Protein; Protease
UL85 Kapsid-Protein (minor capsid protein)
UL86 Kapsid-Protein (major capsid protein)
uLs7
M89 Exon 1 UL89 Exon 1 | Verpacken und Schneiden von DNA
M89 Exon 2 Konserviertes Herpesvirus gespleil3tes Gen
UL90
M91 UL91
M92 UL92
M93 UL93 Tegument-Protein
M4 UL94 Tegument-Protein
M95 UL95
M96 UL96 Tegument-Protein
UL98 Alkaline Nuklease
M99 UL99 Tegument-Protein; HCMV pp28
M100 UL100 Glykoprotein M
M102 UL102 DNA-Helikase/Primase-Untereinheit
M104 UL104 Struktur-Protein; Verpacken und Schneiden von DNA
M105 UL105 DNA-Helikase/Primase-Untereinheit
M112 Exon 1-3 Exon 1-3 des early 1-Gens
M113 Potentiell alternativ gespleites M7112/113-Genprodukt bestehend aus
M112 Exon 1 und M113
M115 UL115 Glykoprotein L
M122 Exon 5 UL122 Exon 5 des je3-Gens, je3 ist das Homolog zu HCMV je2
m142
m143

Tabelle 1.1 Essentielle MCMV- und HCMV-ORFs (basierend auf (Brune et al., 1999; Dunn et al., 2003; Lacaze
etal, 2011; Mocarski et al., 2007; Rawlinson et al., 1996).
Angegeben ist jeweils der MCMV- bzw. der HCMV-ORF (open reading frame) und, falls bekannt, eine

Beschreibung der

Genprodukt-Funktion oder

weitere Erlduterungen wie beispielsweise verschiedene

SpleilBvarianten. Fett gedruckte ORFs sind sowohl in MCMV als auch in HCMV "essentiell®, d.h. die Deletion

dieser Gene resultiert in einem replikationsinkompetenten Virus.
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Die Einteilung der Gene in homolog und nicht homolog erfolgte aufgrund von
Positionshomologien, d.h. es wurde analysiert ob im HCMV-Genom ein Gen
vorhanden ist, das eine gewisse genetische Ahnlichkeit aufweist. Die Funktionen der
Genprodukte blieben dabei unbericksichtigt.

Zentral im CMV-Genom sind Gene lokalisiert, welche fur Struktur-Komponenten des
Virus-Partikels kodieren oder eine Rolle bei der viralen Genom-Replikation spielen
(Brocchieri et al.,, 2005; Rawlinson et al., 1996). Viele dieser Gene sind fur die
Virusreplikation "essentiell*, d.h. eine Deletion dieser Gene resultiert in einem
replikationsinkompetenten Virus (siehe Tabelle 1.1). Dieser zentrale Bereich ist in
unterschiedlichen CMV-Spezies konserviert. Der &aul’ere Bereich des Genoms

vermittelt haufig Funktionen des Wirts- und Zelltropismus sowie der Immunevasion.

1.1.3 Klinische Relevanz von HCMV-Infektionen

HCMV kann Uber Koérperflussigkeiten (Speichel, Blut, Urin, genitale Ausscheidungen
und Muttermilch), aber auch diaplazentar von der Mutter auf den Foétus transmittiert
werden. Die diaplazentare Ubertragung wird bei MCMV im Gegensatz zu HCMV
nicht beobachtet. Die HCMV-Seropravalenz liegt bei Erwachsenen, abhangig vom
Alter und Geschlecht sowie vom sozialen und 6konomischen Status, zwischen 45%
und fast 100% (Bate et al., 2010; Cannon et al., 2010). Grundsatzlich sind die
geringsten Durchseuchungsraten in Westeuropa sowie den Vereinigten Staaten von
Amerika (USA 50,4%) und die héchsten Raten in Sudamerika, Afrika und Asien
beobachtet worden (Bate et al., 2010; Cannon et al., 2010).

Die Primarinfektion von gesunden Erwachsenen verlauft normalerweise subklinisch
und bleibt haufig unbemerkt. Es sind aber auch schwerere Verlaufe, bei scheinbar
immunkompetenten Patienten, dokumentiert. Bei diesen Patienten sind vor allem
CMV-induzierte Manifestationen im Bereich des Gastrointestinal-Trakts (z.B. Kolitis)
und des Zentralen Nervensystems (Meningitis, Enzephalitis, Querschnittsmyelitis)
beschrieben (Rafailidis et al., 2008).

Besondere Relevanz hat eine CMV-Infektion bei Menschen mit geschwéchtem
Immunsystem. Eine Immuninkompetenz kann beispielsweise durch Stress, durch
immunsuppressive Behandlung nach einer Organtransplantation oder durch
Pathogene, die bevorzugt Immunzellen infizieren (z.B. HIV), ausgeldst werden und

begunstigt die Primarinfektion als auch die Reaktivierung des Virus. Typische HCMV-
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assoziierte Erkrankungen sind bei diesen Patienten Kolitis, Retinitis oder
Encephalitis.

Wie bereits erwahnt wurde, kann HCMV auch diaplazentar von der Mutter auf den
Foétus Ubertragen werden. Eine HCMV-Primarinfektion wahrend der Schwangerschaft
betrifft 1-8% der Mutter (Rahav, 2007) und fuhrt in ca. 32% der Falle zu einer
kongenitalen Infektion (Kenneson and Cannon, 2007). 10-18% der Neugeborenen
kommen nach einer Priméarinfektionen der Mutter mit symptomatischen kongenitalen
CMV-Erkrankungen zur Welt (Fowler et al., 1992; Modlin et al., 2003). In 10-20% der
Falle ist die kongenitale Infektion letal (Dollard et al., 2007; Modlin et al., 2003) und in
40-58% werden Spétfolgen beobachtet (Dahle et al., 2000; Dollard et al., 2007). Die
HCMV-assoziierten Erkrankungen umfassen Hoérschaden, motorische Stérungen,
Beeintrachtigungen des Sehvermdgens oder geistige Retardation. Bis zu 90% der
Neugeborenen kommen ohne Symptome zur Welt und ca. 10-15% dieser Kinder
erleiden Spatschaden (hauptsachlich sensorineurale Schwerhdérigkeit) (Fowler et al.,
1992; Ludwig and Hengel, 2009; Nigro, 2009). 1,4% der Féten werden aufgrund von
Reaktivierung oder Superinfektion (mit anderen CMV-Stdmmen) kongenital infiziert
(Rahav, 2007).

Eine Behandlung von HCMV-Infektionen ist normalerweise nur bei
immungeschwachten Patienten oder wahrend einer Schwangerschaft erforderlich.
Immunsupprimierte Menschen werden in der Regel mit Virostatika (z.B. Ganciclovir,
Foscarnet, Cidofovir) therapiert, wodurch die Virusreplikation gehemmt und somit die
Viruslast reduziert wird. Die Behandlung von Schwangeren mit Virostatika wird nicht
empfohlen, da die Medikamente potenziell kanzerogen und teratogen wirken.
Verschiedene Studien ergaben allerdings Hinweise darauf, dass die intravendse,
passive Immunisierung von Schwangeren mit CMV-spezifischem
Hyperimmunglobulin (CMV-IVIG = intraveneous immunoglobulin), wie beispielsweise
Cytotect® (Biotest AG), zu einer Verringerung der kongenitalen Infektionsrate sowie
der CMV-assoziierten Erkrankungen fuhrt (Adler and Nigro, 2009; Nigro et al., 2005;
2012).

1.1.4 MCMV als Modellsystem

Die Cytomegaloviren sind durch ihre lange Koevolution mit einer Wirtsspezies
aulerst speziesspezifisch, d.h. das Humane CMV kann nur Menschen, das Maus-
CMV kann nur Mause infizieren. Allerdings kénnen in vitro zum Teil Zellen anderer

Spezies mit CMV infiziert werden, was zu einer gewissen Replikation des Virus fuhrt
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(Ellsmore et al., 2003; Walker and Hudson, 1987; Wu et al., 1997). Bei der Infektion
von speziesfremden Zellen wurde beobachtet, dass virale immediate-early- und
early-Gene exprimiert werden kdénnen, Jate-Gene waren allerdings nicht
nachweisbar, d.h. das Virus kann keinen vollstandigen Replikationszyklus
durchlaufen (Ellsmore et al., 2003; Walker and Hudson, 1987; Wu et al., 1997). Dies
deutet darauf hin, dass die von der viralen Genomreplikation abhangigen
Genprodukte in speziesfremden Zellen nicht hergestellt werden kdénnen. Im
Umkehrschluss bedeutet dies aber auch, dass zur Analyse von immediate-early-
oder early-Phanotypen von MCMV beispielsweise humane Zellen verwendet werden
kénnen.

Die ausgepragte Wirtsspezifitdt hat experimentell betrachtet zwei Konsequenzen:
Einerseits sind alle CMV-Viren, abgesehen von HCMV, fir den Menschen
apathogen. Andererseits bedeutet dies auch, dass die HCMV-Forschung auf in vitro
Experimente mit permissiven Zellen begrenzt ist und keine in vivo Versuche mdglich
sind.

MCMYV eignet sich aufgrund der Genhomologien zu HCMV, aber auch durch einen
ahnlichen Zell- und Organtropismus sowie deren assoziierte Krankheitsverlaufe
(Bolger et al., 1999; Brody and Craighead, 1974; de Maar et al., 2003; Reddehase et

al., 1985) als Modellsystem zur Analyse von Virus-Wirt-Interaktionen. Das

Vorhandensein eines geeigneten Kleintiermodells (nattrlicher Wirt fur MCMV st die
Wildmaus Mus musculus) ermoglicht die Beantwortung von virusgenetischen,
molekularbiologischen und immunologischen Fragestellungen in vivo. Besonders
hervorzuheben ist zudem die Vielzahl der heutzutage verfugbaren knockout-Mause,
die wertvolle Hinweise auf die Beteiligung bestimmter Signaltransduktionswege von

zellularen Abwehrmechanismen gegenuber der Virus-Infektion geben kénnen.

1.1.5 Die MCMV immediate-early-Genregion

1.1.5.1 SpleiRen - ein eukaryotischer und viraler Mechanismus zur Steigerung
der Protein-Diversitat

Die DNA weist Protein-kodierende Bereiche, die als Exons bezeichnet werden, und
nicht Protein-kodierende Bereiche auf, die Introns genannt werden. Im Rahmen der
Transkription wird die DNA in pra-mRNA umgeschrieben, welche die

unterbrechenden Intron-Sequenzen noch enthalt. Parallel zur Transkription werden
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die Introns durch die Splei3-Maschinerie entfernt, wodurch dann die reife mRNA
entsteht. Dabei kénnen aus einer pr&-mRNA mehrere verschiedene mRNAs
prozessiert werden, die wiederum zu funktionell unterschiedlichen Proteinisoformen
translatiert werden kénnen.

Die Exon/Intron-Grenzen weisen konservierte Sequenz-Bereiche auf. Die 5'-
Spleilstelle (SpleiRdonor, SD) zeichnet sich durch ein GT-Dinukleotid an den
Positionen +1 und +2 innerhalb des Introns aus (Abbildung 1.2). Werden die
Sequenzbereiche, die up- und downstream des GT-Nukleotids liegen, mit
berlicksichtigt, ergibt sich ein degeneriertes Konsensus-Motiv mit der Sequenz:
MAG/GTRAGTNN (M = Cytidin oder Adenosin; R = Purin d.h. Adenosin oder
Guanosin; / = Grenze zwischen Exon und Intron; N = jedes Nukleotid).

Die 3'-Spleil3stelle (SpleiRakzeptor, SA) zeichnet sich an den Positionen -2 und -1
des Introns durch ein AG-Dinukleotid aus (Abbildung 1.2). Stromaufwarts dieses
Dinukleotids liegt ein Pyrimidin-reicher Bereich, der Polypyrimidin-Trakt (PPT)
genannt wird, und aus 10-20 Nukleotiden besteht. 11-40 Nukleotide upstream des
AG-Dinukleotids befindet sich zudem die Verzweigungssequenz (branch point
sequence, BPS), die das Konsensus-Motiv YNYTRAC (Y=Pyrimidin d.h. Cytidin oder
Thymidin; R=Purin, N=Pyrimidin oder Purin, A=Verzweigungsstelle) aufweist
(Berglund et al., 1998; Burge et al., 1999; Moore, 1999).

Exon 1 Exon 2
Position -3 -2 -1 #1+2+3+4+5+6+7+8 -8-7-6-5-4-3-2 -1+1+2
MAGGTRAGTNN YNYTRAC....YYYYYYYNYAGGT
11-40 NT
5'Spleil- Verzweigungs- Polypyrimidin- 3'Spleilt-
stelle sequenz Trakt stelle

Abbildung 1.2 Konsensus-Sequenzen humaner Spleistellen (modifiziert nach (Moore, 1999)).

Die 5°-Spleilstelle (SpleiRdonor, SD) eines Introns (schwarze Linie, die Exon 1 und Exon 2 verbindet) ist durch
das GT-Dinukleotid (rot) an den Positionen +1 und +2 gekennzeichnet. Die 3 -Spleilstelle (SpleiRakzeptor, SA)
weist an den Positionen -2 und -1 ein AG (rot) mit vorgelagertem Polypyrimidin-Trakt (blau) auf. 11-40 Nukleotide
upstream des AG-Dinukleotids liegt die Verzweigungsstelle, die hauptséchlich durch ein Adenosin definiert ist.
Rot gekennzeichnet sind die am stérksten konservierten Nukleotide. Y = Pyrimidin, R = Purin, N = Pyrimidin oder

Purin.
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Alternative Spleillvorgénge finden nicht nur bei Eukaryoten, sondern auch bei DNA-
und Retroviren statt. Das HI-Virus Typ 1 generiert beispielsweise durch die Nutzung
verschiedener Spleidonoren und —akzeptoren aus nur einem Primartranskript mehr
als 40 verschiedene mRNAs (Furtado et al., 1991; Purcell and Martin, 1993). Auch
CMV-Viren nutzen alternatives Spleil’en, indem sie aus einer Vorldufer-RNA
verschiedene fertige mRNAs prozessieren, um damit ihre Protein-Diversitat zu

erhéhen.

1.1.5.2 Alternative SpleiBvorgange innerhalb der MCMV immediate-early-
Genregion

Die MCMV immediate-early (ie) Region ist ein prototypisches Beispiel flr eine
Genregion, die von alternativen SpleiRvorgangen beeinflusst wird. Innerhalb dieser
Genregion sind drei immediate-early Gene ie1, ie2 und ie3 beschrieben (Keil et al.,
1987a; 1987b; Messerle et al., 1992; 1991).

Zentral in der je-Genregion liegt der major immediate-early promoter/enhancer
(MIEP), von dem aus sowohl /e1/ie3 als auch je2 transkribiert werden (Abbildung
1.3). Die Exons 1-5 der ie1/ie3-Genregion befinden sich stromabwarts, die Exons 1-3
des /e2-Gens stromaufwarts des MIEP. Die Transkription der ie1/3-Sequenz
resultiert in einer pra-mRNA von 5,1 kb Lange. Fur die Bildung des ie7- bzw. ie3-
spezifischen Transkripts sind alternative SpleiRvorgdnge unumganglich. Hierbei
entsteht eine plE1-kodierende mRNA durch ein Zusammenfugen der Exons 1, 2, 3
und des je71-spezifischen Exons 4. Um eine plE3-kodierende mRNA herzustellen,
werden dagegen die Exons 1, 2, 3 mit dem Je3-spezifischen Exon 5 unter
Ausschluss des ie7-spezifischen Exons 4 zusammengespleil’t (Keil et al., 1987a;
1987b; Messerle et al., 1992). Somit beinhaltet sowohl die gespleil’te ie7- als auch
die /e3-mRNA die Exons 1, 2 und 3. Da beide Transkripte mit ca. 2,75 kb zudem
gleich grol3 sind kénnen sie nur anhand der spezifischen Exon 4- bzw. Exon 5-
Sequenz voneinander unterschieden werden. Als Translationsstart-Kodon fir die
Generierung von plE1 und plE3 wird in beiden Transkripten das ATG; (Start) in
Exon 2 genutzt. Das Exon 1 ist nicht kodierend. Die Translation des /e 1-open reading
frames (ORF) endet am Stopp-Kodon TGA, (Stopp1) wohingegen die Translation
des ie3-ORF am TGA; (Stopp2) stoppt (Abbildung 1.3).
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ie1/3¢—‘ ’—> ie2

Gen::glon T 4 3 2 1 m n E Irl

TGA, TGA, ATG, ATG, TGA,

iet- 4 je2- 1 2 3
mRNA mRNA \/ \/

Stopp, Start, Start, Stopp,
ie3- 5 3 2 1
mRNA — VARV
1]
Stopp, Start,

Abbildung 1.3 Schematische Darstellung der MCMV immediate-early Genregion.

Die ie1- und je3-Transkripte beinhalten beide die Exons 1-3. Spezifitét flr das je1- oder je3-Transkript wird ber
das Exon 4 bzw. Exon 5, das durch alternatives Spleien angefiigt wird, vermittelt (Keil et al., 1987a; 1987b;
Messerle et al., 1992). Das ie1/3 Exon 1 ist nicht kodierend. Stromaufwérts der je1/3-Genregion liegt der major
immediate-early promoter/enhancer (MIEP), der sowohl die Expression des je1/3- als auch des je2-Gens initiiert.
Das je2-Gen besteht aus 3 Exons, wobei hier die Exons 1 und 2 nicht kodierend sind (Keil et al., 1987a; Messerle
et al., 1991). Intronische Bereiche, sind als schwarze Linien, welche die Exons (Rechtecke) miteinander
verbinden, dargestellt. Unterhalb der je-Genregion sind die SpleiR-Vorgénge, die zur Generierung der jef-, jie2-
und j/e3-mRNA notwendig sind, veranschaulicht. Die Translation der je7- und je3-mRNAs beginnt am ATG;
(Starts) und endet am TGA; (Stopp1) bzw. TGA; (Stoppz). Fir die Generierung des |IE2-Proteins wird das ATG:
(Start;) und das TGA3 (Stoppa) genutzt.

Far die Herstellung der ie2-mRNA werden die Exons 1, 2 und 3 upstream des MIEP
zusammengefugt. Die Translation der plE2-kodierenden mRNA beginnt am ATG;
(Start;) im Exon 3 und endet am TGA; (Stopps), d.h. die Exons 1 und 2 sind nicht
kodierend (Keil et al., 1987a; Messerle et al., 1991).

1.1.5.3 Funktionen der MCMV immediate-early-Gene und Phdnotypen der
Deletionsviren

Die major immediate-early Regionen von HCMV und MCMV weisen ein hohes Mal}
an strukturellen Ahnlichkeiten auf. Stromabwéarts des major immediate-early
promoter/enhancer (MIEP) liegt in beiden Virusgenomen eine Transkriptionseinheit,
die aus funf Exons besteht und fir alternativ gespleite Transkripte kodiert. Das
Zusammenfligen der Exons 1-4 resultiert in dem je7-Transkript (Keil et al., 19873;
1987b; Stenberg et al., 1984; Stinski et al., 1983) wohingegen das Transkript,
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bestehend aus Exon 1, 2, 3 und 5 fir das HCMV pIE2 bzw. fur das MCMV-Homolog
plE3 kodiert (siehe auch Abschnitt 1.1.5.2) (Messerle et al., 1992; Stenberg et al.,
1989; 1985)

Das MCMV 89 kDa plE1 (pp89) besteht aus 595 Aminosduren wahrend sich das
HCMV plE1 (72 kDa) aus 491 aa zusammensetzt (Keil et al., 1987a; Messerle et al.,
1992; Stenberg et al., 1984; Stinski et al., 1983). Sowohl fir MCMV als auch far
HCMV sind weitere IE1-Proteinisoformen nachgewiesen worden. MCMV exprimiert
z.B. zusatzlich die pp76-Form, wahrend HCMV z.B. das plE19 generiert (Minch et
al., 1991; Shirakata et al., 2002).

HCMV plE1 und MCMV plIE1 weisen nur eine 12%-Aminosdure-Homologie auf, die
hauptsachlich auf der "sauren® C-terminalen Region der Proteine beruht (Maul and
Negorev, 2008). Allerdings ist ihre Sekundarstruktur sehr ahnlich. Beide Proteine
unterstitzen die Transaktivierung von early-Promotoren und verstarken dadurch den
Effekt des HCMV IE2- bzw. MCMV IE3-Proteins (Messerle et al., 1992; Stenberg et
al., 1990). Des Weiteren sind fur beide IE1-Proteine aktivierende Wirkungen auf
zellulare Promotoren beschrieben (z.B. (Gribaudo et al., 2000; Margolis et al., 1995)).
Die ie1-Genprodukte sind aulerdem an der Dispersion der ND10-Domanen, die aus
PML (promyelocytic leukemia protein), HDACs (Histon-Deacetylasen) und Daxx
bestehen, beteiligt (Ahn et al., 1998; Ishov et al., 1997). Es konnte gezeigt werden,
dass die CMV IE1-Proteine die Sumoylierung von PML reduzieren. Deshalb wird
spekuliert, dass sich durch die PML-Desumoylierung eventuell die PML-gebundenen
Proteine wie Daxx ablésen (Maul and Negorev, 2008). Daxx rekrutiert HDACs an
bestimmte Promotoren und hemmt so die Transkription (Hollenbach et al., 2002; Li et
al., 2000). Fur das MCMV IE1-Protein konnte eine Interaktion mit mDaxx, HDAC2
und PML nachgewiesen werden. Zudem wurde eine inhibitorische Funktion des
MCMV plE1 auf die Deacetylierungsaktivitat von HDAC2 beobachtet (Tang and
Maul, 2003). Neueste Erkenntnisse beweisen, dass eine Deletion des MCMV Jje1-
Gens zu einer Erhdhung der TNF-a-Produktion in vivo fihrt, was auf eine
regulatorische Funktion des plE1 hinsichtlich der zelluldren proinflammatorischen
Antwort hindeutet (Rodriguez-Martin et al., 2012).

Trotz dieser Vielfalt an Funktionalititen sind weder das HCMV- noch das MCMV-
IE1-Protein fur die virale Replikation essentiell (Greaves and Mocarski, 1997; Nevels
et al,, 2004). Im Fall von MCMV st in vitro, unabhangig von der Start-MOI, kein

Replikationsdefizit zu beobachten; in vivo ist ein 2-60-facher Wachstumsnachteil
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(abhdngig vom analysierten Organ, dem Zeitpunkt nach der Infektion und dem
Mausstamm) und eine geringere Virulenz des Deletionsvirus nachweisbar (Ghazal et
al., 2005).

Das MCMV plE3 (611 aa) weist eine Grélke von 88 kDa auf (Messerle et al., 1992).
Das HCMV IE2-Protein (IE86) besteht aus 579 aa und ist 86 kDa grol3 (Stenberg et
al., 1985; 1989). Die Proteine setzen sich, beim Vergleich der C-terminalen
Aminosaure-Sequenz, zu 56% aus identischen oder konservierten Aminosauren
zusammen (Busche et al., 2008).

Sowohl HCMV plE2 als auch MCMV plE3 fungieren als Transaktivatoren der viralen
early-Genexpression (wie z.B. von UL112/113 bzw. M112/113 = e1) (Angulo et al.,
2000; Malone et al., 1990; Messerle et al., 1992; Perez et al., 2013). Gleichzeitig sind
sie Autorepressoren des MIEP und regulieren somit ihre eigene Genexpression
(Hermiston et al., 1990; Macias et al., 1996; Messerle et al., 1992; Petrik et al., 2007,
Pizzorno and Hayward, 1990; Pizzorno et al., 1988; Stenberg et al., 1990). Neuere
Studien von Martinez et al. belegen eine Interaktion von pIE3 mit HDAC2 zu einem
spateren Zeitpunkt der Infektion (24 hpi) wodurch die reprimierende Aktivitdt von
HDAC2 auf die e7-Genepxression aufgehoben wird (Martinez et al., 2010).

plE2 und plE3 weisen zudem Zellzyklus-regulatorische Funktionen auf. plE2 stoppt
den Zellzyklus von HCMV-infizierten Zellen in der Gi-Phase wahrend plE3 einen
Zellzyklus-Arrest von MCMV-infizierten Zellen in der G4- und der G,-Phase bewirkt
(Murphy et al., 2000; Wiebusch and Hagemeier, 1999; Wiebusch et al., 2008).
Aufgrund ihrer entscheidenden Rolle bei der Aktivierung der early-Genexpression
sind das HCMYV je2- und das MCMYV /e3-Gen essentiell fur die virale Replikation, d.h.
die Deletion der entsprechenden Gene resultiert in replikationsinkompetenten Viren
(Angulo et al., 2000; Heider et al., 2002; Marchini et al., 2001; White et al., 2004).

Stromaufwérts des MIEP liegt der fur MCMV-spezifische ie2-Genlokus. Fur das
MCMYV Jje2-Gen ist kein Homolog in HCMV bekannt. Das /e2-Transkript besteht aus
den Exons 1-3 und wird in ein 391 aa umfassenden Protein mit einer Gréf3e von 43
kDa translatiert (Keil et al.,, 1987a; Messerle et al., 1991). Kotransfektionsdaten
deuten darauf hin, dass plE2 eine transaktivierende Funktion auf den MIEP ausibt

(Cardin et al., 1995). In vitro und in vivo Experimente zeigen, dass das plE2 fiur die
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virale Replikation nicht essentiell ist (Cardin et al., 1995; Manning and Mocarski,
1988).

1.1.5.4 Rolle der immediate-early-Gene wahrend Latenz und Reaktivierung
Sowohl HCMV als auch MCMV entwickeln nach der Priméarinfektion den Zustand der
Latenz. Die latente Infektion ist durch die Anwesenheit von latenten viralen Genomen
bei gleichzeitiger Abwesenheit von infektidsen viralen Partikeln und Transkripten der
produktiven Infektion (insbesondere die HCMV je2- und MCMV Jje3-Transkripte)
charakterisiert. Die latenten viralen Genome sind dabei in hamatopoetischen Zellen
nachweisbar (Mocarski et al., 2007).

Die CMV Gen-Expression ist in latent infizierten Zellen auf ein Minimum beschrankt
und bis jetzt wurden nur wenige putative Latenz-assoziierte Transkripte beschrieben
wie beispielsweise ein UL81-82 antisense Transkript (Bego et al., 2005), die sense
und antisense Transkripte der HCMV immediate-early-Region (ORF94/pUL126a)
(Kondo et al., 1996; White et al., 2000), das UL138-Genprodukt (Goodrum et al.,
2007) und eine Isoform des viralen IL-10 Homologs, das von der UL111.5A-Region
kodiert wird (Jenkins et al., 2008; 2004). Zudem wurde eine auf bestimmte Foci
beschrénkte, zeitlich begrenzte und stochastische Transkription der MCMV Jje7- und
ie2-Gene in Lungengewebe von latent infizierten Mausen nachgewiesen (Grzimek et
al., 2001; Kurz et al.,, 1999). ie3-Transkripte konnten innerhalb dieser Foci nicht
detektiert werden (Kurz et al., 1999).

Welche Vorgadnge aulerhalb und innerhalb der latent-infizierten Zelle notwendig
sind, um eine Virus-Reaktivierung auszulosen, ist bis heute nicht ausreichend
aufgeklart. Reaktivierung wird insbesondere nach Stammzell-, Knochenmark- und
Organtransplantationen sowie bei HIV-infizierten Patienten beobachtet (Fietze et al.,
1994; Mutimer et al.,, 1997). Es wird angenommen, dass die Reaktivierung durch
eine Aktivierung des MIEP und der damit einhergehenden immediate-early-
Genexpression induziert wird (Stinski and Isomura, 2007). Latenz-Studien von
MCMV  und HCMV  deuten  darauf hin
Signaltransduktionsvorgdnge und die zellulare Differenzierung zur Reaktivierung
fuhren (Mocarski et al., 2007; Présch et al., 2000).

Obwohl die zellulare Differenzierung einen entscheidenden Schritt bei der

Reaktivierung darstellt, fuhrt diese oder ein Zytokin-Stimulus (z.B. TNF-a) nicht

: dass (Stress-induzierte)

immer automatisch zur Reaktivierung. Aufgrund dessen schlagen Kurz und
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Reddehase eine induzierte Reaktivierung mit mehreren Kontrollpunkten vor (Kurz
and Reddehase, 1999). Das erste Signal, das fur die Aktivierung der Transkription
der jie7- und ie3-Genregion bendtigt wird, ist die Bindung eines Transkriptionsfaktors
an den MIEP. Neuere Daten von Busche und Kollegen zeigen allerdings, dass das
MCMYV je1-Gen weder fir die Latenz-Etablierung noch fur die Reaktivierung benétigt
wird (Busche et al., 2009). Das 2. Signal ist entscheidend daran beteiligt die
Inhibition des ie3-SpleiRvorgangs aufzuheben. Eine Hemmung der /e3-RNA-
Prozessierung wird angenommen, weil ie7- und ie2-Transkripte auch wahrend der
Latenz detektiert werden, aber keine ie3-Transkripte nachweisbar sind. Da aber auch
die Prasenz von /e3-Transkripten (und sogar von gB) nicht zwingend zu einer
produktiven Infektion mit infektidsen Viruspartikeln fihrt, muss es noch weitere
Kontrollpunkte im Anschluss an die je-Transkription geben, die fir eine vollstandige

Reaktivierung uberwunden werden mussen (Kurz and Reddehase, 1999).

1.2 Das Immunsystem und die Erkennung von Pathogenen

1.2.1 Das angeborene und das erworbene Immunsystem

Das Immunsystem wird klassischerweise in eine unspezifische, angeborene (innate)
und eine spezifische, erworbene (adaptive) Immunantwort unterteilt. Nur die
Kombination beider Immunantworten gewahrleistet einen effizienten Schutz
gegenuber Pathogenen. Da im Rahmen dieser Doktorarbeit Virus-Wirt-Interaktionen
wahrend der Phase der angeborenen Immunitat untersucht wurden, wird auf die
adaptive Immunantwort nur kurz (und unvollstandig) eingegangen.

Wie die englische Bezeichnung fir das erlernte Immunsystem (adaptive immunity)
schon erkennen lasst, ist diese Immunitdt sehr anpassungsfahig und bildet ein
Gedachtnis aus. Diese Anpassungsfahigkeit beruht auf der somatischen
Hypermutationen (Insertion von Mutationen in die Gene einer reifenden B-Zelle) und
der somatischen V(D)J Rekombination. Die V(D)J Rekombination erfolgt bei der
Generierung von Immunglobulin (Antikérper)-produzierenden B-Zellen und von T-
Zell-Rezeptoren. Im Rahmen der V(D)J Rekombination werden bestimmte
Gensegmente (Variable, Diverse, Joining) beinahe zuféllig miteinander kombiniert,
wodurch aus einer relativ kleinen Anzahl an Genen eine Vielzahl von
unterschiedlichen Antigen-Rezeptoren generiert wird. Da diese gewollte genetische
Rekombination und die damit einhergehende Veranderung der Erbinformation in den
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proliferierenden Zellen irreversibel ist, erhalten alle Tochterzellen, welche aus dieser
Mutterzelle hervorgehen, dieselbe klonotypische Rezeptor-Spezifitat (Murphy, 2011).
Im Falle einer Infektion erkennen die Zellen, die diese spezifischen Rezeptoren
aufweisen (Antikérper-produzierende B-Zellen, T-Helferzellen (CD4") und
cytotoxische T-Zellen (CD8")), Antigene auf Antigen-prasentierenden Zellen
(Dendritische Zellen, Makrophagen). Da diese pathogenspezifischen Zellen bei einer
Primarinfektion zunéachst aktiviert, vermehrt und zum Ort der Infektion wandern
mussen, greifen die Abwehrmechanismen der adaptiven Immunitat erst in einer
spateren Phase der Infektion. Der Vorteil der adaptiven Immunabwehr besteht somit
in der spezifischen Erkennung von Pathogenen, aber auch in der Bildung von
sogenannten B- bzw. T-Gedachtniszellen (memory B-/T-cells), die bei einer erneuten
Infektion mit demselben Erreger nach einer kurzen Vermehrungsphase schnell
einsatzbereit sind. Durch die Generierung der memory-Zellen wird die lebenslange

Immunitat gegen bereits durchgemachte Infektionen gewahrleistet (Murphy, 2011).

Wahrend der ersten Phase einer Infektion, in denen die Abwehrmechanismen der
adaptiven Immunantwort noch nicht greifen, spielt die angeborene Immunitat eine
essentielle Rolle und wird deswegen auch oft als "first line of defense" bezeichnet.
Ohne die Mechanismen der angeborenen Immunantwort hatten die Pathogene
genug Zeit, um sich so stark zu vermehren, dass dies zum Tod des Wirtes fiihren
wirde, bevor die adaptive Immunantwort Uberhaupt einsatzbereit ist.

Die angeborene Immunitat basiert auf der Erkennung von Pathogenen durch nicht
anpassungsfahige, Keimbahn-kodierte Rezeptoren. Diese Rezeptoren (pattern
recognition receptors (PRR)) detektieren konservierte molekulare Strukturen, die
viele Pathogene gemeinsam haben (pathogen-associated molecular pattern (PAMP))
(Murphy, 2011), wie beispielsweise die Lipopolysaccharide (LPS) von Gram-
negativen Bakterien. Die PRRs sind dadurch in der Lage, zelleigene (selbst) von
zellfremden (nicht selbst) Molekilen zu unterscheiden. Die Bindung eines PAMPs
(Ligand) an einen PRR fiohrt zur Aktivierung von proinflammatorischen
Signaltransduktionskaskaden, welche die Expression von Effektorgenen (wie z.B.
Zytokine) einleiten. AuRerdem wird durch die PRR-vermittelte Signaltransduktion die
Reifung von Dendritischen Zellen (DCs) induziert, was wiederum essentiell fur die
Aktivierung der adaptiven Immunabwehr ist. DCs sowie Makrophagen sind in der

Lage, Pathogene zu phagozytieren und zu lysieren, um deren Antigene anschlieRend
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den Zellen der adaptiven Immunitat zu prasentieren. Durch diesen instruktiven
Prozess wird die Differenzierung der naiven B- und T-Zellen zu Effektor/Gedachtnis-

B- und T-Zellen sowie deren Vermehrung induziert (Murphy, 2011).

1.2.2 Erkennung von Pathogenen

Die PRRs werden in zwei Gruppen unterteilt: die Toll-like-Rezeptoren (TLR) und die
nicht-Toll-like-Rezeptoren (non-TLRs). Der erste Toll-Rezeptor wurde urspringlich in
Drosophila melanogaster identifiziert (Lemaitre et al., 1996). Die Sduger-Homologe
wurde daraufhin als Toll-like Rezeptoren bezeichnet. Der erste humane Toll-like
Rezeptor (heute TLR 1) wurde 1994 auf dem Chromosom 4p14 entdeckt (Nomura et
al.,, 1994; Taguchi et al., 1996). Mittlerweile sind 10 humane (TLR 1-10) und 12
murine (TLR 1-9 und 11-13) TLRs beschrieben, wobei die TLRs 1-9 konserviert sind
(Abbildung 1.4) (Kawai and Akira, 2010).

TLRs sind Transmembranproteine und bestehen aus der extrazellularen
Ektodomane (vermittelt Aviditdt zu den PAMPs), der Transmembrandomane
(Membranverankerung des TLRs) und der intrazelluldren Toll-Interleukin (IL)-1
Rezeptor (TIR)-Domane (Interaktion mit downstream Adapter-Proteinen). UNC93B1
ist ein Transmembran-Protein, das im Endoplasmatischen Retikulum (ER) lokalisiert
ist. Es interagiert mit den TLRs 3, 7, 9 sowie 11 und reguliert deren Transport vom
ER zum Endosom (Brinkmann et al., 2007; Kim et al., 2008; Pifer et al., 2011; Tabeta
et al., 2006).

Zu den non-TLRs gehoéren die dsRNA-erkennenden RIG-I-like Rezeptoren RIG-I
(retinoic acid inducible gene ) und MDA-5 (melanoma differentiation-associated
protein 5). Die von RIG-I- und MDA-5-induzierten Signalwege werden lber das
Adaptermolekil MAVS (auch bekannt als IPS-1/Cardif/VISA) vermittelt und fihren
zur IRF-3 (Interferon requlatory factor 3)- und NF-xB (nuclear factor xB)-Aktivierung
(Kawai et al., 2005; Meylan et al., 2005; Seth et al., 2005; Xu et al., 2005).

Eine weitere sehr umfangreiche Untergruppe der non-TLRs sind die
cytoplasmatischen = NOD  (nucleotide-binding  oligomerization = domain)-like
Rezeptoren. Die NOD-like Rezeptoren werden aufgrund zusatzlich vorhandener
Domaénen (wie z.B. eine CARD- oder eine Pyrin-Doméne) weiter untergliedert. NOD1
und NOD2 sind Mitglieder der NLRC (NOD-like receptor containing a CARD
domain)-Untergruppe und erkennen z.B. bakterielle Peptidoglykane (Elinav et al,,
2011).

37



Einleitung

Lipoteichonsiduren

Lipoproteine GPIl-verankerte

Proteine LPS Flagellin Lipoproteine
Peptidoglykane Zymosan LR
GPl-verankerte Zellmembran
Proteine TLR 6
Cytoplasma
TLR 1
Profilin-
ahnliches

Peptidoglykane Molekl
dsRNA dsRNA bakterielle
5°-PPP NOD1/2 23S rRNA

MDA-5
RIG-I
dsDNA
dsDNA Endosom
dsDNA AlV2
IFI16 UNC93B1
DAI

Nukleus

Abbildung 1.4 Zelluldre Lokalisation der pattern recognition Rezeptoren mit den jeweiligen PAMPs.

Die TLRs (rot) 1, 2, 4, 5, 6 und 10 werden auf der Zelloberfldche présentiert (Kawai and Akira, 2010). Nach
erfolgter Rezeptor/Ligand-Interaktion sind die TLRs 3, 7, 8, 9, 11 und 13 im Endosom lokalisiert. Die TLRs 1-9
sind im humanen und im murinen Genom konserviert. Ein funktioneller TLR 10 wird von der Maus nicht
synthetisiert, da die Sequenz durch eine retrovirale Insertion unterbrochen ist (Pseudogen) (Chuang and Ulevitch,
2001). Die TLRs 11-13 sind in der murinen Sequenz identifiziert worden. Im humanen Genom ist deren Sequenz
nicht présent (Oldenburg et al., 2012; Yarovinsky et al., 2005). Fur TLR 12 ist sowohl die Lokalisation als auch
der Ligand unbekannt (deshalb in der Abb. 1.4 nicht dargestellt). UNC93B1 ist ein Transmembran-Protein, das
mit den TLRs 3, 7, 9 sowie 11 interagiert und deren Transport vom Endoplasmatischen Retikulum zum Endosom
reguliert. Zu den non-TLR PRRs (rot) gehdren die cytosolischen Rezeptoren RIG-I und MDA-5 (RIG-I-like
Rezeptoren), IFI16 und AIM2 (AlIM2-/ike Rezeptoren), die Familie der NOD-/ike Rezeptoren (hier exemplarisch
NOD1 und 2) und DAI.

Zu den PRRs gehdért aullerdem die Familie der AIM2-like Rezeptoren, welche AIM2
(absent in melanoma 2) und IFI16 (auch bekannt als gamma-interferon-inducible
protein IFNGIP1) einschliel3t. Beide Sensoren erkennen dsDNA und sind Interferon-
induzierbare Mitglieder der HIN-200 Familie (Fernandes-Alnemri et al., 2009;
Unterholzner et al., 2010). Das Maus Ortholog von IFI16 ist p204. Eine MCMV-
Infektion induziert die Expression von p204 (Hertel et al., 1999; Rolle et al., 2001). In
dominant-negativen p204-Zellen ist die MCMV DNA-Synthese aufgrund einer
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verzégerten plE1- und DNA-Polymerase-Expression signifikant langsamer. Zudem
kann MCMV den Zellzyklus in p204-negativen Zellen nicht in der G,-Phase stoppen.
Dies deutet darauf hin, dass MCMV p204 nutzt, um den Zellzyklus zu regulieren und
um seine eigene DNA-Synthese zu beschleunigen (Hertel et al., 1999; Rolle et al.,
2001).

Ein ebenfalls cytoplasmatisch-lokalisierter dsDNA-Sensor ist DAl (DNA-dependent
activator of IFN-regulatory factors; auch DLM-1 oder ZBP1 [Z-DNA binding protein 1]
genannt). DAI rekrutiet TBK-1 (TANK-binding kinase) und IRF-3 (Interferon
regulatory factor 3) oder RIP1 sowie RIP3 (receptor-interacting binding kinase 1 bzw.
3) und induziert somit entweder die phosphorylierungsabhéngige Aktivierung des
IRF-3- (Takaoka et al., 2007; Wang et al., 2008) oder des NF-xB-Signalwegs (Kaiser
et al., 2008; Rebsamen et al., 2009).

Nachfolgend wird auf die PRRs und Signaltransduktionsmechanismen eingegangen,
die bei der Erkennung von CMV eine Rolle spielen. Es ist bekannt, dass bereits das
aftachment und das enfry des Vviralen Partikels zur Aktivierung von
proinflammatorischen Signaltransduktionswegen fiihren. So konnte nachgewiesen
werden, dass lésliches Glykoprotein gB und gH von HCMV zu einer
rezeptorabhangigen Induktion von Interferon-stimulated genes (ISG) wie 1ISG54 oder
OAS (2 -5-Oligoadenylat-Synthetase) fiihrt (Boyle et al., 1999; Yurochko et al.,
1997). Zellen, die mit gB behandelt wurden, wiesen dabei ein sehr ahnliches
Transkriptionsprofil auf wie Zellen, die mit HCMV infiziert wurden (Simmen et al.,
2001) und sowohl eine HCMV-Infektion als auch die Behandlung mit I6slichem gB
fuhrt zur Aktivierung von IRF-3 und letztlich zur Expression von IFN-f (Boehme et al.,
2004).

UV-inaktiviertes aber auch replikationskompetentes HCMV induziert eine TLR 2-
abhangige und NF-kxB-vermittelte Zytokin-Expression (z.B. Interleukin-6 und -8)
(Compton et al.,, 2003). Die Zytokin-Initiation wird dabei in Anwesenheit von dem
Korezeptor CD14 verstarkt. TLR 2-defiziente Zellen induzieren nach einer HCMV-
Infektion kein IL-6 mehr. Da die Zytokin-Produktion unabhdngig von der viralen
Replikation induziert wird, deutet dies darauf hin, dass TLR 2 in Kombination mit
CD14 envelope-Proteine des Virus-Partikels erkennt (Compton et al., 2003).
Hinsichtlich der Rolle von TLR 3 bei der CMV-Erkennung gibt es kontroverse Daten.

Wahrend Tabeta et al. erhohte Virus-Titer in TLR 3-defizienten Mausen nachweisen
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konnte, fuhrte der Verlust von TLR 3 in einer spateren in vivo Studie von Delale et al.
zu keiner gesteigerten Viruslast (Delale et al., 2005; Tabeta et al., 2004).

Im Gegensatz dazu wurde die TLR 9-abhéngige MCMV-Erkennung von mehreren
Arbeitsgruppen beobachtet. Daten von Tabeta et al. zeigen, dass eine MCMV-
Infektion den TLR 9-abhangigen und MyD88 (Myeloid differentiation primary
response gene 88)-vermittelten Signaltransduktionsweg induziert (Tabeta et al.,
2004). In Ubereinstimmung mit diesen Daten wurden in TLR 9- und MyD88-
defizienten Mausen hdéhere Virus-Titer als in wi-Mausen detektiert (Delale et al.,
2005; Krug et al., 2004).

Das UNC93B-Transmembran-Protein reguliert den Transport der TLRs 3, 7, 9 und
11 vom ER zum Endosom und ist deshalb entscheidend an der Funktionalitat dieser
PRRs beteiligt. In Mausen, die eine Mutation innerhalb des UNC93B-Gens
aufweisen, kommt die TLR 3-, 7- und 9-vermittelte Signaltransduktion zum Erliegen.
Entsprechend konnte eine erhdhte Sterblichkeit bei diesen Mausen nach einer
MCMV-Infektion nachgewiesen werden (Tabeta et al., 2006).

Neuere Daten zeigen, dass der cytoplasmatische dsDNA-Sensor DAI essentiell fur
die HCMV-induzierte |RF-3-Aktivierung und die IFN-B-Expression ist. Die
Uberexpression von DAI resultiert in einer Inhibiton der HCMV-Replikation
(DeFilippis et al., 2010). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass HCMV dsDNA
von DAl als PAMP erkennt wird.

Aulerdem kénnten die NOD-/ike Rezeptoren und AIM2 an der CMV-bedingten IFN-
Induktion beteiligt sein, da ihre Deletion in geringerer IFN-a- bzw. IFN-B-Expression

resultiert (Kuenzel et al., 2010; Rathinam et al., 2010).

1.2.3 Induktion der Interferon-Expression

Interferone sind pleiotrope Zytokine, die infolge der Erkennung eines Pathogens
produziert und sekretiert werden. Sie wirken hauptsachlich als Botenmolekile, die
eine erhebliche Verdnderung des =zellularen Transkriptomprofils auslésen und
dadurch zur Induktion der angeborenen Immunitat und zur Stimulation der adaptiven
Immunantwort fuhren. IFNs werden aufgrund von strukturellen Homologien, der
Verwendung spezifischer Rezeptorkomplexe und der biologischen Aktivitat in drei
Gruppen unterteilt: Typ | IFN (alle IFN-a-Subtypen, IFN-g, IFN-¢, IFN-x und IFN-w),
Typ Il IEN (IFN-y) und Typ Il IFN (IFN-A 1-3 auch bekannt als IL-28A, IL-28B und
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IL-29) (Donnelly and Kotenko, 2010; Kotenko et al., 2003; Pestka, 1987; Samuel,
2001; Sheppard et al., 2003; Trilling et al., 2012). Obwohl die Typ | und Typ Il
Interferone an verschiedene Rezeptorkomplexe (IFNAR1/2 resp. IL28Ra/IL10Rp)
binden, aktivieren sie die gleiche intrazelluldre JAK-STAT-Signaltransduktions-
kaskade und induzieren eine ahnliche transkriptionelle Antwort (Kotenko et al., 2003;
Sheppard et al., 2003). Typ | und Typ Ill IFNs weisen eine starke intrinsische
antivirale Aktivitat auf und sind in der Lage einen antiviralen Status in einem breiten
Spektrum von Zellen zu induzieren (Donnelly and Kotenko, 2010; Levy and Garcia-
Sastre, 2001; Samuel, 2001). IFN-y stimuliert die Zell-vermittelten Immunantworten,
die entscheidend fur den Schutz des Wirtes gegen intrazelluldare Mikroorganismen
(z.B. Mycobacterium tuberculosis) sind. Zudem spielt IFN-y eine Rolle bei der
Entwicklung der anti-Tumor-Immunantworten und es kann die Induktion der

antiviralen Aktivitat von IFN-o/p verstédrken (Donnelly and Kotenko, 2010).

Die Interaktion eines PAMPs mit einem PRR fuhrt zur Aktivierung verschiedener
Signaltransduktionskaskaden und zur Expression proinflammatorischer Effektorgene.
Da sich diese Doktorarbeit mit der Identifikation MCMV-kodierter Interferon (IFN)
Antagonisten befasst, werden hier ausschlielllich Signalkaskaden beschrieben, die
zur Typ | IFN-Induktion filhren. Eine stark vereinfachte Ubersicht dieser
Signaltransduktionskaskaden ist in Abbildung 1.5 dargestellt.

Die Signaltransduktionswege werden aufgrund der Rekrutierung von spezifischen
cytoplasmatischen Adaptermolekilen durch die PRRs in einen sogenannten MyD88
(myeloid differentiation primary response gene 88)- oder TRIF (TIR-domain-
containing adapter-inducing interferon-B)-vermittelten Signalweg unterteilt. MyD88
wird von allen TLRs auller TLR 3 genutzt. Nach der initialen Aktivierung von MyD88
rekrutiert dieses verschiedene IRAKs (IL-1 receptor-associated kinases). Die IRAK-
Aktivierung fuhrt zu deren Interaktion mit TRAF6 (TNF receptor associated factor),
einer E3-Ligase. TRAFG6 katalysiert die Synthese von Polyubiquitinketten, die zur
Aktivierung des TAK1 (Transforming growth factor beta-activated kinase 1)-Kinase-
Komplexes fuhren (Kanayama et al., 2004; Ordureau et al., 2008). Polyubiquitin-
Ketten oder lineare Di-Ubiquitine (Rahighi et al., 2009) binden auch an die Ubiquitin-
Binde-Domane von NEMO (Nuclear factor-kappa B essential modulator), einer

essentiellen regulatorischen Komponente des IKK (lkB-Kinase)-Komplexes.
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Abbildung 1.5 Vereinfachte Darstellung der Signalwege, die zur Typ | IFN-Induktion fiihren.
Die ausflhrliche Beschreibung der einzelnen Molekiile, Abklrzungen und Aktivierungsschritte erfolgt im Text.

Farblich rot hervorgehoben sind die Molekiile, die fiir das Versténdnis des Ergebnis-Teils eine Rolle spielen.

Hinsichtlich der IKKB-Aktivierung gibt es zwei verschiedene Hypothesen. Entweder
wird TAK1 durch die Polyubiquitinierung von TAK1 und NEMO in raumliche Nahe zu
IKKpP gebracht und ist dadurch in der Lage, IKKB zu phosphorylieren, oder es erfolgt
eine LUBAC (linear ubiquitin chain assembly complex)-vermittelte Ubiquitinierung
von NEMO. LUBAC ist eine E3-Ligase, die lineare Ubiquitin-Ketten bildet. Aktiviertes
IKKpB wiederum phosphoryliert [kBa (Inhibitor of kB «), welches dadurch ubiquitiniert
und proteasomal degradiert wird (Karin and Ben-Neriah, 2000). 1kBo inhibiert (im
unphosphorylierten/inaktiven Zustand) den NF-xB-Komplex durch Maskierung des
nuclear localization signals (NLS), wodurch der Transkriptionsfaktor im Cytoplasma
zuruckgehalten wird. Durch den proteasomalen IkBa-Abbau ist das Rel/NF-«xB-
Homo/Hetero-Dimer (z.B. p50 und p65/RelA) in der Lage, in den Zellkern zu
translozieren und durch Bindung an «B-sifes innerhalb bestimmter Promotoren die
Expression von Effektorgenen, wie IFN-f oder TNF-a, aber auch von negativen
Ruckkopplungsgenen (negative feedback loop), wie IkBa, zu induzieren (Chen and
Ghosh, 1999). Durch den negative feedback loop und die damit einhergehende

Expression von lkBa wird die NF-xB-Aktivitat nach Elimination des NF-xB-Stimulus
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gehemmt und dadurch reguliert. Somit kann das IkBa-Protein experimentell als
Indikator fur den Aktivierungszustand des NF-xB-vermittelten Signaltransduktions-
wegs genutzt werden.

Der TRIF-vermittelte Signalweg kann sowohl eine NF«B als auch eine IRF-3
(Interferon regulatory factor 3)-Aktivierung induzieren. TLR 3 ist der einzige PRR, der
ausschlieBlich den TRIF-vermittelten Signalweg nutzt. Werden von TRIF die
Molekule RIP1 und TRAFG6 rekrutiert, mundet dieser Signalweg in der vorher
beschriebenen Aktivierung von TAK1 und fuhrt zur Induktion des NF-xB Signalwegs.
Die Rekrutierung der Adaptermolekiile TRAF3, NAP1 und TANK hingegen aktiviert
die Kinasen TBK1 und IKKi, welche die Phosphorylierung von IRF-3 induzieren.
Phosphoryliertes IRF-3 dimerisiert, transloziert in den Zellkern und bindet an
Promotoren von I[FN-Genen wie IFN- und IFN-induzierter Gene (Interferon-
stimulated genes (1SG)) z.B. ISG54 (Lin et al., 1998; Mori et al., 2004).

Die Expression des IFN-B-Gens wird durch Bindung eines Transkriptions-Enhancer
Komplexes, auch Enhanceosom genannt, initiiert. Das Enhanceosom setzt sich aus
den Transkriptionsfaktoren, IRF-3 bzw. IRF-7, NF-xB und ATF-2 (activating
transcription factor 2)/c-Jun sowie dem high-mobility-group Protein HMG-| (Y), das
eine Funktion in der DNA-Strukturierung ausubt, zusammen (Du et al., 1993;
Wathelet et al., 1998; Yie et al., 1999). Der IFN-B-Promotor beinhaltet spezifische
Bindestellen, sogenannte positive regulatory domains (PRD), an welche die
aktivierten Transkriptionsfaktoren binden (Abbildung 1.6) (Goodbourn and Maniatis,
1988). PRD | und PRD Ill werden von IRF-3 bzw. IRF-7 erkannt, die nach erfolgter
Dimer-Bildung im Cytoplasma in den Nukleus transloziert sind (Escalante et al.,
2007). Der Transkriptionsfaktor NF-xB bindet an PRD Il (Chen and Ghosh, 1999;
Escalante et al.,, 2002; Garoufalis et al., 1994), wohingegen PRD IV von dem
Heterodimer ATF-2/c-Jun erkannt wird (Du and Maniatis, 1992; Du et al., 1993;
Panne et al., 2004). Die Phosphorylierung und Aktivierung dieses Heterodimers wird
durch MAPK (mitogen activated protein kinases) ausgefuhrt (Davis, 2000; Kyriakis
and Avruch, 2001). Die MAPK reagieren auf Stress-induzierte Signale wie z.B.
proinflammatorische Zytokine, UV-Bestrahlung oder DNA-Schaden (van Dam et al.,
1995). c-Jun ist hauptsachlich im Kern lokalisiert. Inaktives ATF-2 zirkuliert zwischen
dem Nukleus und dem Cytoplasma, da es sowohl zwei nuclear localization

sequences (NLSs) als auch ein nuclear export signal (NES) aufweist. Erst die
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Phosphorylierung und Dimerisierung von ATF-2 und c-Jun hélt ATF-2 im Kern und
macht den Komplex transkriptionell aktiv (Liu et al., 2006).

Die aktivierten Transkriptionsfaktoren (IRF-3 bzw. IRF-7, NF-«xB, ATF-2/cJun)
assoziieren im Zellkern mit den Transkriptionskofaktoren CBP (CREB binding
protein) sowie p300 und induzieren daraufhin synergistisch die IFN-B-Transkription

(Merika et al., 1998; Yoneyama et al., 1998).

HMG I (Y) HMG | (Y)

od
e ATF-2 IRF-3A IRF-3C p50 ©
I —_— I
57" - TAAATGACATAGGAARACTGAAAGGGAGAAGTGAAAGTGGGAAATTCCTCTG -3
3= TTTACTGTATCCTTTTGACTTTCCCTCTTCACTTTCACCCTTTAAGGAGACA -57

c-Jun IRF-7B IRF-7D p65

Abbildung 1.6 Schematische Darstellung des IFN-g-Enhanceosoms.

Die Transkriptionsfaktoren ATF-2 (griin) und c-Jun (heligriin) binden an PRD IV. IRF-3- (rot) bzw. IRF-7- (orange)
Dimere erkennen die PRD IlI-PRD [|-Region des IFN-B-Promotors. Das NF-kB-Dimer, bestehend aus p50
(hellblau) und p65/RelA (blau), bindet an PRD Il. Die Transkriptionsfaktoren assoziieren im Zellkern mit den
Transkriptionskofaktoren CBP (CREB binding protein) sowie p300 und induzieren die IFN-B-Transkription.
Innerhalb der DNA-Sequenz sind die Kern-Bindestellen der Transkriptionsfaktoren mit demselben Farbencode
markiert. Modifiziertes Bild basierend auf (Panne, 2008).

IFN-B und im murinen System zusatzlich IFN-a4 sind die beiden ersten Typ | IFN-
Subtypen, die in Fibroblasten aufgrund einer Virus-Infektion gebildet werden (Marié
et al., 1998). Die anderen IFN-a Subtypen werden in Fibroblasten IFN-g-abhangig im
Rahmen der positiven Riuckkopplung (positive feedback loop) hergestellt (Erlandsson
et al., 1998). Als Teil des positive feedback loops induziert sekretiertes IFN-B die

Expression von IRF-7, welches durch den bereits stimulierten Signalweg selber
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aktiviert wird und dadurch eine fortlaufende Expression von IFN-f und IFN-o4
induziert. Der proinflammatorische Zustand der Zelle wird also nicht nur
aufrechterhalten, sondern sogar verstarkt.

Die molekularen Mechanismen, die zur IFN-y (Typ Il IFN) Induktion fihren, werden
im Folgenden nur kurz beschrieben. IFN-y wird hauptsachlich von NK (natural killer)-
Zellen und T-Lymphozyten hergestellt. Inaktive, naive T-Zellen produzieren sehr
wenig IFN-y. Die Stimulation von naiven CD8'-T-Zellen durch ein Antigen fihrt
zunachst zur Proliferation und zu schwacher klonaler Expansion, aber nicht zur
Entwicklung von Effektorfunktionen. Erst die zusatzliche Stimulation durch
Interleukin-12 oder IFN-a resultiert in starker Expansion und der Ausbildung der
Effektorfunktionen (Mescher et al., 2006). IL-12 spielt dabei eine wichtige Rolle bei
der Regulation der Transkriptionsfaktoren T-bet (T-box transcription factor expressed
in T-cells) und Eomes (Eomesodermin), die wiederum bei der Regulation der IFN-y-
Expression entscheidend sind (Ansel et al., 2006; Intlekofer et al., 2005; Mullen et al.,
2001; Pearce, 2003; Rengarajan et al., 2000; Szabo et al., 2000; 2002; Takemoto et
al., 2006; Zheng and Flavell, 1997). Mehrere Arbeitsgruppen haben conserved non-
coding sequences (NCS) im IFN-y Promotor identifiziert, die upstream des IFN-y
Gens lokalisiert sind und fur die IFN-y Expression wichtig sind (Hatton et al., 2006;
Shnyreva et al., 2004).

1.2.4 IFN-Signaltransduktion

Sekretiertes IFN induziert autokrin und parakrin eine Signalkaskade, die als JAK-
STAT-Signalweg bekannt ist. Die Typ | Interferone binden an den IFN-alpha
Rezeptor (IFNAR) und die Typ Il Interferone an den IFN-gamma Rezeptor (IFNGR)
(Abbildung 1.7). Der IFNAR-Komplex besteht aus zwei Transmembran-
Rezeptorketten, IFNAR1 und 2, die mit den Kinasen Tyk2 (Tyrosinkinase 2) und Jak1
(Januskinase 1) assoziiert sind. Die Bindung von Typ | IFN an den Rezeptor aktiviert
den Rezeptor-Komplex und fihrt zur Rekrutierung und Phosphorylierung von signal
transducer and activator of transcription (STAT)1 und 2 (Fu, 1992; Improta et al.,
1994; Shuai et al., 1993a). Anschliellend heterodimerisiert STAT1 mit STAT2 und
IRF-9 (auch ISGF3y oder p48 genannt) wird rekrutiert (Veals et al., 1992). Der
Heterotrimer-Komplex aus STAT1:STAT2:IRF-9 wird als Interferon-stimulated gene
factor 3 (ISGF 3) bezeichnet. ISGF 3 transloziert in den Nukleus und bindet an
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Promotorelemente, die Interferon-stimulated response elements (ISRE) genannt
werden. Die Bindung von ISGF3 an ISRE-sites (Konsensus-Motiv AGTTTNsTTTC)
induziert die Expression von ISGs wie beispielsweise die Proteinkinase R (PKR), 2 -
5-Oligoadenylat-Synthetasen (OAS) oder die ISG56-Familie (sieche Abschnitt 1.2.5).
IFN-y bindet an den IFNGR, der ebenfalls aus zwei Rezeptorketten (IFNGR1 und 2)
besteht (Aguet et al., 1988; Gray et al., 1989; Hemmi et al., 1994; 1989; Munro and
Maniatis, 1989). Die Januskinase Jak1 ist mit dem IFNGR1 praassoziiert und Jak2
wird nach der Ligandbindung vom IFNGR 2 rekrutiert (Mdller et al., 1993; Sakatsume
et al., 1995; Shuai et al., 1993b; Silvennoinen et al., 1993; Watling et al., 1993). Die
Bindung von IFN-y an den IFNGR induziert die Phosphorylierung von Jak1, Jak2,
den Rezeptorketten und STAT1 (Igarashi et al., 1994). Aktivierte STAT1 Molekile
homodimerisieren und bilden den gamma activated factor (GAF) (Decker et al., 1991;
Shuai et al., 1993b). Dieser transloziert in den Zellkern und initiiert durch Bindung an
Promotor-Elemente, die gamma activated sequences (GAS; Konsensus-Sequenz:
TTCNNNAA) genannt werden, die Expression von Zielgenen wie beispielsweise |IRF-
1 oder IDO.

Typ 1IFN Typ Il IFN

IFN y

IFN u.fﬁ Zellmembran

Cytoplasma

Nukleus

IRF9
! ! , PKR, OAS, B= IRF-1, IDO...

ISRE ISG56-Familie... GAS

Abbildung 1.7 Schematische Darstellung der IFN-induzierten JAK-STAT-Signalwege.
Die von Typ | IFN (IFN-a bzw. -B) initiierte Signalkaskade ist links, die von Typ Il IFN (IFN-y) induzierte Kaskade

ist rechts dargestellt. Die Abfolge der Ereignisse und die Abkilrzungen sind im Text ausfuhrlich beschrieben.
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1.2.5 Interferon-induzierte Effektorgene

Wie bereits in Abschnitt 1.2.4 erwahnt, resultiert die Aktivierung der JAK-STAT-
Signaltransduktionskaskaden in der Expression von Interferon-stimulated genes
(ISGs), welche die (antiviralen) Effektormechanismen vermitteln. Abhangig vom
Zelltyp und der Dauer der IFN-Behandlung werden zwischen 120 und 300 Wirtsgene
direkt durch IFN reguliert (de Veer et al., 2001; Der et al., 1998). Die eminente
Bedeutung der antiviralen IFN-vermittelten Immunantwort wird durch in vivo
Experimente mit knockout-Mausen, in denen Komponenten des I|FN-Systems
spezifisch deletiert wurden, deutlich. Mduse, denen der IFNGR fehlt, sind ca. 5-fach
anfalliger fur eine tédlich verlaufende MCMV Primarinfektion als wt-Mause. IFNAR-
defiziente Mause weisen eine 100-fach erhéhte und IFNAR/IFNGR-Doppel-knockout-
Mause sogar eine 10°-fach héhere Suszeptibilitdt gegeniber einer MCMV-Infektion
auf (Gil et al., 2001; Presti et al., 1998).

Aufgrund der Vielzahl der Interferon-induzierten Abwehrmechanismen beschrankt
sich der folgende Abschnitt auf die wichtigsten und gut charakterisierten antiviralen

Faktoren.

1.2.5.1 Die Interferon-stimulated gene 56-Familie

Die 1SG56-Familie (auch bekannt als IFN-induced tetratricopeptide repeats (IFITs))
umfasst im humanen System vier Mitglieder: ISG56 (IFIT1), ISG54 (IFIT2), 1ISG60
(IFIT3) und 1SG58 (IFITS) (Chebath et al., 1983; de Veer et al., 1998; Levy et al,,
1986; Niikura et al., 1997; Wathelet et al., 1986). In der Maus sind drei Mitglieder
beschrieben: ISG56 (IFIT1), ISG54 (IFIT2) und ISG49 (IFIT3) (Bluyssen et al., 1994;
Fensterl and Sen, 2011; Sarkar and Sen, 2004). Die ISG56-Familienmitglieder
kénnen uber den IFN-vermittelten JAK-STAT-Signalweg, aber auch direkt und IFN-
unabhangig uber die Bindung von PAMPs an PRRs und die damit einhergehende
Aktivierung von IRF-1, -3, -5 und -7 induziert werden (Barnes et al., 2004; Bluyssen
et al.,, 1994; Grandvaux et al., 2002; Lou et al., 2009). Hinsichtlich der antiviralen
Wirkungsweise der [SG56-Familie gibt es verschiedene Befunde. Frihere
Publikationen zeigen, dass das humane ISG54- und ISG56- sowie das murine
ISG54- und ISG56-Protein durch die Bindung des Tranlationsinitiationsfaktors elF3
die Proteintranslation hemmen (Guo and Sen, 2000; Hui et al., 2003; Terenzi et al.,
2006). Spater wurden Daten veréffentlicht, die zeigen, dass das mISG54 und
mISG56 virale mMRNAs erkennt, denen die 2°-O-Methylierung des 5-Guanosin-Caps

fehlt (Daffis et al., 2010) oder die virale Replikation durch 5°-Triphosphate-Bindung
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hemmen (hISG54, hISG56, hISG60) (Fensterl et al., 2012; Pichlmair et al., 2011;
Schmeisser et al.,, 2010). Zusatzlich gibt es Daten, die darauf hinweisen, dass
ISG56-Familienmitglieder die Apoptose fordern (hISG54), die Zytokin-Produktion
regulieren (hISG56) und die Zellmigration inhibieren (hISG54) (Lai et al., 2008; Li et
al., 2009; Stawowczyk et al., 2011).

1.2.5.2 Die Proteinkinase R (PKR)

Die PKR ist ein zellulares Protein, welches eine wichtige Rolle bei der Regulation der
Translation spielt. Die PKR-Expression wird vorwiegend Uber IFN-o/f induziert. Die
Serin/Threonin-Kinase PKR erkennt dsRNA, die in eukaryotischen Zellen
normalerweise nicht vorkommt, aber in Virus-infizierten Zellen generiert wird. Die
Bindung von dsRNA bewirkt eine Konformationsanderung, die zur Dimerbildung und
Autophosphorylierung fuhrt und die PKR aktiviert (Wu and Kaufman, 1996). Im
aktivierten Zustand phosphoryliert die PKR die a-Untereinheit des eukaryotischen
Translationsinitiationsfaktors elF2 und verhindert dadurch dessen Recycling. Bedingt
durch den Mangel an elF2, wird die zellulére Proteintranslation und damit auch die
virale Proteinsynthese und Replikation gestoppt (Clemens and Elia, 1997; Wu and
Kaufman, 1996). Zudem induziert die PKR die Stress-bedingte Apoptose Uber den
FADD-vermittelten Signalweg (Balachandran et al., 1998; Der et al., 1997).

1.2.5.3 Das 2'-5'-OIigoadenylat-Synthetase (OAS)-RNase L System

Die OAS wird durch Typ | IFN induziert und durch dsRNA aktiviert. Aktivierte OAS
nutzt Adenosin-Triphosphate und katalysiert die Synthese von Oligoadenylaten, die
uber eine unubliche 2°-5°-Verbindung verknipft sind (Kerr and Brown, 1978). Die 2°-
5-Oligoadenylate werden durch die monomere Form der Endonuclease L (RNase L)
erkannt, wodurch diese dimerisiert und aktiviert wird (Jacobs and Langland, 1996).
Aktivierte RNase L schneidet cytoplasmatische Einzelstrang-RNA, d.h. mRNA und
tRNA, wodurch letztlich die Proteintranslation und —synthese gehemmt wird (Player
and Torrence, 1998). Die 2°-5"-Nukleinsduren sind sehr instabil. Deshalb ist die
Aktivierung der RNase L von der lokalen Anwesenheit aktivierter OAS abhangig.
Dieser Mechanismus gewahrleistet einen bevorzugten Abbau viraler Transkripte,
welche sich haufig in der Nahe von dsRNA befinden, die wiederum von OAS erkannt
wird (Nilsen and Baglioni, 1979). Das 2°-5-OAS-RNase L-System ist somit in der

Lage, virale und zellulare mRNA zu unterscheiden.
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1.2.5.4 IFN-induzierte Apoptose

Typ | IFN-behandelte Zellen, die mit einem Virus infiziert werden, induzieren haufig
Apoptose. Entscheidend fur diese IFN- und Virus-induzierte Apoptose sind mehrere
und vermutlich Uberlappende Mechanismen. Beispielsweise induziert die MDAS-
vermittelte PKR-Aktivierung den FADD/Caspase-8 Todessignalweg (death signaling
pathway) (Balachandran et al., 1998; 2000). Das Tumorsuppressor-Gen p53 spielt
vermutlich ebenfalls eine Rolle bei der Virus-induzierten Apoptose. p53 ist aufgrund
eines ISRE-Motive im Promotor dber Typ | IFN-vermittelte Signalkaskaden
induzierbar. p53-defiziente Zellen sind nicht mehr in der Lage, aufgrund einer VSV-
Infektion Apoptose zu initiieren. Zudem sind p53 knockout-Mause in vivo aullerst
suszeptibel fur eine VSV-Infektion (Takaoka et al., 2003). Fir IFN-y wurde berichtet,
dass es durch eine Induktion der Fas- und Fas-Ligand-Expression Apoptose
induzieren kann (Xu et al., 1998).

1.2.6 Virale Immunevasion

Das Immunsystem immunkompetenter Wirte ist ein hochentwickeltes Netzwerk
verschiedenster Effektormechanismen, welches Pathogene, wie z.B. Viren, trotz
deren Eindringen in den Wirtsorganismus kontrolliert und idealerweise sogar
eliminiert. Da Viren flr ihre Replikation und Vermehrung die zelluldre Maschinerie
des Wirtes bendtigen, miussen sie zumindest so lange in der Wirtzelle Uberleben, bis
ein Replikationszyklus durchlaufen ist. Dazu mussen die Viren zunéchst intrinsische
Resistenz-Mechanismen (z.B. PML, Daxx), im Anschluss die angeborene Immunitat
mit dem dazugehdrigen IFN-System und letztlich die adaptive Immunitat Gberwinden.
Aufgrund der Koevolution von Pathogenen und ihren Wirten, die zum Teil vor
Millionen von Jahren begann und bis heute andauert, haben Viren und andere
Pathogene ihrerseits Evasionsmechanismen entwickelt, um das Immunsystem des

Wirtes zu unterlaufen bzw. zu hemmen.

1.2.6.1 Evasionsstrategien verschiedener Viren

Im Grunde genommen exprimiert jedes Virus mindestens ein Protein, dessen
Hauptaufgabe es ist, das Immunsystem des Wirtes zu inhibieren und zu kontrollieren
und dadurch die virale Replikation zu begunstigen. Da eine vollstandige Aufzdhlung
aller, bisher identifizierter Evasionsmechanismen unmaéglich ist, beschrankt sich die
Tabelle 1.2 auf einige wenige ausgewahlte virale Evasionstrategien, die das IFN-

System betreffen (Hengel et al., 2005; Taylor and Mossman, 2012).
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. Virus
E’ Virus ORF/Protein Referenz
2 Lassa-Fieber-Virus Nukleoprotein (Hastie et al., 2011)
< (NP)
<= Herpes-Simplex-Virus-2 virion host shutoff
i (HSV-2) (vhs) (Yao and Rosenthal, 2011)
72}
3 Hepatitis-C-Virus (HCV) E1E2 (envelope) (Eksioglu et al., 2011)
> Hepatitis-C-Virus (HCV) St';‘uskﬁ é’r‘c':igtn) (Tamura et al., 2011)
c Hepatitis-A-Virus (HAV) 3¢P (Qu et al., 2011)
> é Enterovirus 71 3C (Leietal., 2011)
S -g Hepatitis-B-Virus (HBV) HBeAg (Lang et al., 2011)
=
- Coxsackie-Virus B3 3cPe (Mukherjee et al., 2011)
Masern-Virus V-Protein (Schuhmann et al., 2011)
& Zaire-Ebola-Virus VP24 (Halfmann et al., 2011)
o .
° - Vi (Basler et al., 2003;
"3_ E Zaire-Ebola-Virus VP35 Prins et al., 2009)
= 8 Varizella-Zoster-Virus
X K vzV) ORF61 (Zhu et al., 2011)
ﬁ A Humanes Immundefizienz- Vor und Vif (Doehle et al., 2009;
P Virus 1 (HIV-1) P Okumura et al., 2008)
Respiratorisches-Synzytial-
Virus (RSV) NS1 (Ren et al., 2011)
e (Colamonici et al., 1995;
t_;l .S Vaccinia-Virus (VV) B18R Symons et al., 1995)
c X Respiratorisches-Synzytial- .
‘%7 _g Virus (RSV) NS1 und NS2 (Jieetal, 2011)
= 2 Kaposi-Sarkom-
L © assoziiertes Herpesvirus vIRF2 (Mutocheluh et al., 2011)
* (KSHV)
3 (Chang et al., 1992; Perdiguero
g L E Vaccinia-Virus (VV) E3L and Esteban, 2009; Rivas et al.,
0 2 0 1998; Romano et al., 1998)
E N3 S
= E -5 (Hale et al., 2008; Li et al., 2006;
£ @ Influenza-Virus NS1 Min and Krug, 2006; Min et al.,
€ 2007)

Tabelle 1.2 Evasionsstrategien verschiedener Viren.
Dargestellt sind Evasionstrategien verschiedener Viren, die das IFN-System betreffen. Zur besseren Ubersicht
erfolgte eine Untergliederung hinsichtlich des viralen Angriffspunkts/Wirkmechanismus wie z.B. Hemmung der

Virus-Erkennung.

1.2.6.2 Immunevasionsmechanismen der Cytomegaloviren

Trotz vieler Ahnlichkeiten von HCMV und MCMV (siehe Abschnitt 1.1.2 und 1.1.4)
gibt es doch Unterschiede zwischen den Viren. Der gréf3te Sequenz-Unterschied
befindet sich in den genomischen Termini der CMVs, d. h. in dem Bereich, wo die

meisten Gene lokalisiert sind, die an der Immunmodulation beteiligt sind. Dieser
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Unterschied ist nicht verwunderlich, da sich die CMVs seit 10® Jahren in
verschiedenen Wirten entwickeln (McGeoch et al., 2000). Dies hat zur Folge, dass
die immunmodulatorischen ORFs und ihr genauer Wirkmechanismus zwischen den
CMVs oft unterschiedlich ist (Loewendorf and Benedict, 2010). Grundsatzlich sind
aber die Immunmechanismen, die von den CMVs gehemmt werden, recht
konserviert, d.h. HCMV und MCMV bauen beispielsweise beide STAT2 ab, nutzen
daflr aber unterschiedliche ORFs (Le et al., 2008a; Trilling et al., 2011; Zimmermann
et al., 2005).

Da im Rahmen dieser Doktorarbeit CMV-Genprodukte identifiziert werden sollen,
welche die angeborene Immunitdt und insbesondere das IFN-System hemmen,
werden nachfolgend bereits publizierte CMV-kodierte Antagonisten des IFN-Systems
beschrieben. CMV-Gene, die bei der Hemmung der adaptiven Immunantwort eine
Rolle spielen, sind unter anderem in den folgenden (Ubersichts)artikeln beschrieben
(Atalay et al., 2002; Babic¢ et al., 2011; Benedict and Janssen, 2007; Budt et al.,
2004; Corrales-Aguilar et al., 2013; Halenius et al., 2011; Hengel et al., 1998; Jonjic
et al.,, 2008; Lenac et al., 2008; Loewendorf and Benedict, 2010; Sinclair, 2008;
Sprague et al., 2008; Thale et al., 1994; Wilkinson et al., 2008).

Einer der fruhsten =zelluldren Immunantwort-Induktionsmechanismen ist die
Erkennung eines PAMPs durch einen PRR, wodurch die IFN-Expression initiiert wird.
Dabei spielen die Transkriptionsfaktor-Komplexe NF-xB, IRF-3 sowie ATF2/c-Jun
eine wichtige Rolle.

Das HCMV I|E2-Protein (kodiert von UL122, auch bekannt als plE86 oder pp86)
interferiert mit der Induktion von IFN-B (Taylor and Bresnahan, 2005). pIE2 hemmt
dabei die DNA-Bindung des NF-kB-Transkriptionskomplexes p50:p65 und verringert
dadurch die Expression vieler Gene, die eine kB-Bindestelle im Promotor aufweisen
wie z.B. IFN-B (Taylor and Bresnahan, 2005; 2006a; 2006b).

Fur das HCMV UL83-Protein (pp65) wird ebenfalls eine IFN-inhibitorische Funktion
diskutiert, da die Infektion mit einer AUL83-Mutante im Vergleich zum wt-Virus unter
anderem in einer starkeren IFN-B-Transkription resultierte (Abate et al., 2004;
Browne and Shenk, 2003). Weitere Studien belegten allerdings, dass das AUL83-
Virus signifikant geringere Mengen der HCMV Proteine plE2 und pUL82 (pp/1)
exprimiert. Eine Virus-Mutante, in welcher der UL83-ORF nicht deletiert, sondern

durch die Insertion eines Stopp-Kodons unterbrochen wurde, zeigte wieder wt-artige
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pUL82- und plE2-Expression und war wieder in der Lage, die IFN-p-Induktion zu
hemmen (Taylor and Bresnahan, 2006b). Da das IE2-Protein einerseits ein wichtiger
Transaktivator der viralen Genexpression ist, andererseits aber auch die NF-«xB-
Aktivierung hemmt, deuten diese Daten daraufhin, dass zumindest ein Teil des
AUL83-Phanotyps auf die geringere plE2-Menge zurlckzufuhren ist. Neueste
Erkenntnisse zeigen, dass pUL83 mit IFI16, IFI16b und IFIX (HIN-200-Familien-
Mitglieder) koimmunoprazipiert. pUL83 und IFI16 binden an den HCMV MIEP, wobei
IFI16 fur eine effiziente je-Genexpression und virale Replikation (bei geringer
Infektionsdosis) benétigt wird (Cristea et al., 2010).

Das UL111a-Genprodukt (auch virales IL-10 (vIL-10) genannt) besitzt in produktiv-
infizierten Zellen eine GréRBe von 20 kDa. Es wirkt wie das zellulare IL-10
immunsuppressiv und hemmt die Typ | IFN-Produktion von pDCs (Chang et al.,
2009; Kotenko et al., 2000). Eine etwas kleinere Spleil3variante des viralen IL-10 (16
kDa) wurde in latent-infizierten Zellen identifiziert (Jenkins et al., 2004).

Unsere Arbeitsgruppe konnte nachweisen, dass MCMV die initiale Typ | IFN-
Expression in Fibroblasten nach einer kurzen Induktionsphase aktiv hemmt (Le et al.,
2008b). Die viralen Antagonisten sowie deren zelluldre Zielmolekile waren zu
Beginn dieser Doktorarbeit nicht identifiziert.

Das MCMV M45-Genprodukt wurde ursprianglich als Ribonukleotid-Reduktase-
Sequenz-Homolog beschrieben (Brune et al., 2001b; Rawlinson et al., 1996). Neuere
Studien belegen allerdings, dass pM45 keine Nukleotid-Reduktase-Aktivitat aufweist
(Lembo et al., 2004), sondern vielmehr an der Inhibition des TNF-Rezeptor 1-, des
TLR 3- und des DAl-initiierten Signalwegs beteiligt ist (Mack et al., 2008; Rebsamen
et al., 2009; Upton et al., 2008).

Cytomegaloviren interferieren nicht nur mit der IFN-Induktion, sondern auch mit der
IFN-Signaltransduktion im JAK/STAT-Signalweg.

Das HCMV IE1-Protein (auch pUL123 oder pp72 genannt) kolokalisiert mit ISGF3,
der aus STAT1, STAT2 und IRF-9 besteht. plE1 koprazipitiert in nukledren Lysaten
stark mit STAT2 und schwach mit STAT1. Die Formation des ISGF3-Komplexes wird
von plE1 nicht gestért. In Anwesenheit des |IE1-Proteins konnte eine schlechtere
DNA-Bindung des ISGF3 an ISRE-enthaltende Promotoren beobachtet und
geringere Mengen an ISGs nachgewiesen werden. Zudem wurde eine plE1-bedingte

Relokalisation von STAT2 in nuklearen ND10-Doméanen beschrieben (Huh et al.,
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2008; Paulus et al., 2006). Fur das HCMV-Virus ist auRerdem publiziert, dass es
Proteine exprimiert, die mit JAK1 (Miller et al., 1998), STAT2 (Le et al., 2008a) und
IRF-9 (Miller et al., 1999) interferieren. Die verantwortlichen Gene sind allerdings
noch nicht identifiziert.

Das MCMV MZ27-Genprodukt interferiert ebenfalls mit der Signaltransduktion im
JAK/STAT-Signalweg. pM27 wird fur die virale Replikation in Fibroblasten in vitro
nicht bendétigt, ist aber fur eine effiziente in vivo Replikation essentiell (Abenes et al.,
2001; Zimmermann et al., 2005). Erste Hinweise fur die pM27-Beteiligung an der
Hemmung der IFN-Signaltransduktion lieferten Experimente mit einem AM27-Virus.
Dabei stellte sich heraus, dass das M27-Deletionsvirus in vifro anndhernd Wildtyp-
artig wachst, so lange die Zellen nicht mit IFN behandelt werden (Zimmermann et al.,
2005). Zudem konnten nach Infektionen mit dem AMZ27-Virus erhdhte ISG-Mengen
nachgewiesen werden (Khan et al., 2004). Weitere Analysen ergaben, dass das
M27-Protein die zellulare STAT2-Menge reduziert, indem es die STAT2-
Halbwertszeit verkurzt. pM27 rekrutiert dazu den DDB1-Cullin 4A-Komplex (ein
Multiprotein E3-Ubiquitin-Ligase-Komplex) und induziert dadurch eine STAT2-
Polyubiquitinierung, wodurch STAT2 proteasomal abgebaut wird (Trilling et al., 2011,
Zimmermann et al., 2005). Fur MCMV ist zudem beschrieben, dass es mit der

Promotor-Assemblierung IFN-y-induzierter Gene interferiert (Popkin et al., 2003).

Zwei IFN-induzierte und durch dsRNA aktivierte Effektormolekile, die durch CMV-
Infektionen gehemmt werden, sind die Proteinkinase R und die 2°5-Oligoadenylat-
Synthetase.

Das HCMV UL126a-Protein (auch ORF94 genannt) ist ein nukleares und Latenz-
assoziiertes Protein. Die Anwesenheit des pUL126a inhibiert die OAS-Expression,
wodurch eine geringere Kapazitdt bei deren Katalyse der 2°-5-Oligoadenylat-
Formation resultiert. (Kondo et al., 1996; Tan et al., 2011; White et al., 2000).

Sowohl HCMV als auch MCMV kodieren fur Inhibitoren der PKR. Die HCMV /RS17-
und TRS7-Genprodukte binden dsRNA und PKR. Durch die Bindung von pIRS1 und
pTRS1 wird die PKR aus dem Cytoplasma in den Nukleus transportiert, um sie von
der cytoplasmatischen dsRNA und ihrem Substrat, dem elF2a, zu entfernen (Hakki
and Geballe, 2005; Hakki et al., 2006).

Die MCMV m142- und m143-Genprodukte interagieren miteinander und sind

essentiell fur die MCMV-Replikation. Indem sie mit der PKR assoziieren, verhindern
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sie die PKR-Aktivierung durch dsRNA, die Phosphorylierung des elF2o und somit
auch das Abschalten der Proteinsynthese (Budt et al., 2009; Valchanova et al.,
2006).
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1.3 Ziel dieser Arbeit

Das IFN-System als wesentlicher Teil des angeborenen Immunsystems stellt eine
der ersten Hirden dar, die ein Virus fur eine effiziente Replikation und Vermehrung
Uberwinden muss. Aufgrund dessen haben viele Viren Antagonisten entwickelt, die
mit der zelluldaren IFN-Induktion und den IFN-vermittelten Effektormechanismen
interferieren.

Daten unserer Arbeitsgruppe belegen, dass MCMV die Typ | IFN-Expression nach
einer nur kurz andauernden initialen Induktionsphase aktiv hemmt (Le et al., 2008b).
Die Inhibition des NF-kxB-Signalwegs konnte dabei durch eine Verldangerung der
lkBa-Halbwertzeit gezeigt werden. Die Hemmung der |IRF-3-vermittelten
Signalkaskade wurde durch eine geringere nukledre Akkumulation von
phosphoryliertem bzw. dimerisietem |IRF-3 nach einer MCMV-Infektion
nachgewiesen (Le et al.,, 2008b). Da zu Beginn dieser Doktorarbeit weder der
Antagonist des NF-xB- noch des IRF-3-Signalwegs bekannt war, sollten im Rahmen
dieser Arbeit das bzw. die viralen MCMV-kodierten Genprodukt(e) identifiziert

werden, die zur Hemmung der initialen Typ | IFN-Induktion beitragen.
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2. Ergebnisse

Ausgangspunkt fuar diese Untersuchungen waren frihere Experimente der
Arbeitsgruppe, die zeigten, dass das murine Cytomegalovirus die initiale Typ | IFN-
Expression nach einer kurzen Induktionsphase aktiv inhibiert. Durch den Nachweis
einer verlangerten Halbwertszeit von IkBa (Inhibitor of kB o) konnte belegt werden,
dass MCMV die NF-«xB Signalkaskade hemmt. Die Interferenz mit dem IRF-3-
vermittelten Signalweg wurde durch eine verminderte nukledre Akkumulation von
phosphoryliertem bzw. dimerisiertem IRF-3 nach MCMV-Infektion belegt. Ferner
konnte gezeigt werden, dass die IFN-B-Expression, die aufgrund einer Sendai-Virus-
Infektion (ein starker IFN-B-Stimulus) ausgelést wird, durch eine Koinfektion mit
MCMYV inhibiert wird (Le et al., 2008b).

Da zu diesem Zeitpunkt weder der MCMV-kodierte NF-«xB- noch der IRF-3-
Antagonist bekannt waren, wurde der Fokus dieser Arbeit zunachst auf die
Identifikation des NF-kxB-Antagonisten gelegt, weil dieser Phanotyp mit Hilfe der
lkBa-Stabilisierung nach einer pharmakologischen Blockade der Translation durch
Cycloheximid (CHX) und anschlieBender Western-Blot Analyse einfach zu

untersuchen war.

2.1. Identifizierung des NF-xB-Antagonisten

2.1.1 70 MCMV-Genprodukte sind fur die lkBa-Stabilisierung nicht
essentiell

Um die MCMV-Genregion, die fur den NF-xB-Antagonisten kodiert, zu identifizieren,
wurden NIH3T3 Fibroblasten Mock-behandelt (M) oder mit Wildtyp (wt)-Virus bzw.
verschiedenen MCMV-Deletionsmutanten infiziert und 24 Stunden (h) nach der
Infektion entweder unbehandelt weiter inkubiert oder fur 8 Stunden mit dem
Translationshemmer Cycloheximid (CHX) behandelt. AnschlieRend wurden Protein-
Lysate hergestellt, die Proteinmengen durch Bradford-Bestimmung normalisiert und
lkBa sowie pB-Actin mittels spezifischer Antikérper per Western-Blot Analyse
untersucht. Die IkBa-Halbwertszeit diente als Marker fur die MCMV-vermittelte

Interferenz mit dem NF-xB Signalweg, wohingegen p-Actin als Nachweis fur eine
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gleichmaRige Beladung des Protein-Gels fungierte. Erwartungsgemal® war in der
Mock-Probe nach 8 h CHX-Behandlung im Gegensatz zur unbehandelten Probe kein
lkBa-Protein mehr nachweisbar. Allerdings konnte sowohl in den wt-Virus-infizierten
Zellen als auch bei allen Zellen, die mit den verschiedenen Deletionsviren infiziert
wurden, nach 8 h CHX-Behandlung eine deutliche IkBa-Bande detektiert werden.
Dies deutet darauf hin, dass keine der 70 untersuchten Genregionen fur die IxBa-

Stabilisierung essentiell ist (Abbildung. 2.1).

Name des .
N|H3T3 Deletionsvirus Deletierte ORFs Referenz
Dr. Markus
> MCMV-Mutanten AB mo1-m22 Wagner
3 A AA AA A A A AME2 Maz DKr-hgl;r;rth
M = 8 M82M83 M84 MK 20 6 7
—— - kBa AM83 Ma3 Dé'h\;ﬁ: E;Y
= _
h._l}-—ﬂ “4 -Actin Dr. Vu Thuy
| ; | P AM84 M84 Khanh Lo
NIH3T3 AMK M116-M121 S D Aben
CHX8h
20 m126-m139 Do
> MCMV-Mutanten
Dr. Markus
g A A A A A A A A AB m144-m158 e
M_S 8 M82M83M84MK20 6 7 - - S
I_ —u--l IkBa Wagner
| ‘-—.—." ”"'——— _‘_A B-Actin Summe 70 Gene

Abbildung 2.1 70 MCMV-kodierte Genprodukte sind fiir die lkBa-Stabilisierung nicht essentiell.

NIH3T3 Fibroblasten wurden Mock-behandelt (M) oder fur 24 h mit Wildtyp-Virus (MCMV) bzw. verschiedenen
MCMV-Deletionsviren infiziert (MOI 6; deletierte ORFs siehe Tabelle). AnschlieRend wurden die Zellen entweder
fur weitere 8 h unbehandelt inkubiert oder mit dem Translationshemmer Cycloheximid (CHX) behandelt. Protein-
Lysate von Mock-, wt-infizierten- oder Deletionsvirus-infizierten-Zellen wurden hergestellt und lkBa detektiert. p-

Actin diente als Ladekontrolle.

Far MCMV konnte gezeigt werden, dass Interferone und insbesondere IFN-y die
Replikation in vitro und in vivo inhibieren kénnen (Gil et al., 2001; Lucin et al., 1993;
Presti et al., 1998; 2001). Eine Vorbehandlung von Fibroblasten mit IFN-o oder IFN-y
fuhrt zu einer Hemmung der wt-MCMV-Replikation um das 5-10-fache (IFN-a) bzw.
50-fache (IFN-y) (Presti et al.,, 2001; Zimmermann et al., 2005). Dieser
Wachstumsphanotyp wird bei Mutanten, die eine Deletion in einem open reading
frame (ORF) aufweisen, der an der Inhibition der IFN-Induktion/Signaltransduktion
beteiligt ist, ausgepragter. Beispielsweise repliziert das AM27-Virus (pM27 rekrutiert
den DDB1-Cullin 4A-Komplex und induziert eine STAT2-Polyubiquitinierung wodurch
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STAT2 proteasomal abgebaut wird) in IFN-a vorbehandelten Fibroblasten 20-fach
und nach IFN-y Vorbehandlung sogar 10.000-fach schlechter (Zimmermann et al.,
2005).

Da keine weiteren Deletionsviren zur Verfugung standen, wurden die nachfolgenden
Experimente mit Viren durchgefihrt, bei denen einzelne ORFs durch eine zufallige
Insertion von Transposon-Sequenzen zerstort wurden. Nachfolgend werden diese
Viren Transposon (Tn)-Mutanten genannt. Zwei Virusmutanten, die eine Transposon-
Insertion im M28- bzw. im M45-Gen (Tn M28 und Tn M45) aufweisen, kamen als
Antagonisten in Frage, da beide Tn-Viren ein ausgepragtes Replikationsdefizit in wt-

Fibroblasten, die Typ | IFN exprimieren, aufwiesen.

2.1.2 Das M45-Protein tragt zur verlangerten lk Ba-Halbwertszeit bei

Um zu Uberprifen, ob das M28- bzw. M45-Genprodukt an der Verldngerung der
lkBa-Halbwertszeit beteiligt ist, wurden NIH3T3-Fibroblasten mit wt-, Thn M28- und Tn
M45-Virus (MOI 8) infiziert. 24 h nach der Infektion wurden die Zellen entweder
weiter unbehandelt belassen oder fur 8 h mit CHX inkubiert. Daraufhin wurden
Protein-Lysate hergestellt und die Proteinmengen mit Hilfe von Bradford-Bestimmung
normalisiert. Die Proben wurden mittels SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt
und abschlieBend mit spezifischen Antikérpern im Rahmen einer Western-Blot
Analyse untersucht.

In der Mock-infizierten Kontrollprobe war erwartungsgemaf nach 8 h CHX-Inkubation
kein IkBa-Protein nachweisbar (Abbildung 2.2). Im Gegensatz dazu konnte in wt-
und Tn M28-Virus-infizierten Zellen die Verlangerung der IkBa-Halbwertszeit nach
CHX-Behandlung nachgewiesen werden, da beide Proben ungefdhr die gleiche
lkBa-Proteinmenge wie die jeweilige CHX-unbehandelte Probe aufwiesen. Anhand
dieser Daten konnte geschlussfolgert werden, dass das M28-Genprodukt nicht an
der lkBa-Stabilisierung beteliligt ist. In Tn M45-Virus-infizierten Zellen war jedoch
nach 8-stindiger CHX-Inkubation nur noch eine geringe Menge des IkBa-Proteins
detektierbar. Zudem konnte bereits ohne CHX-bedingte Hemmung der Translation in
Tn M45-infizierten Zellen eine verminderte lkBa-Proteinmenge im Vergleich zu
Mock- oder wt- bzw. Tn M28-infizierten Zellen beobachtet werden. Diese Befunde
lieferten erste Hinweise darauf, dass das pM45 fir die Verlangerung der lkBao-

Halbwertszeit verantwortlich sein konnte.
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Abbildung 2.2 Das M45-Genprodukt ist an der Verlangerung der lkBa-Halbwertszeit beteiligt.

NIH3T3-Fibroblasten wurden Mock (M)-behandelt oder fiir 24 h mit wt-, Tn M28- oder Tn M45-Virus infiziert (MOI
8). AnschlieRend wurden die Zellen weiter unbehandelt inkubiert oder fir 8 h mit CHX behandelt. Auf die
Herstellung von Protein-Lysaten folgte die Normierung der Proteinmenge mittels Bradford-Bestimmung, die
gelelektrophoretische Auftrennung mit Hilfe von SDS-PAGE und die Detektion verschiedener Proteine im
Rahmen einer Western-Blot Analyse. Die I|xBa-Protein-Halbwertzeit wurde mit Hilfe eines spezifischen

Antikérpers detektiert. MCMV-Immunserum diente als Infektionsnachweis und NF-xB p65 fungierte als

Ladekontrolle.

Da diese Daten aber unter Verwendung von Transposon-Mutanten generiert wurden,
erfolgte die Herstellung der AM45- und AM28-Mutanten, um die Experimente mit

definierten Deletionsviren wiederholen zu kénnen.

2.1.3 Generierung und Kontrolle der AM45- und AM28-

Deletionsviren

Die AM28- und AM45-Mutanten wurde mit Hilfe von Bacmid-Mutagenese, die auf
homologer Rekombination basiert, kloniert. Um die Bacmid-Deletionsmutanten zu
Uberprifen, wurde ein Restriktionsverdau der Bacmid-DNA durchgefihrt und dieser
anschliellend auf einem Agarose-Gel aufgetrennt. Beide Deletionsmutanten wiesen
das erwartete Restriktionsmuster auf (Abbildung 2.3 A). Anschliefend wurden die
Deletion des M28- bzw. M45-Gens mit Hilfe einer Southern-Blot Analyse mit
genspezifischen Sonden uberprift. In der wt-MCMV-Kontrollspur war das M28- bzw.
M45-Gen nachweisbar, wohingegen keine Bande in der jeweiligen Deletionsmutante
zu erkennen war (Abbildung 2.3 B). Um die erfolgreiche Deletion der Gene M28 und

M45 abschlieRend zu uberpriufen, erfolgte eine PCR mit genspezifischen Primern.
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Ein M28-spezifisches PCR-Produkt war ausschlieBlich bei der Verwendung von wt-
MCMV- bzw. AM45-DNA als Template und nicht in der AM28-Deletionsmutante
nachweisbar. Als Kontrolle wurden zusatzlich M7121-Primer in der PCR-Reaktion
eingesetzt, um ein PCR-Produkt von einem Gen nachzuweisen, welches durch die
Deletion von M28 bzw. M45 nicht beeinflusst sein sollte. Wie erwartet konnte mit wt-,
AM28- sowie mit AM45-DNA als Template das M71271-PCR-Produkt amplifiziert
werden. Die PCR mit M45-spezifischen Primern wiederum zeigte bei wt-MCMV- und
AMZ28-DNA als Template eine Bande, wohingegen kein PCR-Produkt bei der M45-

Deletionsmutante zu erkennen war (Abbildung 2.3 C).
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Abbildung 2.3 Kontrollverdau, Southern-Blot und PCR der definierten AM28- bzw. AM45-
Deletionsmutanten.

A) Bacmid-DNA der Mutanten AM28 und AM45 wurde mit den Restriktionsenzymen Asel bzw. EcoRl verdaut und
mit Hilfe eines 0,5%-Agarose-Gels aufgetrennt. Das Asel-Fragment (10320 bp) der wt-Bacmid-DNA wird in der
Kanamycin-Resistenzkassette-enthaltenden AM28-Bacmid-DNA in zwei Fragmente mit GréRen von 7055 bp und
3763 bp (mit rotem Pfeil markiert) gespalten. Der EcoRI-Restriktionsverdau der wt-Bacmid-DNA resultiert unter
anderem in zwei Fragmenten mit GréRen von 8704 bp und 2429 bp. Das Restriktionsmuster der AM45-Bacmid-
DNA weist diese Fragmente nicht mehr auf, enthélt aber drei zusétzliche Fragmente mit GréRen von 8765 bp,
2248 bp (mit rotem Pfeil markiert) und 21 bp. B) Southern-Blot Analyse der Mutanten unter Verwendung von DIG-
markierten genspezifischen Sonden. Die M28-spezifische Sonde hybridisiert mit dem 10320 bp Fragment (Asel-
Verdau) und die M45-spezifische Sonde hybridisiert mit dem 8704 bp Fragment (EcoRI-Verdau) der wt-Bacmid-
DNA. C) PCR-Untersuchung der Deletionsmutanten mittels genspezifischer Primer und anschlieRender Agarose-
Gelelektrophorese. Bei der M28-spezifischen PCR wurden zusétzlich M127-Primer eingesetzt, um fur alle Spuren
ein Kontroll-PCR-Produkt von einem Gen zu amplifizieren, welches durch die Deletion nicht beeinflusst sein

sollte.

60



Ergebnisse

Anhand der Ergebnisse aus Restriktionsverdau, Southern-Blot und Kontroll-PCR
konnte die definierte Deletion des M28- bzw. des M45-Gens bestatigt werden, worauf

die Entfernung der Kanamycin-Kassette und die Rekonstitution der Viren erfolgte.

2.1.4 Das M45-Genprodukt vermittelt die Verlangerung der lkBa-

Halbwertszeit
Wie bereits in Abschnitt 2.1.2 erwahnt, konnte mit Hilfe des M45-Transposon-

Insertionsviruses das M45-Genprodukt als Kandidat fur die lkBo-Stabilisierung
ermittelt werden. Um diesen Phanotyp zu Uberprifen, wurden NIH3T3-Zellen mit wt-
Virus oder verschiedenen Virus-Mutanten (AM45, Tn M45 und als Kontrolle AM28)
fur 12 h infiziert (MOI 8). Die infizierten Zellen wurden anschliellend entweder
unbehandelt belassen oder fur 7 h mit Cycloheximid inkubiert. Die Western-Blot
Analyse ergab, dass Viren, die entweder eine Transposoninsertion (Tn M45) oder
eine gezielte Deletion des M45-Gens (AM45) aufweisen, nicht mehr in der Lage sind,
den NF-xB-Signalweg zu inhibieren, da bei den M45-defizienten Mutanten im
Vergleich zu wt- oder AMZ28-infizierten Zellen die IkBa-Halbwertszeit nach CHX-
Behandlung nicht gesteigert wird (Abbildung 2.4).
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‘ — IkBa (kurze Exposition)
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Abbildung 2.4 Das M45-Genprodukt vermittelt die Verlangerung der Ik Ba-Halbwertszeit.

NIH3T3 Fibroblasten wurden Mock (M)-behandelt oder mit wt-, AM28-, AM45-Virus bzw. einer M45-
Transposoninsertionsmutante (Tn M45) infiziert (MOl 8). 12 h nach der Infektion wurden die Zellen entweder flr
weitere 7 h unbehandelt belassen oder fir 7 h mit CHX inkubiert. Auf die Herstellung von Protein-Lysaten folgte
die Normierung der Proteinmengen mittels Bradford-Bestimmung. Nach der SDS-PAGE-Auftrennung der Proben
wurde die IxBa-Protein-Stabilitdt mit Hilfe eines spezifischen Antikdérpers per Western-Blot Analyse

nachgewiesen. MCMV pp89 (plE1) diente als Infektions- und p-Actin als Ladekontrolle.
61



Ergebnisse

Zudem ist (wie schon in Abbildung 2.2 beobachtet) sowohl in Tn M45- als auch in
AM45-Virus-infizierten Zellen ohne zusatzliche CHX-Behandlung eine geringere
Menge an lkBa-Protein im Vergleich zu Mock (M)-Zellen oder wt- bzw.- AM28-Virus-
infizierten Zellen nachweisbar.

Wahrend die Versuche mit den M45-Mutanten durchgefihrt wurden, erschienen
innerhalb kurzer Zeit mehrere Publikationen, in denen sowohl der M45-Phanotyp als
auch die zellularen Interaktionspartner (RIP1 und RIP3) beschrieben wurden (Lembo
and Brune, 2009; Mack et al.,, 2008; Upton et al., 2008). Aufgrund dieser
Vero6ffentlichungen wurden die Experimente bzgl. der lkBo-Stabilisierung nicht weiter

verfolgt.
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2.2 M28 - ein MCMV Kandidatengen fur die Inhibition der
IFN-B -Induktion?

2.2.1 Die M28-Transposoninsertionsmutante repliziert in IFN-f-

defizienten Zellen 100-fach besser als in wt-Zellen

Wie bereits in Abschnitt 2.1.1 erwahnt wurde, zeichnen sich die Transposon-Viren Tn
M28 und Tn M45 durch ein ausgepragtes Wachstumsdefizit in wt-Fibroblasten, die
Typ | IFN exprimieren, aus. Der Wachstumsphanotyp der Tn M45-Mutante ist
vermutlich durch die defiziente Inhibition des NF-xB-Signalwegs bedingt. Die
Ursachen des Tn M28-Virus-Wachstumsdefizits waren aber nicht bekannt. Deshalb
wurde das M28-Genprodukt als Kandidat fir die MCMV-vermittelte Hemmung der
IFN-B-Induktion in Betracht gezogen, da bekannt war, dass nicht nur der NF-xB-,
sondern auch der IRF-3- und der ATF-2/c-Jun-abhangige Signalweg von MCMV
inhibiert wird.

Um die Rolle des M28-Genprodukts hinsichtlich der Inhibition der IFN-g-Induktion
ndher zu untersuchen, wurden zunachst Wachstumsanalysen durchgefuhrt. Dazu
wurden primdre BALB/c MEF (mouse embryonic fibroblast) oder IFN-p-defiziente
BALB/c MEF (IFN-B7/) mit wt-, Tn M28- und als Kontrolle Tn M45-Virus infiziert (MOI
0,005) und Virus-Zell-Suspensionen von Tag 0 bis 6 nach der Infektion (dpi)
eingefroren. Die Virus-Titer wurden anschlieRend mittels Plaque-Titration in wt-
BALB/c MEF bestimmt.

Die Wachstumsanalyse ergab, dass beide Tn-Viren in wt-Zellen ein ca. 1000-fach
schlechteres Wachstum im Vergleich zum wt-Virus (4 dpi) aufwiesen (Abbildung 2.5).
Im Gegensatz dazu replizierten die Tn-Mutanten in IFN-/- BALB/c MEF an Tag 4
nach der Infektion im Vergleich zum wt-Virus nur 10- (Tn M45) bzw. 30-fach (Tn
M28) schlechter. Diese Daten deuten darauf hin, dass das M28-Genprodukt an der
MCMV-vermittelten IFN-B-Inhibition beteiligt sein kénnte, da die Kultivierung des Tn
M28-Virus in IFN-g/ BALB/c MEF zu einer gravierenden Wachstumsverbesserung
fuhrte. Das deutlich verbesserte Wachstum der Tn-M45-Mutante in IFN-B-defizienten
MEF bekraftigt die Hypothese, dass das pM45 an der Inhibition der NF-xB-
vermittelten IFN-B-Induktion beteiligt ist.
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Abbildung 2.5 Der Wachstumsnachteil der Transposon-Viren Tn M28 und Tn M45 ist in IFN-B/-MEF
geringer.

BALB/c MEF oder IFN-p/-BALB/c MEF wurden mit wt-MCMV bzw. mit den Transposon-Mutanten Tn M28 und
Tn M45 infiziert (MOI 0,005). O bis 6 Tage nach der Infektion (dpi) wurden Virus-Zell-Suspensionen eingefroren.
Die Virus-Titer Bestimmung erfolgte mittels Plaque-Titration in BALB/c MEFs (Titration in Triplikaten).

2.2.2 Die definierte Deletion des M28-Gens fuhrt zu keinem

Wachstumsnachteil in wt-Zellen

Um die Replikationsfahigkeit der generierten definierten Deletionsmutanten (AM28
und AM45) im Vergleich zu den jeweiligen Transposoninsertions-Viren (Tn M28 und
Tn M45) zu untersuchen, wurden erneut Wachstumsanalysen durchgefiihrt. Dazu
wurden C57BL/6 MEF mit den verschiedenen Viren infiziert (MOl 0,005) und Virus-
Zell-Suspensionen von Tag 0 bis 6 nach der Infektion eingefroren. Die Virus-Titer-
Bestimmung erfolgte mittels Plaque-Titration.

Unerwarteterweise replizierte die AM28-Mutante zu jedem Zeitpunkt der Analyse
annahernd wt-artig, d.h. es war fast keine Wachstumsbeeintrachtigung nachweisbar.
Das ca. 1000-fach schlechtere Wachstum des Tn MZ28-Virus konnte allerdings
bestatigt werden (Abbildung 2.6 A). Die definierte Deletion des M45-Gens resultierte
in einem 10-fach schlechteren Wachstum, wohingegen die M45-Transposon-
Insertation zu einer 30-fach schlechterer Replikation im Vergleich zum wt-Virus fihrte
(Abbildung 2.6 B). Der betrachtliche Wachstumsnachteil, den beide Tn-Mutanten in
Abbildung 2.5 aufwiesen, wurde unter Verwendung der definierten
Deletionsmutanten nicht reproduziert. Aufgrund dessen wurde auf eine

Wachstumsanalyse in IFN- /-Zellen verzichtet.
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Abbildung 2.6 Die definierten AM28- und AM45-Viren replizieren effizienter als die entsprechenden
Transposoninsertions-Viren.

C57BL/6 MEF wurden mit A) wt-, AM28- und Tn M28-Virus oder B) wt-, AM45 und Tn M45-Virus infiziert (MOI
0,005). 0 bis 6 Tage nach der Infektion (dpi) wurden Virus-Zell-Suspensionen eingefroren. Die Virus-Titer-

Bestimmung erfolgte mittels Plaque-Titration (Titration in Triplikaten).

Diese Daten belegen, dass die Generierung von definierten Deletionsviren essentiell
fur die Analyse und Bestatigung bestimmter Phanotypen ist, da durch die Insertion
von Transposons nicht nur die betroffenen Gene, sondern auch Gene in der
Nachbarschaft beeintrachtigt sein knnen.

Da fiur das Wachstumsdefizit der M45-Mutanten (Tn M45 und AM45) wahrscheinlich
die defiziente Inhibierung der NF-xB-vermittelten IFN-B-Induktion verantwortlich ist,
und die definierte AM28- im Gegensatz zur Tn M28-Mutante wt-artig wuchs, wurden
keine weiteren Experimente durchgefuhrt, um die Funktionen der Genprodukte zu

untersuchen.
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2.3. ldentifikation von neuen je3-kodierten Transkript- und

Proteinisoformen

2.3.1 Evaluation der BALB/c immortalized MEFs (BIM)

Wahrend der Durchfihrung dieser Arbeit wurden in unserem Labor von Dr. Mirko
Trilling BALB/c immortalized MEFs (BIM) hergestellt, indem primare BALB/c-
Fibroblasten Uber viele Passagen kultiviert wurden. Die primaren Fibroblasten
durchlaufen dabei hinsichtlich der Proliferation eine Krise, d.h. sie teilen sich sehr
langsam und sehr viele Zellen sterben. Nach einer gewissen Zeit wird diese Krise
aber von manchen Zellen tberwunden und es entstand eine Fibroblasten-Zell-Linie,
die effizient mit MCMV infiziert werden konnte (Daten nicht gezeigt).

Um die generierten BIMs mit primaren MEFs und der haufig fur MCMV-Experimente
genutzten Fibroblasten-Zell-Linie NIH3T3 vergleichen zu kdénnen, wurde das
Expressionsmuster der TLRs auf diesen Zellen analysiert. Dazu wurde von allen drei
Zellarten Gesamt-RNA isoliert und diese als Template fur eine semi-quantitative RT-
PCR mit spezifischen Primern fir die murinen TLRs 1-9 verwendet. Als
Positivkontrolle diente dsDNA, die in dem Primer-Set enthalten war (Invivogen mTLR
RT-Primer Set). AnschlieBend wurden die PCR-Produkte mit Hilfe eines 2%-
Agarose-Gels elektrophoretisch aufgetrennt (Abbildung 2.7).

In NIH3T3-Fibroblasten konnte die Expression der TLRs 1, 2, 3, 4, 6 und 7
nachgewiesen werden, wobei die PCR-Produktmengen der TLRs 2, 6 und 7 sehr
gering waren. Die BIM-Zellen weisen die TLRs 1, 2, 3, 4, 5 (sehr schwach), 6, 7, 8
und 9 (sehr schwach) auf und in primaren BALB/c MEFs konnten die cDNAs der
TLRs 1, 2, 3, 4, 5, 6, und 7 detektiert werden. Beim Vergleich der jeweiligen TLRs
fallt auf, dass die PCR-Produktmenge der TLRs 2 und 7 in BIMs und primaren
Fibroblasten ahnlicher ist als die Menge in NIH3T3-Zellen. Aulerdem ist zu
erkennen, dass die TLR 5-Expression von primdren MEFs, Uber BIM- zu NIH3T3-
Fibroblasten abnimmt. Dies korreliert mit der Kultivierungsdauer der Zellen.
Insgesamt konnte somit bestatigt werden, dass sich BIM-Zellen fur MCMV-
Infektionsexperimente eignen, da sie zum Einen effizient infizierbar sind und zum
anderen ein &ahnliches TLR-Expressionsprofii wie primadre murine embryonale
Fibroblasten aufweisen, aber im Gegensatz zu primdren MEFs langer kultivierbar

sind.
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Abbildung 2.7 BIM-Zellen weisen ein dhnliches mTLR-Expressionsmuster wie priméare BALB/c MEFs und
NIH3T3-Fibroblasten auf.

Gesamt-RNA wurde aus NIH3T3- und BIM (BALB/c immortalized MEF)-Zellen sowie aus priméren BALB/c-MEFs
isoliert und diese als Template fiir eine semi-quantitative RT-PCR mit spezifischen Primern fiir die murinen TLRs
eingesetzt. Die PCR-Produkte wurden anschlielend in einem 2%-Agarose-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Die
erwarteten PCR-Produktgréfen sind: TLR 1= 309 bp, TLR 2= 508 bp, TLR 3=415 bp, TLR 4=510 bp, TLR 5=545
bp, TLR 6= 575 bp; TLR 7= 610 bp, TLR 8= 769 bp und TLR 9= 808 bp.

2.3.2 Die MCMV Jje1- bzw. ie2-Genprodukte sind fur die Interferenz

mit dem IRF-3-vermittelten Signalweg nicht essentiell

Befunde von Dr. Vu Thuy Khanh Le aus unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass fur die
Inhibition der IRF-3-Phosphorylierung die Expression und Anwesenheit der MCMV
immediate-early-Gene ausreicht (Daten nicht gezeigt). Wie bereits im Abschnitt 1.1.5
erlautert, waren zum damaligen Zeitpunkt drei ie-Gene, ie1, ie2 und jie3, beschrieben
(Keil et al., 1987a; 1987b; Messerle et al., 1991; 1992).

Die Arbeitsgruppe um Angulo et al. konnte aufgrund der Tatsache, dass das Aie3-
Virus weder in vitro noch in vivo replikationsfahig ist und nur auf
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komplementierenden Zellen wachst, nachweisen, dass das MCMV je3-Genprodukt
essentiell ist (Angulo et al., 2000). Im Gegensatz dazu ist das je7- und das ie2-
Genprodukt nicht essentiell, da sowohl das Aie7- als auch das Aie2-Virus in vitro
replikationsfahig ist (Ghazal et al., 2005; Manning and Mocarski, 1988). In BALB/c
Mausen weist die Aie7-Virusmutante in der Milz und der Speicheldruse einen ca. 10-
fachen, in der Leber einen 2- bis 18-fachen und in der Niere einen 3-fachen
Wachstumsnachteil im Vergleich zum wt-Virus auf. In der Leber von CB17 SCID-
Mausen repliziert das Aie71-Virus im Vergleich zum wt-Virus bis zu 60-fach schlechter
(Ghazal et al., 2005). Fur das Aie2-Virus wurde in der Niere, Leber, Milz, Lunge,
Bauchspeicheldriise und in der Speicheldrise ein mit dem wt-Virus vergleichbares
Wachstum beobachtet (Cardin et al., 1995).

Um die ie1- bzw. ie2-Genprodukte als potentielle IRF-3-Antagonisten zu Uberprufen,
wurden BIM-Zellen mit wt-, Aie1-, Aie2- (freundlicherweise von Prof. Dr. Martin
Messerle zur Verfugung gestellt) und als Kontrolle mit UV-inaktiviertem-Virus infiziert

(MOI 5) und 3 sowie 6 hpi Protein-Lysate hergestelit.

BIM Abbildung 2.8 Die ie1- und ie2-
Genprodukte sind fiir die p(Ser396)-
3 hpi 6 hpi P Pl )
> > IRF-3-Inhibition nicht essentiell.
= = BIM-Zellen wurden mit wt-, Aief-. Aie2-
> O > O o L
SN =SS N =5 oder UV-inaktiviertem-Virus infiziert (MOl
0290 S0L 92 3 .
S d49 5= q d 5 5). 3 bzw. 6 h nach der Infektion wurden
" Protein-Lysate hergestellt und
et 1.7 | p(Ser396)-IRF-3

p(Ser396)-IRF-3 mittels Western-Blot

Analyse nachgewiesen. Als
- e - e

. pp89 (pIE1) Gendeletions- bzw. Infektions-Kontrollen
wurde MCMV pp89 (plE1) und pM45

- pM45 detektiert. ~ pB-Actin  diente  als

Ladekontrolle.
% B-Actin

Anhand der Western-Blot Analyse mit p(Ser396)-spezifischem |RF-3-Antikorper

konnte geschlussfolgert werden, dass das ie7- und das ie2-Genprodukt fur die

Inhibition der IFN-B-Induktion nicht essentiell sind, da 3 hpi in wt- und in Aie7- bzw.

Aie2-infizierten Zellen vergleichbare Proteinmengen des p(Ser396)-IRF-3-Proteins

detektierbar waren, wohingegen die Infektion mit UV-MCMV

(replikationsinkompetent) zu einer erhdhten p(Ser396)-IRF-3-Proteinmenge fihrte.
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6 h nach der Infektion war in wt-MCMV- sowie in Aie?- bzw. Aie2-infizierten Zellen
kein phosphoryliertes |IRF-3-Protein nachweisbar (Abbildung 2.8). Somit konnte
sowohl das /e7- als auch das ie2-Genprodukt als IFN-p-Antagonist ausgeschlossen

werden, wodurch die /e3-Genregion in den Fokus der Untersuchungen rickte.

2.3.3 Nachweis von zwei nicht beschriebenen MCMV-exprimierten

ie3-Isoformen auf Transkript- und Proteinebene

Um die /e3-Sequenz zu amplifizieren und in einen Expressionsvektor zu klonieren,
wurde eine je3-spezifische-RT-PCR mit RNA aus MCMV-infizierten NIH3T3-Zellen
durchgefiihrt. Uberraschenderweise konnte reproduzierbar nicht nur ein, sondern
drei spezifische PCR-Produkte detektiert werden (Abbildung 2.9 A). Das grolte
Transkript entspricht der erwarteten Bande (1995 bp) fir das annotierte /e3-Gen
(Messerle et al.,, 1992). Die Banden mit einer GroRe von ungefahr 1500 bp
(Transkript 2) und ca. 1000 bp (Transkript 3) waren unbekannt. Um die Sequenzen
der Transkripte analysieren zu koénnen, wurden alle Banden aus dem Gel
ausgeschnitten, die jeweilige cDNA aus dem Gel isoliert und diese anschliel3end
sequenziert. Aufgrund der cDNA-Sequenz konnten die Transkripte 2 und 3 als zwel
bisher nicht beschriebene ie3-Trankriptisoformen identifiziert werden. Abbildung 2.9
B veranschaulicht die alternativen Spleilvorgange, die zu den verschiedenen je3-
Transkriptvarianten fuhren. Fir die Generierung des Transkripts, das fur das
kanonische plE3 (= plE-611) kodiert, werden die Exons 1, 2, 3 und 5 unter
Ausschluss des Je7-spezifischen Exons 4 zusammengefligt. Die mRNA des
Transkripts 2 (IE-453) setzt sich aus den Exons 1, 2, 3, 5a, 5¢ und 5d zusammen.
Die Sequenz des Exons 5b (474 bp) wird in diesem Fall als Intron behandelt und
herausgespleil3t. Um das Transkript 3 (IE-310) herzustellen, werden die Exons 1, 2a
(20 bp) und 5d (CDS = 910 bp) verbunden. Die Translation aller ie3-ORFs beginnt
am selben Start (ATG)- und endet am selben Stopp-Kodon (TGAy), d.h. sie werden

im gleichen Leseraster (frame) translatiert (Abbildung 2.9 B).
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A ie3 forw + rev
NIH3T3
M MCMV H,0
ie3 annotiert (IE-611)
Transkript 2
Transkript 3
B
ie3 forw felrev =
Exon [bp] 300 111 191 1679 1682
ietlie3 Genregion ElE . 3
CDS [bp] 107 17 1487 48 474 103 910
ATG TGA, TGA,
ie3 annotiert 1 2 3 5
(IE-611) Vo
Transkript 2 1 2 3 5a 5¢ + 5d
(IE-453) N T\
Transkript 3 1 2a 5d

(IE-310) -

Abbildung 2.9 Identifikation von neuen je3-Transkripten.

A) Eine ie3-spezifische RT-PCR mit RNA aus MCMV-infizierten NIH3T3-Zellen ergibt drei PCR-Produkte.
Aus MCMV-infizierten (MOI 5) NIH3T3-Zellen wurde 12 hpi Gesamt-RNA isoliert. Die nachfolgende RT-PCR mit
ie3-spezifischen Primern (ie3 forw und rev) und anschlieRender Agarose-Gelelektrophorese ergab drei
verschiedene PCR-Produkte.

B) Schema der alternativen SpleiRvorgange zur Generierung der verschiedenen je3-Transkriptvarianten.
Fur die Herstellung des annotierten je3-Transkripts (IE-611) werden die Exons 1, 2, 3 und 5 zusammengefligt
und das je7-spezifische Exon 4 wird herausgesplei®t. Im Vergleich zum IE-611-Transkript fehlt der mRNA des
Transkripts 2 (IE-453) die Sequenz des Exons 5b (474 bp). Diese Region wird bei der Generierung des IE-453-
Transkripts als Intron behandelt und herausgespleit. Um das Transkript 3 (IE-310) herzustellen, werden die
Exons 1, 2a (20 bp) und 5d (CDS = 910 bp) zusammengefiigt. Die Basenpaar (bp)-Anzahl Gber den Exons,
kennzeichnet die Exon-Gesamtldnge, wahrend unterhalb der Exons, die Basenpaar-Anzahl der coding sequence
(CDS) dargestellt ist. ie3 forw und ie3 rev stellt die Bindestellen der Primer dar, die flr die RT-PCR in Abbildung A
verwendet wurden. Die Translation des je7- und der /e3-ORFs beginnt am selben Start (ATG)-Kodon. Die
Translation des plE1-kodierenden Transkripts endet am TGA+4, wohingegen die Translation der alternativen je3-

Transkripte am TGA; stoppt.

Es konnte also gezeigt werden, dass drei verschiedene ie3-Transkriptvarianten von
MCMYV generiert werden. Diese wurden aufgrund der berechneten Aminosauren-
Anzahl IE-611, IE-453- und IE-310 benannt. Ob die drei Transkripte allerdings auch
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zu Proteinen translatiert werden, war nicht bekannt. Um diese Fragestellung zu
analysieren, wurde mittels Bacmid-Mutagenese eine Mutante konstruiert, bei der
stromaufwarts des TGA, eine HA-Epitop-Sequenz inseriert wurde (Abbildung 2.10).
Da alle drei je3-Transkriptisoformen im selben frame ftranslatiert werden, sind in
dieser Mutante die /e3-Isoformen auf Proteinebene mit einem HA-Epitop markiert
und mit Hilfe eines anti-HA-Antikérpers per Western-Blot Analyse nachweisbar,
sofern die Proteine exprimiert werden. Zusatzlich zur Bacmid-Mutagenese wurde
jeweils die coding sequence (CDS) der drei ie3-Isoformen HA-markiert in einen
Expressionsvektor kloniert, um jede der Isoformen unabhangig von den anderen ie3-

Varianten exprimieren und untersuchen zu kénnen.

Exon [bp] 300 111 191 1679 1709

ie1lie3 Genregion [ & i 1.& ~ 3 &8 . B m
CDS [bp] 107 191 1487 48 474 103 910 27
ATG TGA, TGA,

Abbildung 2.10 Schema der ie1/3 Region mit inserierter HA-Epitop-Sequenz stromaufwérts des TGA,.

Mittels Bacmid-Mutagenese wurde in die je1/3-Genregion upstream des TGA, die Sequenz des HA-Epitops
inseriert (IE-611-453-310-HA, nachfolgend IE3-HA genannt). Da alle je3-Transkriptvarianten im selben frame
translatiert werden, kénnen sie mit Hilfe eines HA-spezifischen Antikérpers per Western-Blot Analyse
nachgewiesen werden, sofern sie auf Proteinebene exprimiert werden. Die Basenpaar (bp)-Anzahl Uber den
Exons, zeigt die Exon-Gesamtldnge an, wohingegen unterhalb der Exons, die Basenpaar-Anzahl der coding

sequence (CDS) dargestellt ist.

Sowohl die DNA des klonierten |E-611-453-310-HA-Bacmids (nachfolgend IE3-HA
genannt) als auch die DNA aus rekonstituiertem Virus wies nach einem EcoRI-
Restriktionsverdau und elektrophoretischer Auftrennung mit Hilfe eines Agarose-
Gels, das erwartete Restriktionsmuster auf (Abbildung 2.11 A). Im Southern-Blot
konnten im wt und in der HA-Mutante /e3- bzw. ie7-DNA-Fragmente mit der
erwarteten Grélle nachgewiesen werden (Abbildung 2.11 B). Um die Insertion des
HA-Epitops zu uberprifen, wurde eine PCR mit einem /e3-spezifischen forward und
einem HA-spezifischen reverse Primer durchgefihrt. Als Template wurde entweder
Bacmid-, Virus- und als Positivkontrolle Plasmid-DNA verwendet. Mit allen Templates
konnte ein spezifisches PCR-Produkt amplifiziert werden, wodurch die erfolgreiche
Insertion der HA-Sequenz sowohl im Bacmid als auch im Virus bestatigt wurde
(Abbildung 2.11 C).
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A EcoRl B

Bacmid Virus Bacmid Virus
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MCMV
IE3-HA
MCMV
IE3-HA

D DIG ie3
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¢ HA rev

IE3-HA
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+ d
X X
Abbildung 2.11 Uberpriifung der IE3-HA-Mutante.

A) Der EcoRI-Kontrollverdau mit anschlieRender gelelektrophoretischer Auftrennung von wt- und IE3-HA-Bacmid-

Bacmid
Virus

und -Virus-DNA zeigte das erwartete Restriktionsmuster. Das 12662 bp groRe EcoRI-Fragment der wt-Bacmid-
und Virus-DNA wurde in der IE3-HA-Mutante erwartungsgem&g® in zwei Fragmente (11728 bp und 1102 bp)
geschnitten. Der rote Pfeil markiert das 1102 bp grolRe Fragment, das sich aufgrund der Insertion der HA-Epitop-
Sequenz vom wt-Restriktionsmuster unterscheidet. B) Mit Hilfe einer ie3- bzw. je1-spezifischen Sonde konnten
die DNA-Fragmente beider je-Gene im Southern-Blot nachgewiesen werden. Die ie7- sowie die je3-spezifische-
Sonde hybridisiert mit dem 12662 bp groRen Fragment der EcoRI-geschnittenen wi-DNA, wéhrend beide Sonden
an das 11728 bp grofe Fragment der verdauten IE3-HA-DNA binden. C) Die Amplifikation eines spezifischen
PCR-Produkts nach Verwendung eines |IE3 forward und eines HA reverse Primers mit Bacmid-, Virus- und
Plasmid-DNA (K") als Template beweist die erfolgreiche Insertion der HA-Sequenz. K~ kennzeichnet die H,0-

Negativkontrolle.

Daraufhin wurden NIH3T3-Zellen mit dem IE3-HA Virus infiziert (MOI 2) und 4, 8, 24,
48 und 72 hpi Protein-Lysate hergestellt. Als Spezifitats- und GréRenkontrolle
wurden HelLa-Zellen mit den IE3-Isoform-Expressionsplasmiden transient transfiziert
und ebenfalls Protein-Lysate hergestellt. Die Lysate wurden mittels Bradford-
Messung normalisiert, durch PAGE aufgetrennt und mit Hilfe einer Immunoblot
Analyse untersucht.

Die Detektion mit einem HA-spezifischen Antikérper ergab mehrere Banden in den
IE3-HA-infizierten NIH3T3-Zellen (Abbildung 2.12 A). Am starksten wurde ein 88 kDa
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Protein exprimiert, das von 4-72 hpi detektierbar war. Dieses Protein entspricht in
GroéRe und Expressionskinetik dem annotierten plE3 (plE-611) (Messerle et al.,
1992). Bestatigt wurde dies durch das Lysat, bei dem das plE-611-exprimierende
Plasmid transfiziert wurde und ebenfalls ein 88 kDa Protein zu beobachten war
(Abbildung 2.11 A; Spur IE-611-HA). Von 8-72 hpi konnte die |IE-453-Proteinisoform
nachgewiesen werden, wobei hier die Proteinmenge mit fortschreitender
Infektionszeit zunahm. Sowohl im Viruskontext als auch nach Transfektion des
Expressionsplasmids wies das plE-453 eine GrolRe von ca. 60 kDa auf. Von der IE-
310-Proteinisoform scheint es drei verschiedene Formen mit einer GréRe zwischen
35 und 40 kDa zu geben. plE-310 war ebenfalls von 8-72 hpi nhachweisbar und die

Proteinmenge nahm mit fortschreitender Infektionszeit zu (Abbildung 2.12 A).

A B
HelLa
NIH3T3 Transfektion NIH3T3
72 hpi
£ P
IE3-HA - o o > g
- L -— =
® ¥ 9 KkDa o &
kDa _M 4 8 24 48 72 M W W W 100 M = W
[ A — piesttua 70— G PIESTIHA
o — le— plE-453-HA 50 & «— plE-453-HA
50— —
40— HA 40— ca HA
e m— - -
35— |mwm - [~ PIE-310-HA 15 | === (+— pIE-310-HA
100— T —————— 100—] ——
70— - pp89 (plE1) 70— pp89 (plE1)
140—] 140—
e e ——
100— pM4s 100—| AN PM45
40— ————————— e == | [=ACtIN 40— " (-Actin

Abbildung 2.12 Die Proteine IE-611, IE-453 und IE-310 werden von MCMV exprimiert.

A) NIH3T3-Zellen wurden Mock-behandelt (M) oder mit IE3-HA Virus infiziert (MOl 2) und zu verschiedenen
Zeitpunkten nach der Infektion Protein-Lysate hergestellt. Aulerdem wurden Hela-Zellen transient mit
Expressionsplasmiden, die jeweils die HA-Epitop-markierte CDS einer Jje3-Transkriptvariante enthalten,
transfiziert (2 pg, G.N.). Die Lysate wurden normalisiert, mit PAGE aufgetrennt und mittels Western-Blot Analyse
untersucht. Die Proteine plE-611 (88 kDa), plE-453 (ca. 60 kDa) und plE-310 (35-40 kDa) sind nach Detektion
mit einem HA-spezifischen Antikérper in MCMV-infizierten Zellen nachweisbar. B) Als Spezifitdtskontrolle fir den
HA-Antikdérper gegeniber MCMV-Proteinen wurden zudem ein Mock-, ein wt-MCMV- und ein IE3-HA-Lysat
mittels PAGE aufgetrennt und im Rahmen einer Immunoblot Analyse mit anti-HA-Antikérper detektiert. Der

Nachweis von pp89 (plE1) und pM45 diente als Infektionskontrolle; B-Actin fungierte als Ladekontrolle.
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Auffallig ist zudem, dass sowohl von dem plE-611- als auch von dem plE-453-
Expressionsplasmid zusatzlich die Transkriptvariante, die fur die drei Formen des
plE-310 kodiert, generiert wird. Im Vergleich zu der starken |IE-310-Expression, die in
IE-611-HA- und IE-453-HA-transfizierten HelLa-Zellen nachgewiesen werden konnte,
war die |IE-310-Proteinmenge in IE-310-HA-transfizierten Zellen eher gering.

Um die Spezifitit des HA-Antikdrpers zu Uberprifen, wurde in einer weiteren
Western-Blot Analyse ein Mock-, ein wt-MCMV- und ein IE3-HA-Lysat (beide MOI 2;
72 hpi) miteinander verglichen. Wie zu erwarten, waren spezifische Proteinbanden
nach Detektion mit einem anti-HA-Antikérper nur im Lysat mit der HA-markierten |IE3-
Virusmutante zu erkennen, wohingegen im Mock- und im wt-MCMV-Lysat kein
Signal nachweisbar war (Abbildung 2.12 B). Der Nachweis von pp89 (plE1) und
pM45 erfolgte bei beiden Western-Blots als Infektionskontrolle. Die gleichmalige
Beladung der Gele wurde mit Hilfe von pB-Actin kontrolliert. Es kann also
geschlussfolgert werden, dass MCMV die Proteine IE-611, IE-453 und IE-310
exprimiert und diese unterschiedliche Expressionskinetiken aufweisen.

Da somit gezeigt werden konnte, dass die drei IE3-Proteine vom Virus generiert
werden, wurde im nachsten Schritt analysiert, ob die IE3-Proteinisoformen auch
unter selektiven immediate-early-Bedingungen exprimiert werden. Deshalb wurden
BIM-Zellen mit dem IE3-HA-Virus infiziert (MOl 5) und fir 3 h mit dem
Translationshemmer Cycloheximid (CHX) behandelt, um je-Transkripte anzureichern.
Im Anschluss wurde das CHX-Medium entfernt und die infizierten Zellen fur weitere
4 h mit Actinomycin D-haltigem Medium inkubiert. Die Behandlung mit Actinomycin D
(Act D) hemmt die Transkription, so dass nur die bereits vorhandenen Transkripte
translatiert werden kénnen, wahrend die Transkription von early- und /afe-Genen
inhibiert wird. Als GréRenkontrolle erfolgte die Transfektion von HelLa-Zellen mit dem
jeweiligen Expressionsplasmid fir jede I|E3-Isoform. Daraufhin wurden Protein-
Lysate hergestellt und die Proteinmengen mittels Bradford-Bestimmung normalisiert.
Da die Transfektion von Hela-Zellen mit dem IE-310-HA-Plasmid im vorherigen
Experiment nur zu einer schwachen Expression des plE-310 flhrte (Abbildung 2.12
A) wurde von diesem Lysat viermal mehr als von den Lysaten der IE-611-HA- bzw.
IE-453-HA-transfizierten Hela-Zellen auf das Gel aufgetragen, um die drei Formen
des plE-310 besser nachweisen zu kdénnen. Nach der SDS-PAGE wurde eine

Western-Blot Analyse durchgefihrt.
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Abbildung 2.13 Die IE-611-, IE-453- und IE-310-Proteine werden unter selektiven immediate-early-
Bedingungen exprimiert.

BIM-Zellen wurden mit dem IE3-HA-Virus infiziert (MOl 5) oder uninfiziert belassen (Mock = M). Zudem wurden
uninfizierte oder IE3-HA-Virus-infizierte Zellen entweder unbehandelt belassen (CHX/Act D -) oder zunéchst flr
3 h mit CHX (100 pg/ml) inkubiert, um die Translation zu hemmen und dadurch je-Transkripte anzureichern. Nach
3 h Behandlung wurde das CHX-enthaltende Medium entfernt und durch Act D-haltiges Medium (5 pg/ml) ersetzt
und die Zellen fir weitere 4 h inkubiert (CHX/Act D +). Als Protein-Gréfenkontrolle wurden HelLa-Zellen mit dem
jeweiligen Expressionsplasmid fiir jede IE3-Isoform transfiziert (2 pg; U.N.). Daraufhin erfolgte die Herstellung von
Protein-Lysaten, die durch Bradford-Bestimmung normalisiert wurden. Von dem Lysat der IE-310-HA-
transfizierten HelLa-Zellen wurde viermal mehr als von den Lysaten der |IE-611-HA- bzw. IE-453-HA-transfizierten
HelLa-Zellen auf das Gel aufgetragen, um plE-310 besser nachweisen zu kénnen. AbschlieRend wurden die
Proteine mit SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Immunoblot Analyse untersucht. Mit Hilfe des HA-Antikérpers
wurden die einzelnen |IE3-Proteinvarianten dargestellt. Die Detektion von pM112/M113 (e1) diente als Nachweis
fur die Wirksamkeit der CHX/Act D-Behandlung. pp89 (pIE1) und p-Actin fungierten als Infektions- bzw.

Ladekontrolle.

Die Detektion mit HA-Antikdrper zeigte sowohl in unbehandelten, als auch in
CHX/Act D-behandelten IE3-HA-infizierten Zellen die Expression des IE-611-, IE-
453- und des IE-310-Proteins (Abbildung 2.13). Dabei war in den CHX/Act D-
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behandelten Zellen eine Anreicherung aller IE3-Proteinisoformen zu beobachten,
wodurch bestatigt wurde, dass die drei Proteine unter immediate-early-Bedingungen
exprimiert werden.

Die Wirksamkeit der CHX/Act D-Behandlung wurde mit Hilfe eines pM112/M113
(e1)-spezifischen Antikérpers Uberpraft. Die e7-Transkription hangt von der
Expression der |[E-Proteine ab. Die Act D-vermittelte Transkriptionsinhibition (nach
3 h CHX) erlaubt zwar die Expression der |IE-Proteine, aber nicht die Transkription
der transaktivierten early-Gene. Entsprechend war ausschliel3lich in unbehandelten
und infizierten Zellen pM112/M113 (e7)-Expression detektierbar, wohingegen in
CHX/Act D-behandelten, infizierten Zellen kein M112/M113 (e1)-Genprodukt zu
beobachten war. Demzufolge war die CHX/Act D-Behandlung erfolgreich und
ausschlieBlich immediate-early-exprimierte Proteine konnten gebildet werden. Als
Infektionskontrolle wurde das pp89 (IE1)-Protein detektiert, das wie erwartet nur in
infizierten Zellen nachweisbar war. Auch hier konnte durch die Hemmung der
Translation mit anschlieBender Inhibition der Transkription die |IE1-Proteinmenge
erhoht werden. Als Nachweis fir eine gleichmalige Gelbeladung diente p-Actin. Die
Spezifitdt aller Antikdrper wurde durch die Abwesenheit von Virus-spezifischen

Protein-Banden in Mock-Zellen gezeigt.

Die Abbildung 2.14 veranschaulicht den Aufbau, der neu identifizierten IE3-Proteine
mit Hilfe einer schematischen Darstellung. Das annotierte plE-611 besteht aus 611
Aminosauren und weist zwei putative Signalsequenzen fir die nukledre Lokalisation
(NLS) auf (NLS 1 aa 141-147 und NLS 2 aa 279-285) (Messerle et al., 1992). Das
plE-453 umfasst 453 Aminosauren und weist die NLS 2 auf, wohingegen das IE-310-
Protein aus 310 aa besteht und keine vorhergesagte Signalsequenz fir die nukleare

Lokalisation aufweist.
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Abbildung 2.14 Schematische Darstellung der MCMV Proteine plE-611, plE-453 und pIE-310.

Das annotierte pIE-611 besteht aus 611 Aminoséuren (aa). Das plE-611 besitzt zwei putative Signalsequenzen
fur die nukledre Lokalisation (NLS 1 aa 141-147 und NLS 2 aa 279-285) (Messerle et al., 1992). Das plE-453
umfasst 453 aa und weist die NLS 2 auf, wohingegen plE-310 aus 310 aa besteht und keine vorhergesagte

Signalsequenz besitzt.

2.3.4 Analyse der subzellularen Lokalisation der IE3-

Proteinisoformen

Das IE-611-Protein besitzt zwei putative nuclear localization sequences (NLS 1 und
NLS 2; Abbildung 2.14) und ist auch als hauptsachlich nuklear-lokalisiertes Protein
beschrieben (Tang et al., 2005). Um die subzellulare Lokalisation der neu
identifizierten |E-453- und |E-310-Proteinisoformen zu analysieren, wurden Hel a-
Zellen mit den Expressionsplasmiden, die jeweils die HA-markierte CDS einer IE3-
Isoform  enthalten, transient transfiziert.  AnschlieBend erfolgte eine
Immunfluoreszenz-Farbung mit HA-spezifischem Antikérper und die Gegenfarbung
der Nuklei mit DAPI (Abbildung 2.15). Die Analyse der Immunfluoreszenz-Farbung
ergab, dass sich das |E-611-Protein, wie erwartet, hauptsachlich im Nukleus der
Zellen befindet, was mit Hilfe des Overlays der HA- und DAPI-Farbung gut zu
erkennen ist. Das plE-453 wies ebenfalls eine Uberwiegend nukledre Lokalisation
auf. Erstaunlicherweise konnte das |E-310-Protein trotz der Abwesenheit der NLS 1
und 2 ebenfalls im Kern nachgewiesen werden. Die cytoplasmatische Farbung des

plE-310 war aber im Vergleich zu plE-611 und -453 ausgepragter (Abbildung 2.15).

77



Ergebnisse

DAPI Overlay

plE-611

plE-453

plE-310

Abbildung 2.15 Die Proteine IE-611, IE-453 und IE-310 sind hauptséchlich nukleér lokalisiert.

HelLa-Zellen wurden mit den verschiedenen IE3-Expressionsplasmiden transfiziert (0,3 pg; U.N). AnschlieRend
wurden die Zellen mit 3 % Paraformaldehyd fixiert, mit 0,1 % TritonX permeabilisiet und mit 2%
Ziegenserum/PBS inkubiert. Um die HA-Epitop-markierten IE3-Proteinisoformen zu farben, wurden die Zellen
zunéchst 60 min mit HA-Primérantikérper und darauf fir 45 min mit Cy3-gekoppeltem Sekundérantikérper
inkubiert. Abschlielend erfolgte die Gegenfarbung mit DAPI.

Um die subzelluldre Lokalisation im Virus-Kontext zu Uberprifen, wurden BIM-Zellen
mit dem IE3-HA-Virus infiziert (MOI 5). Da eine Immunfluoreszenz-Farbung mit dem
HA-markierten Virus immer alle drei |E3-Proteinisoformen gleichzeitig anfarben
wirde, ware eine Unterscheidung der einzelnen Proteine unmdglich. Deshalb
wurden 48 hpi fraktionierte Protein-Lysate hergestellt, wobei die cytoplasmatische
von der nukledren Proteinfraktion getrennt wurde, indem die (infizierten) Zellen
zundchst mit einem cytoplasmatischen und anschlieBend mit einem
nukleoplasmatischen Lysepuffer aufgeschlossen wurden. Wiederum wurden Hela-
Zellen mit den |IE3-Expressionsplasmiden als GréRenkontrolle transfiziert. Nach der
Proteinmengen-Normalisierung durch Bradford-Bestimmung  erfolgte  die
elektrophoretische Auftrennung mit Hilfe eines SDS-Gels, worauf sich eine Western-
Blot Analyse anschloss (Abbildung 2.16).
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Abbildung 2.16 Die IE-611-, IE-453- und IE-310-Proteine weisen in infizierten Zellen eine hauptséachlich
nukleére Lokalisation auf.

BIM-Zellen wurden unbehandelt belassen oder mit dem IE3-HA-Virus infiziert (MOl 5). 48 hpi erfolgte die
Herstellung von fraktionierten Protein-Lysaten, wobei die nukledre (N) von der cytoplasmatischen (C)
Proteinfraktion getrennt wurde, indem die (infizierten) Zellen zun&chst mit cytoplasmatischem und anschlieRend
mit nukleoplasmatischem Lysepuffer aufgeschlossen wurden. Zudem wurden als GréRenkontrollen HeLa-Zellen
mit den |E3-Expressionsvektoren transfiziert (2 pg: 0.N). Im Fall der ftransfizierten Hela-Zellen wurden
Gesamtzell-Lysate hergestellt. Nach der Normierung der Proteinmengen (Bradford-Bestimmung) wurden die
Proteine durch SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Immunoblot Analyse untersucht. HA-Antikdrper wurde zum
Nachweis der IE3-Proteinisoformen eingesetzt. Als Kontrolle fiir die Trennung der Proteinfraktionen wurde
einerseits das nukleér-lokalisierte Protein Lamin A/C und andererseits das cytoplasmatisch-lokalisierte Protein

lkBa detektiert. p-Actin diente als Ladekontrolle.

HA-Signale konnten (nach einer kurzer Exposition der Membran) ausschliellich in
den nukledren Lysaten (N-Lysate) von IE3-HA-infizierten Zellen nachgewiesen
werden. Die Signale entsprachen den Protein-GréRen der jeweiligen transfizierten

Isoform (siehe Spuren Hela Transfektion). Das abundanteste Protein war plE-611.
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Die Proteinmenge von plE-310 war etwas geringer, wohingegen fast keine plE-453-
Expression beobachtet werden konnte. Nach einer langeren Exposition der Membran
waren die |E-611- und IE-310-Proteine sowohl in der nukledren als auch in der
cytoplasmatischen Fraktion detektierbar, wobei im nukledren Lysat jeweils eine
starkere Proteinexpression zu erkennen war. Die plE-453-Expression blieb auf den
Nukleus beschrankt und resultierte in den geringsten Proteinmengen.

Um die Trennung der nukledren von der cytosolischen Proteinfraktion zu
kontrollieren, wurde Lamin A/C-Protein, das im Nukleus lokalisiert ist, detektiert.
Lamin A/C konnte nur in den N-Lysaten der BIM-Zellen nachgewiesen werden. Als
Kontrolle fur ein cytoplasmatisch-lokalisiertes Protein wurde IkBa ausgewahlt. In
diesem Fall waren sowohl in den nuklearen, als auch in den cytoplasmatischen
Lysaten der BIM-Zellen Banden zu erkennen. Die IkBa-Signalintensitat war aber in
den C-Lysaten eindeutig starker, was darauf hindeutet, das in den N-Lysaten nur
geringe Mengen der cytosolischen Proteinfraktion enthalten waren. Die Spuren der
transfizierten Hela-Zellen entsprechen Gesamtprotein-Lysaten, d.h. hier erfolgte
keine Separierung der Proteinfraktionen. p-Actin fungierte als Ladekontrolle.

Um eine prozentuale Verteilung der N- und C-Proteinmenge fur jede IE3-
Proteinisoform berechnen zu kénnen, wurde die mit anti-HA Antikorper entwickelte
Membran aus Abbildung 2.16 mit Hilfe des ChemoCam Imagers (INTAS) detektiert
und die Bandenintensitadt unter Verwendung der Software Gel Image 1D (INTAS)
gemessen. Bei der quantitativen Auswertung wurde die Summe des N- und C-
Signals je IE3-Proteinisoform als 100% festgelegt. Der jeweilige Intensitdtsanteil der
N- bzw. C-Proteinmenge wurde dann in Bezug zu der Signalsumme in Prozent
berechnet. Diese Berechnung erfolgte jeweils fur drei unterschiedlich starke
Expositionen der Membran (Daten nicht gezeigt). In Abbildung 2.17 ist der nukleare
bzw. cytoplasmatische Proteinmengen-Anteil in log1o Prozent  der
Gesamtproteinmenge dargestellt. Die Quantifizierung ergab, dass das |IE-611- bzw.
IE-453-Protein je zu 96% im Nukleus und zu 4% im Cytoplasma lokalisiert ist. Dem
cytoplasmatischen plE-453-Anteil von 4% liegt eine Signalintensitat zu Grunde, die
zwar mit der Gel Image 1D Software detektiert werden konnte, aber auf dem
entwickelten Film nicht zu erkennen war. Das plE-310 weist im Vergleich zu plE-611
und plE-453 einen geringeren nukledren Proteinanteil von 86% auf und ein
entsprechend gréRerer Teil des Proteins (14%) ist cytoplasmatisch lokalisiert
(Abbildung 2.17).
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Abbildung 2.17 Quantifizierung des IE3-Proteinisoformen-Anteils im Nukleus bzw. Cytoplasma.

Die mit HA-Antikdrper entwickelte Membran aus Abb. 2.16 wurde mit dem ChemoCam Imager (INTAS) detektiert
und die Signalintensitat mit Hilfe des Programmes Gel Image 1D (INTAS) quantifiziert. Fur die Auswertung wurde
die Summe der N- und C-Signalintensitét jeder IE3-Proteinisoform gebildet und als 100% festgelegt und der
prozentuale Anteil des jeweiligen N- bzw. C-Signals berechnet. Diese Auswertung erfolgte fiir drei unterschiedlich
starke Expositionen der Membran. Dargestellt sind die gebildeten Mittelwerte aus den drei Einzelmessungen

bezogen auf die Gesamtsignal-Intensitét je Proteinisoform in log1g %.

AbschlieRend wurden die Daten der Immunfluoreszenz-Féarbung und der
quantitativen Auswertung der N- und C-Proteinmenge mit den Vorhersagen des
WoLF PSORT-Algorithmus (http://wolfpsort.org) verglichen. Dieses Programm sagt
anhand von Sorting Signal Motiven und der Aminosauren-Komposition eines
Proteins dessen Lokalisation innerhalb der Zelle mit einer Genauigkeit von ca. 70%
voraus (Horton et al., 2007). Je héher der Wert, desto wahrscheinlicher ist das
Protein innerhalb des jeweiligen Zell-Kompartiments lokalisiert.

Die Vorhersagen fiur die Lokalisation der einzelnen |IE3-Proteinisoformen sind in der
Tabelle 2.1 zusammengefasst. Insgesamt ergaben die Vorhersagen fur das plE-611
und plE-453 eine Lokalisation hauptsachlich im Nukleus, wobei aber die Zirkulation
zwischen Nukleus und Cytoplasma maéglich ist (Werte bei 17). Laut Vorhersage von
WoLF PSORT befindet sich das plE-310 hauptsachlich im Cytoplasma (Wert 17,5).
Dies stimmt nicht mit den Immunfluoreszenz- und den Western-Blot-Befunden
Uberein, in denen eine starkere plE-310-Expression im Nukleus und eine
schwachere Expression im Cytoplasma detektiert wurde. Allerdings ist der Wert flr
eine Lokalisation sowohl im Nukleus als auch im Cytoplasma mit einem Wert von 15

nur geringflgig niedriger.
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Berechnete Werte des WoLF PSORT-Algorithmus
i Nukleus und
Protein Nukleus Cytoplasma Cytoplasma
plE-611 26 17 6
plE-453 21 17 11
plE-310 11,5 15 17,5

Tabelle 2.1: Vorhersage des WoLF PSORT-Algorithmus fiir die subzelluldre Lokalisation der IE3-Proteine.
Der Algorithmus sagt anhand von Sorting Signal-Motiven und der Aminosdure-Zusammensetzung von Proteinen
deren subzellulére Lokalisation mit einer Genauigkeit von 70% vorher. Je héher der Wert, desto wahrscheinlicher

ist das Protein im jeweiligen Zell-Kompartiment lokalisiert.

2.3.5 Generierung einer AIE-611-Virusmutante

Die Untersuchung des Aie3-Virus war bis jetzt nur auf komplementierenden Zellen
moglich, da die Deletion des /ie3-Gens in einem replikationsinkompetenten Virus
resultiert (Angulo et al.,, 2000). Die genaue Analyse der Sequenz, welche die
Arbeitsgruppe um Angulo et al. fur die Generierung des Aje3-Virus entfernt hat,
ergab allerdings, dass von dieser Deletion alle drei, der in dieser Arbeit
beschriebenen, ie3-Trankskript- und damit auch die Proteinisoformen betroffen sind.
Um einzugrenzen, welche der drei |IE3-Proteinisoformen fir das Viruswachstum
essentiell ist, wurde eine Mutante kloniert, die ausschlieflich eine defiziente plE-611-
Expression aufweist.

Wie bereits in Abschnitt 2.3.3 erwahnt, besteht der Unterschied zwischen dem IE-
611- und dem IE-453-Transkript im Ein- bzw. Ausschluss der Sequenz des Exons 5b
(Abbildung 2.9 und 2.14). Um eine spezifische Mutation innerhalb des plE-611-
kodierenden Transkripts zu erzielen, wurde deshalb die Exon 5b-Sequenz der ie3-
Genregion mit Hilfe von Bacmid-Mutagenese deletiert (Abbildung 2.18). Dabei
wurden jeweils 100 bp downstream vom IE-453-SpleiRdonor (SDig453) und 100 bp
upstream vom |E-453-Spleillakzeptor (SAie453) unverandert belassen. Damit wurde
sichergestellt, dass die Spleilistellen und die Sequenzumgebung, die bei der
Generierung der |E-453-Transkriptvariante eine Rolle spielen, weiterhin funktionell
sind. Die Deletion von 226 Nukleotiden innerhalb des Exons Sb und die Insertion
eines artifiziellen TGA (Stopp-Kodon) sollte sicherstellen, dass das Leseraster des
AIE-611-ORFs verschoben wird und falls ein Protein entstehen sollte, dessen
Translation zusatzlich durch das artifizielle Stopp-Kodon friihzeitig beendet wird. Die

artifizielle EcoRI-Restriktionsschnittstelle wurde inseriert, um die AlIE-611- von der
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wt-Sequenz sowohl im Bacmid als auch spater im Virus unterscheiden zu kénnen, da
ansonsten ein GréRenunterschied von 226 bp z.B. auf einem Agarose-Gel nur
schwer erkennbar gewesen ware. Die AIE-611-Mutante wurde mit Hilfe von
homologer Rekombination generiert. Nach der Entfernung des Antibiotikum-
Resistenzgens (in diesem Fall Kanamycin) blieben Sequenzreste der frt-

Rekombinationsstellen in der klonierten Mutante erhalten (frt) (Abbildung 2.18).

SDIE-\HQ 5'AIE-d!ﬂ

Exon[bp] 300 111 191 1679
ie1lie3 Genregion - B ° |
CDS [bp] 107 191 1487 .48 474 103 910 | :
ATG _-TGA, TGA,
SDIEASI;- SA L 453
AIE-611 HEHHE 3 |
TGA ifizien TGA,

EcoRl,tifizien

plE-611 (611 aa) m.ﬁ 3 . -4
pAIE-611 (151 aa) 3 & a|8lE

StopPartifiziell

EcoRlyifizien
plE-453 (453 aa) =8 -~ 7

Abbildung 2.18 Schematische Darstellung der klonierten AIE-611-Mutante.

Der Unterschied zwischen den plE-611- und plE-453-kodierenden Transkripten besteht im Ein- bzw. Ausschluss
des Exons 5b. Um die AIE-611-Deletionsmutante zu klonieren, wurden mit Hilfe von Bacmid-Mutagenese 226 bp
innerhalb des Exons 5b deletiert. Dabei wurde sichergestellt, dass die Spleilstellen und die Sequenzumgebung,
die fUr die Generierung des plE-453-kodierenden Transkripts essentiell sind, weiterhin funktionell sind, indem 100
bp stromabwérts vom SpleiRdonor (SDie4s3) und 100 bp stromaufwérts vom SpleiRakzeptor (SAig4s3) in der
Sequenz erhalten blieben. Die Deletion von 226 bp resultiert in einer Verschiebung des Leserasters bei der
Translation des pAIE-611-kodierenden Transkripts. Falls das AIE-611-Protein trotz Leseraster-Verschiebung
translatiert werden sollte, wurde zudem ein artifizielles TGA in die Sequenz eingefligt, um einen friihzeitigen
Translationsabbruch zu bewirken. Nach der Deletion mittels homologer Rekombination, blieben Sequenzreste der
frt-Rekombinationsstellen in der Sequenz zuriick. Um das wt-Virus von der Deletionsmutante unterscheiden zu

kdnnen, wurde eine artifizielle EcoRI-Schnittstelle inseriert.
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Um die Deletion zu kontrollieren, wurde AIE-611- und wt-Bacmid-DNA mit dem
Restriktionsenzym EcoRI verdaut und mit Hilfe eines Agarose-Gels elektrophoretisch
aufgetrennt. Die Deletionsmutante wies das erwartete Bandenmuster in der
Restriktionsanalyse auf (Abbildung 2.19 A). Im Rahmen einer Southern-Blot Analyse
wurde die EcoRl-geschnittene wt- und AIE-611-Bacmid-DNA mit einer spezifischen
DIG-markierten Sonde, die innerhalb der deletierten Sequenz bindet (DIG AIE-611),
einer ie3-spezifischen Sonde (die in einem Bereich bindet, der nicht deletiert wurde)
und einer DIG-ie7-Sonde untersucht (Abbildung 2.19 B).

A EcoRlI B
Bacmid Bacmid
2 = & =
w 3 w (&)
g = g =
. DIG AIE-611
DIG ie3
-
. :
- DIG je1

Abbildung 2.19 Kontroligel und Southern-Blot der AIE-611-Mutante.

A) AIE-611- und wt-Bacmid-DNA, wurden mit EcoRIl verdaut und anschlieRend per Gelelektrophorese
aufgetrennt. Das 12662 bp Fragment der EcoRIl-geschnittenen wt-Bacmid-DNA wird in der AIE-611-Bacmid-DNA
in zwei Fragmente mit GréRRen von 10319 bp und 2277 bp (mit rotem Pfeil markiert) geschnitten. B) Southern-Blot
Analyse von AIE-611- und wt-Bacmid-DNA mit einer Sonde, die innerhalb der deletierten Exon 5b-Sequenz
hybridisiert (DIG AIE-611), und einer Sonde, die downstream der deletierten Sequenz bindet (DIG /e3). Die
Detektion mit einer DIG je7-Sonde diente als Nachweis flr die Prdsenz der je1 Exon 4-Sequenz. Die AIE-611-
Sonde sowie die je7- und die je3-Sonde hybridisieren mit dem 12662 bp Fragment der wt-Bacmid-DNA, wéhrend
die ie1-Sonde an das 10319 bp Fragment und die je3-Sonde an das 2277 bp Fragment der AIE-611-Bacmid-DNA
bindet.

84



Ergebnisse

Mit Hilfe der DIG AIE-611-Sonde konnte in der Spur mit wt-DNA ein klares Signal
detektiert werden, wohingegen keine Hybridisierung bei der AIE-611-Mutante
ersichtlich war. Somit war die vorgesehene Sequenz innerhalb des Exons 5b im AlE-
611-Bacmid erfolgreich deletiert worden. Bei Verwendung der /e3-spezifischen
Sonde war in beiden Spuren ein deutliches Signal sichtbar. Der GréRenunterschied
zwischen beiden Spuren ist durch die Deletion in der AIE-611-Mutante und durch die
zusatzliche artifizielle EcoRI-Schnittstelle zu erklaren, wodurch das Fragment kleiner
wird. Diese Daten deuten darauf hin, dass die ie3-Sequenz, die downstream der
Deletion liegt, vorhanden ist und somit die Isoformen IE-453 und IE-310 weiterhin
exprimiert werden sollten. Als Kontrolle wurde anschlieend mit einer ief-
spezifischen Sonde hybridisiert, um sicherzustellen, dass die Je7-spezfische
Sequenz noch erhalten ist. Eine Veranderung war nicht zu erkennen, da sowohl in
der wt- als auch in der AIE-611-Spur eine eindeutige Bande detektierbar war. Der
ie1-Fragment-GréRenunterschied zwischen wt- und AIE-611-Spur ist auch in diesem
Fall auf die artifizielle EcoRI-Schnittstelle in der AIE-611-Mutante im benachbarten
ie3-Gen zuruckzufuhren (Abbildung 2.19 B).

Nach der Uberpriifung der AIE-611-Mutante wurde die Bacmid-DNA in BIM-Zellen
transfiziert. Uberraschenderweise war es méglich, das AIE-611-Virus zu
rekonstituieren, was darauf hindeutete, dass das Vorhandensein der I|IE-611-
Proteinisoform nicht essentiell fur das Viruswachstum ist. Nach der Generierung
eines Virus-Stocks wurden BIM-Zellen infiziert und aus den infizierten Zellen 6 hpi
RNA isoliert. Diese wurde als Template fir eine RT-PCR mit /e3-spezifischen
Primern (/e3 forward und reverse) verwendet, um das AIE-611-Transkript zu
amplifizieren. Das PCR-Produkt wurden mit Hilfe eines Agarose-Gels
elektrophoretisch aufgetrennt, die Bande ausgeschnitten und die DNA isoliert. Die
DNA wurde mittels Topo/TA-Ligation in einen Expressionsvektor kloniert und
anschlieliend sequenziert. Die Sequenz-Analyse bestatigte die korrekte Deletion der
226 bp innerhalb des Exons 5b in der AIE-611-Virus-Mutante.

Beim Vergleich des AIE-611- mit dem wt-Virus war im Mikroskop visuell ein
Wachstumsnachteil des Deletionsvirus zu erkennen. Dieser Nachteil wurde aber mit
zunehmender Virus-Passage und bei der Generierung von verschiedenen Virus-
Stocks geringer. Um das AIE-611-Virus auf mdgliche Verdnderungen zu
untersuchen, wurde Gesamt-DNA mittels Proteinase K-Verdau und anschlieRender

Phenol/Chloroform-Aufreinigung aus verschiedenen AIE-611-Virus Aliquots isoliert.
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Diese DNA wurde als Template fur eine PCR mit AIE-611-Kontroll-Primern (AIE-611
ctl. 1 und 2), die stromauf- und stromabwarts der Deletion binden, verwendet. Das
PCR-Produkt unter Verwendung von AIE-611-DNA als Template ist 876 bp grofl3 (wt-
PCR-Produkt = 942 bp). Die DNA wurde mit Isopropanol geféllt, mit 70 % Ethanol
gewaschen und in 20 pl ddH,0O aufgenommen und anschliefend auf zwei Aliquots a
10 pl aufgeteilt. Die eine Halfte des PCR-Produktes wurde unbehandelt belassen, die
andere Halfte wurde mit EcoRI| verdaut, da sich in der amplifizierten AIE-611-
Sequenz die artifizielle EcoRI-Schnittstelle befindet. Nach dem Verdau wurden beide
Proben der verschiedenen Virus-Passagen/Stocks (Aliquots 1-8) mit Hilfe von

Gelelektrophorese aufgetrennt (Abbildung 2.20).

AIE-611 ctl. 1+2

Bacmid Proteinase K-Verdau verschiedener AIE-611 Aliquots
MCMV AIE-611 1 2 3 4 5 6 7 8
prcoRI.+-+-+-+-+-+-+-+-+-+
1000

808

400
200

AlIE-611 Srev

Abbildung 2.20 PCR und Restriktionsanalyse von Bacmid-DNA sowie von DNA aus verschiedenen AlE-
611-Virus-Aliquots.

Gesamt-DNA aus verschiedenen AIE-611-Virus-Aliqguots wurde mit Hilfe eines Proteinase K-Verdaus und
anschlieRender Phenol/Chloroform Extraktion isoliert. Diese DNA oder Bacmid-DNA diente als Template flr eine
PCR mit AlIE-611-Kontroll-Primern (AIE-611 ctl 1+2). Die PCR-Produkte wurden mit Isopropanol geféllt, mit 70%
Ethanol gewaschen, in 20 pl ddH>O aufgenommen und auf zwei Aliquots & 10 pl aufgeteilt. Die eine Hélfte blieb
unbehandelt, wahrend die andere Hélfte des PCR-Produktes mit EcoRl verdaut wurde. Nach dem Verdau
erfolgte die gelelektrophoretische Auftrennung. Das unverdaubare wt-PCR Produkt weist eine Gréfke von 942 bp
auf. Der EcoRI-Verdau der PCR-Produkte mit AIE-611-Bacmid- oder Virus-DNA der Aliquots 1-4 als Template
fihrte erwartungsgeméaR zu zwei Fragmenten mit GréRen von 732 bp und 144 bp. Uberraschenderweise war
nach dem Restriktionsverdau der PCR-Produkte mit DNA der Virus Aliquots 5-8 (Srev) als Template sehr wenig

bzw. kein 144 bp Fragment nachweisbar.

In den Spuren der (un)verdauten PCR-Produkte mit wt-Bacmid-DNA als Template,
konnte ausschliel’lich das ungeschnittene 942 bp grol’e Fragment nachgewiesen
werden, da die wt-DNA keine artifizielle EcoRI-Schnittstelle aufweist. Der Verdau der
PCR-Produkte mit AIE-611-Bacmid- bzw. Virus-DNA der Aliquots 1-4 (Virus-Aliquots,
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die kurz nach der Rekonstitution eingefroren wurden) als Template resultierte, wie
erwartet, in zwel Fragmenten mit GréRen von 732 bp und 144 bp. Die Intensitat und
damit die Menge des 144 bp Fragmentes der EcoRl-verdauten PCR-Produkte mit
Virus-DNA der Aliquots 5-8 (Srev; Virus-Aliquots von spateren Virus-Passagen) als

Template, wurde allerdings immer weniger (Abbildung 2.20).

Um zu dberprifen, was sich wahrend der Passagierung innerhalb des Virusgenoms
verandert hat, wurde je ein Virus-Aliquot mit vorhandenem 144 bp EcoRI-Fragment
und ein Aliquot, das die artifizielle EcoRI-Schnittstelle scheinbar verloren hat, erneut
mit Proteinase K verdaut und die DNA mittels Phenol/Chloroform Extraktion isoliert.
Daraufhin erfolgte die AIE-611-Kontroll-PCR (AIE-611 ctl. 1 und 2) mit der DNA der
verschiedenen Virus-Aliquots als Template. Die PCR-Produkte wurden gereinigt, in
zwei Aliquots aufgeteilt und je ein Aliquot mit EcoRI verdaut, wahrend das andere
Aliquot unbehandelt blieb. Anschlielend erfolgte die elektrophoretische Auftrennung
mit Hilfe eines Agarosegels. Erneut konnte die Virus-DNA der spateren Virus-
Passage nicht mit EcoRl verdaut werden (Daten nicht gezeigt). Deshalb wurde
jeweils das PCR-Produkt der verschiedenen Virus-Passagen, das unbehandelt
belassen wurde (d.h. nicht mit EcoRI verdaut wurde), aus dem Gel ausgeschnitten
und die DNA isoliert. Diese wurde in einen Topo/TA-Vektor kloniert und sequenziert.

Die Sequenz-Analyse der DNA, die das 144 bp Fragment nach dem EcoRIl-Verdau
noch aufwies, ergab die erwartete Sequenz der klonierten AIE-611-
Deletionsmutante. Der Verlust des EcoRI-Fragments in den Virus-Aliquots 5-8 war
hingegen durch eine Sequenz-Veranderung dieser Viren entstanden. Die
Sequenzanalyse der entstandenen Virusvariante (nachfolgend Srev = spontane
Revertante genannt) ergab, dass diese beinahe die gesamte Sequenz der
zuruckgebliebenen frt-sites (137 bp von 141 bp) und weitere 15 bp von der
stromabwarts liegenden Exon 5b-Sequenz deletiert hat. Diese zusatzliche Deletion
fuhrte zum Einen zum Verlust des artifiziellen Stopp-Kodons und der artifiziellen
EcoRI-Schnittstelle, zum Anderen aber auch zur Wiederherstellung des

urspringlichen Leserasters (Abbildung 2.21).
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wt-1E-611
ATGGAGCCCECCGCACCCAGTTGCAACATGATCATGATCGCCGATCAGGCATCCGTCAACGCCCACGGCCGTCACTIGEATGAGARCCGTETCTACCCATCAGACAAGGTGCCAGCTCATGTCGCCAACA

AGATCCTCGAGTCTGGAACCGRARCCGTCCGC TETGACC TEGACTCTGEAGGACATGTTGECGAGACTAT GAGTATGATGAT CC CACTGAGGRAGAGAAGATCCTCATGGACCGCATCGCTGACCACGTGEG
GAATGATAACAGCGACATGGCCATCAAGCATGCTGCAGGACCCGAGATGAACATAGATATTGTTACAGCAGCGGCCTCCATGTCA TAACTACTGCCTCACACAGCGCCCTGCCAATCAGRAGACCA

AACACCCCAGACTTCAGAAGACACT CAGAAMGRAAGCTARGARAGCATAACARCAAGCAGCGCC

AGTGETTCTEAGGATGAAGATGATGACGATGATCGAGC GEGETAGATAGTGGC TACAGGEEEAGCACTAGGAGTGAAGACAGCAGC ACGTACAGGC CACAC
TCCCACTCATCAAGGTCCT LLATTmTCATCEGRGCGGG‘TCC TCTAGACACCACCACARGAGGARGGCGETAC CTGAACGCCACCATCCTTTCACACCTCOCTC TGC GAAGAGGTATGCCG
CCECTGCCCCCAGCAGCAGATATGAGTGTCCTGTGCGTGTEGATTCC TCAGACAGTGATGATGCCCCTACCATGGTACAGAGGGGGACCCTGAAGAT CAAGTCCTTCAGECCCCCTAGCTCTGGTTCCAR
CTCCAACARARCACAGCAGCAGCTCTGETGGGTCTACTAGTAGTAGCCAC ARGRAGCARCAGCAGC AGC AGGCCCCTAGCARGAAGCC TGTGATGAGTAGTGGEAGTGATAAGATCAGAGRCATGGTAGAC
AGEACAGCCEGAGGCTACGTGECCCCCAACGC CCACAAGARGTGCAGGGAAGATAAGT CCAGGARGTACC CAGCCAGGECCTTGGAGTACAAGAACC TGCCCT TCAGACCTCAGTCOCCACAGTATCTAC
TGGETAAGGCCATCCAGTTC TETAAGGAGGAGACCGETGCATGACAAGTTCATCATGCTGTTCTACACCAGGAGTCAGGATGTGAGEAAGGCAGTGGATGAGACACGCGCCCECATGEGEATGCECCCCAM
CCTGTCCATCTCCTGCCCCTTCATGACAGAGCACACCARGCCCATTARC CACAGCAGGGAGAC CATAGATAGAACCTCAGCGGCCTGCACCGCAGETACTCAGGCAGTGTGGGACATGGAGGAGAGACGA
GGTCACAAGTGTCTCCCCAGGACCTCAGAC TACAGGAGCATGATAAT TCACGGCAGCCAACCCTCCAGACTTCTTCGCACCGC TCAAGACCTCTCTGCATTTGACTCACGTCTTCCCCAMG CAGCTGTGCA
TGAGGCTCTECAGCATAACAGECGEGT TGANTCCTCTTCCCATC TATGAGGAGACTGTCAGCAGT TATGTGAACGCCCAGTT TGAGCCAGATGATATAAGCCATCATCACGATGAGTC TGGGGAGTATGA
GTCTGACTGCGAGTGA

AlE-611

ATGGAGCCCGCCGCACCCAGTTGCARCATGATCATGATCGCCGATCAGGCATCCGTCAACGCCCACGGCCGTCAC TTGEATGAGAACCGTETCTACCCATCAGACAAGGTGCCAGCTCATGTCGCCAACA
AGATCCTCGAGTCTGGAACCGRARCCGTCCOC TG TCACCTGACT CTGCAGGACATGT TGEGAGAC TATCAGTATCATGAT CCCACTCAGGAAGAGAAGATCCTCATGCACCGCATCGCTCACCACGTGEG

GAATGATAACAGCGACATGGCCATCAAGCATGCTGCAGGACCOGAGATGAACATAGATAT TGT TACAGCAGCGGC CTCCATG TCA TAACTACTGCCTCACACAGCGCCC TCCCAATCAGAAGACCA
AACACCCCAGACTTCACAAGACACT CAGAARAGAAAGCTARGAAGCATAAGARC AAGCAGCGC
AGTGETTCTGAGGATGAAGATGATGAGGATGATGAGC GGG TAGATAGTGGC TAC

AGGGGGAGCAGTAGGAGTGAM ACAGCAGCAGGTACAGGCCACACGGRAGGCTCC CACTCRTCMG'DCCTCCk'.[']‘m'l‘CRTCECﬂlGCDGGTCCTCTMCACCMCMMGMG&AGGCCGTACCTG
AACGCCACCATCCTTTCACACC TCCCTCTGOGAAGAGGTATGCCGCCGCTGCCCCCAGCAGCAGATATGAGTGTCCTGTGCGTGTGGATTCCTCAGACAGTGATGATGCCCCTACCATGGTAC AGAGGGG
GACCCTGAAGATCAAGTCCTTCAGGCCCCCTAGC TCTGGTTCCAAC TCCARCARACACAGCAGCAGCTCTGGTGGGTCTACTAGTAGTAGCC ACARGAAGC ARCAGCAGCAGC AGGCCCCTAGCARGARG
CCTGTGATGAGTAGTGGGAGTGATARGATCAGAGACATGGTAGACAGGACAGCCGGAGGC TACGTGGCCCCCARC GCCCACAAGANG TGCAGGGARGATARGTCCAGGARGTACCCAGCCAGGGCCTTGG
AGTACAAGAACCTGCCCTTCAGACCTCAGTOCCCACAGTATC TACTGGGTAAGGCCATCCAGT TC TETAAGCAGGAGACCGTGCATGACARGTTCATCATGCTGTTCTACACCAGGAGTCAGGATGTGAG
GAAGGCAGTGGATGAGACACGCGCCCGCAT A GCCCCARCCTGTCCATCTCCTECCCCT TCATGACAGAGCACACCARGCCCATTAACCACAGCA CATAGATAGAACCTCAGCGGCC
TGCACCGCAGGTACTCAGGCAGTETCCGACATGCACGAGACACGAGGTCAGARG TG TG TECCCACGACCTCAGAC TACAGGAGCATCATAATTCACGGCAGCCAACCCTCCAGACTTCT TCGGAGCGCTEA
AGACCTETCTGCATTTGAGTCAGETCTTCCOCARGCAGE TG TECATGAGGCTC TECAGCATARCAGGC GEET TGAATCCTCTTCCCATC TATGAGGAGACTGTCAGCAGTTATGTGAACGCOCAGTTTGA
GGCAGATGATATAAGCCATCATGAGGATGALTCTGGGGAGTATGAGTCTGACTGCGAGTGA

Srev

ATGGAGCCCGCCGCACCCAGTTECARCATGATCATGATCECCGATCAGGCATCCGTCARCGCCCACGGCCGTCACTTGGAT ACCGTGTCTACCCATCAGACAAGGTGCCAGCTCATGTCGCCRAACA
AGATCCTCGAGTCTGEAACCGAARCCGTCOGC TG TGACC TGAC TC TEGAGGRCATGT TEGGAGRC TATGAGTATGATGATCCCACTGAGGARGAGARGAT CC TCATGGRCOGCATCGCTGACCACGTGEG
GAATGATARCAGCGEACATGEGLCATCAAGCATGCTGCAGGRCCCGAGATGAACATAGATATTGTTACAGCAGCEGCC TCCRTGTCAG.BTBBCTACTGCC TCACACAGCGCCCTGCCRATCAGARGRCCA
AMCACCCCAGACTTCAGARGACAC TCMGMCTMGMGCRTMGMEMCM{CGCC-TGMGAMATGAGG\HTGATGmc@GGTAGATBGTGGCT&CAGGGGGmTRGGMTM
ACAGCAGCAGGTACAGGCCACAC TCCCACTCAT L.AAoGGTCCTOCATTmTCATC‘iGMCGGGTDCTCTAGACAC CACCACAAGAGGAMGECGETACCTGAACGCCACCATCCTTTCACACT
TCCCTCTGCGA TATGCCGCCGCTGCCCOCAGCAGCAGATATCAGTGTCCTGTGCGTCTGGAT TCCTCAGACA ATGCCCCTACCATGGTACAGAGGGGGACCCTGAAGATCAAGTCCTTC
AGGCCCCCTAGCTCTECTTCCAAC TCCAACRARMC ACACCAGCAGC TCTGC TEGETCTACTAC TAGTAGCCAC AAGAAGCARCAGCAGCACCAGGC CCC TAGCAAGAAGCC TG TGATGAGTAGTGCGAGTG
ATAAGATCAGAGACATGETAGACAGGACAGCCEGAGGC TACGTGGCCCCCARCGCCCACAMG ARG TGCAGGGARGATAAGTCC AGGAAGTACC CAGCCAGGGCCTTGGAGTACAAGARCCTGCCCTTCAG
ACCTCAGTCCCCACAGTATC TACTGGETAAGGCCATCCAGTTC TG TARGGAGGAGACCETGCATGAC AAGTTCATCATGC TGT TCTACACCAGGAGTCAGGATGTGAGGARGGCAGTGGATGAGACAC G
GCCCGCATGGEEATGOGCCCCAAC CTGTCCATCTCCTGC CCCTTCATGAC AGAGC ACACCAAGCC CATTARCCACAGCAGGGAGACCATAGATAGARCCTCAGCGGCCTGCACCGC AGGTACTCAGEC AG
TETGEGACATGEAGGAGAGACGAGGTCAGARGTGTGTGC CCAGGRACCTCAGACTACAGEAGC ATGATAATTCAGECAGCCARMCCCTCCAGACTTCTT AGCGGTGARGRCCTGTCTGCATITGAGTCA
GETCTTCCCCARGCAGGTGTGCATGRGGCTCTECAGCATAACAGGCGGGT TEARTCCTCTTCCCATC TATGAGGAGACTEGTCAGCAGT TATGTGAACGCC CAGT TTGAGGCAGATGATATAAGCCATCAT
GAGGATGAGTCTGEGEAGTATGAGTCTGACTGCGAGTGA

Abbildung 2.21 wt-IE-611-, AIE-611- und Srev- Sequenz.

Dargestellt ist die kodierende |E-611-Sequenz (Exon 2, 3 und 5). Griin markierte Bereiche kennzeichnen die
Spleilstellen (GT= SpleiRdonor; AG= Spleikakzeptor), die fiir die Generierung des |IE-453-Transkripts essentiell
sind. In der wt-IE-611-Sequenz sind die Nukleotide, die bei der AIE-611-Mutante deletiert wurden, rot markiert.
Die gelb markierte Sequenz (in wt-IE-611 und AIE-611) kennzeichnet den Bereich des Exons 5b, der in der Srev-
Mutante zusétzlich fehlt. In der Sequenz von AIE-611 orange markiert sind die frt-Sequenzreste, die nach der
Rekombination im Virusgenom enthalten blieben. Zudem sind die artifizielle EcoRI-Schnittstelle (GAATTC) und
das artifizielle Stopp-Kodon (TGA) hervorgehoben. Der orange gekennzeichnete Bereich innerhalb der Srev-
Sequenz markiert die 4 bp der frt-Sequenzreste, die diese spontane Revertante noch enthélt. Die Deletion der
artifiziellen EcoRI-Sequenz und des artifiziellen Stopp-Kodons, der frt-Sequenzreste sowie die Abwesenheit von

15 bp der Exon 5b-Sequenz resultierte in der Wiederherstellung des Leserasters.

Die Wiederherstellung des Leserasters resultiert in der Expression des IE-Srev-
Proteins, das 530 aa umfasst und damit im Vergleich zum Wildtyp plE-611 (611 aa),
81 aa weniger enthalt. Die ursprunglich klonierte AlE-611-Deletionsmutante
hingegen exprimiert ein Protein, das maximal aus 151 aa besteht, sofern die RNA

nicht bereits durch nonsens mediated decay abgebaut wird (Abbildung 2.22).

88



Ergebnisse

SDIE-\HQ SAIE-dm

Exon[bp] 300 111 191 1679
ie1/ie3 Genregion 8 3 b |
CDS [bp] 107 191 1487 48 474 103 910 [
ATG _~TGA, TGA,

SDie.a53 SAg.453

AIE-611 R E I%h 3 l
TGA_ riifiziall TGA,
EcoRlarifizien :

s I:)‘I E-453 SAIE-dS!

Srev I.h" ESHEB 3

%zﬂﬂzle_ll TGA,
rtifiziall

plE-611 (611 aa) s |8 & . 2
pAIE-611 (151 aa) m.s 8le

StoppPatifiziell

EcoRl,ifizien

plE-Srev (530 aa) m 8 [H8 3
]

Abbildung 2.22 Aufgrund der Deletion der IE-611-lsoform entsteht ein selektiver Druck, der die

plE-453 (453 aa) 8

2b
5d

Wiederherstellung des urspriinglichen Leserasters beglinstigt.

Durch die Passagierung der AIE-611-Mutante auf wt-Fibroblasten wurde anscheinend selektiver Druck auf das
Deletionsvirus ausgetibt, wodurch das Srev (spontane Revertante)-Virus entstand. Im Srev-Virusgenom ist ein
Grofteil der fri-Sequenz (137 bp von 141 bp), ein 15 bp Stiick der downstream liegenden Exon 5b-Sequenz
sowie das artifizielle TGA und die artifizielle EcoRI-Schnittstelle nicht mehr enthalten. Diese zuséatzliche Deletion
fuhrte zur Wiederherstellung des urspriinglichen Leserasters. Das plE-Srev besteht aus 530 aa, wohingegen sich

das pAIE-611 nur aus 151 aa zusammensetzt.

Das AIE-611-Virus weist in wt-Zellen einen im Mikroskop zu beobachtenden
Wachstumsnachteil im Vergleich zum wt-Virus auf. Dieser, durch die Zellen,
ausgeubte selektive Druck begunstigte anscheinend Viren mit der in Abbildung 2.21
und 222 beschriecbenen Mutation. Das Srev-Virus weist also eine
Sequenzveranderung auf, die dazu fuhrte, dass sich das Verhaltnis von AIE-611- zu

Srev-Virus von Passage zu Passage zugunsten der Srev-Mutante verschob. Dieser
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Vorgang konnte durch die schrittweise Verminderung des 144 bp EcoRIl-Fragments
im Agarose-Gel verfolgt werden (Abbildung 2.20).

2.3.6 Die Deletionsviren AIE-611 und Srev sind replikationsfahig

Um das AIE-611- und das Srev-Virus im Vergleich zum wt-Virus analysieren zu
konnen, wurden definierte, d.h. Gber den in Abschnitt 2.3.5 beschriebenen EcoRlI-
Verdau kontrollierte Virus-Stocks hergestellt. Zunachst wurde deren virale
Genexpression mittels Western-Blot Analyse anhand verschiedener immediate-
early-, early- und late-exprimierter Proteine verfolgt. Dazu wurden NIH3T3 Zellen mit
wt-, AIE-611- oder Srev-Virus (MOl 2) infiziert und 4-72 hpi Protein-Lysate
hergestellt. Nach der Normierung mittels Bradford-Bestimmung erfolgte die
Auftrennung der Proteine durch SDS-PAGE und die Detektion mit verschiedenen

Primar/Sekundar-Antikérper-Kombinationen im Western-Blot.

NIH3T3

MCMV AIE-611 Srev
kba M 4 8 24 48 72 M 4 8 24 48 72 M 4 8 24 48 72 hpi

100 —§
T | eS| == | peso(pEY)
40— - ——a—m —— e T T pM112/M113 (e1; early)
35—
250 —
::g: S . a— — - e — S s e  wn  pM45 (earlyllate)
190 | ——— = SN P

— —— — - —
HOe=IET | euwew | =="
0] o G J—— e e | IMmMunserum
35—
50 —
40 — _—. g ﬁ-ACtil‘l

Abbildung 2.23 Die Deletion der IE-611-Isoform filihrt nicht zum Verlust der viralen early- und late-
Genexpression.

NIH3T3-Zellen wurden Mock (M) behandelt oder mit wt-, AIE-611 oder Srev-Virus infiziert (MOl 2). Die
Herstellung der Protein-Lysate erfolgte von 4-72 hpi. Diese wurden mit Hilfe von Bradford-Bestimmung normiert,
mittels SDS-PAGE aufgetrennt und abschlieRend mit Antikérpern, die fiir jeweils eine der drei Replikationsphasen

repréasentativ sind, im Western-Blot detektiert. p-Actin fungierte als Ladekontrolle.
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Der Nachweis eines immediate-early Proteins (pp89=plE1) ergab, dass das AIE-611-
Virus eine kontinuierlich und massiv erhdéhte Expression im Vergleich zum wt- aber
auch zum Srev-Virus aufwies (Abbildung 2.23). Die pp89 (pIE1)-Expression war nach
Infektion mit wt- und Srev-Virus hingegen recht ahnlich, obgleich gewisse
Unterschiede in Abundanz und Expressionskinetik von pp89 (plE1) verzeichnet
wurden: 4 und 8 hpi war das pp89 (plE1)-Signal beim Srev-Virus etwas starker; zu
spateren Zeitpunkten glich sich die Intensitat aber an.

In AIE-611-Virus-infizierten Zellen konnte zu frihen Zeitpunkten nach der Infektion (4
und 8 hpi) eine leicht erhéhte Expression des early 1-Proteins (pM112/M113 = pE1)
nachgewiesen werden. In wt-Virus- und Srev-Virus-infizierten Zellen waren die
pM112/M113 (pE1)-Expressionskinetiken und -Proteinmengen relativ ahnlich. Die
Expressionsstarke des early/late-exprimierten M45-Proteins war in wt-, AIE-611- und
Srev-Virus-infizierten Zellen vergleichbar. Die Detektion mit polyklonalem MCMV-
Immunserum ergab eine massiv verstarkte pp89 (plE1)-Expression (Signale
zwischen 60-90 kDa) in AIE-611-infizierten Zellen im Vergleich zu den wt- und Srev-
Lysaten. Die Expression der anderen Proteine, die durch das Immunserum erkannt
werden, waren bei allen drei Viren dhnlich. Der Nachweis von pg—Actin fungierte als
Ladekontrolle.

Es lasst sich zusammenfassen, dass die Deletion der plE-611-Isoform zu einer
deutlichen Erhéhung der pp89 (plE1)- und zu einer leichten Erhéhung der
pM112/M113 (pE1)-Proteinmenge fuhrt. Die verstarkte pp89 (plE1)-Expression ist
auch nach der Detektion mit MCMV-Immunserum nachweisbar. Diese Befunde
deuten auf eine Promotor-Repressor-Funktion des plE-611 hin. Auffallig ist zudem,
dass sich die Proteinmengen und -kinetiken von wt- und Srev-Virus sehr dhneln.
Scheinbar erméglicht die Wiederherstellung des ursprianglichen Leserasters im Srev-
Virus (trotz fehlender Exon 5b-Sequenzbereiche), eine wt-artigere Protein-
Expressionskinetik. Aullerdem kann anhand der Daten nachgewiesen werden, dass
sowohl das AIE-611- als auch das Srev-Virus in der Lage sind, early- und late-
exprimierte Proteine zu generieren.

Aufgrund der Erkenntnis, dass das AIE-611- und Srev-Virus early und late Gene
exprimieren, wurden anschlieBend Replikationsanalysen durchgefuhrt, um den
Wachstumsnachteil gegeniber dem wt-Virus, der bereits im Mikroskop zu
beobachten war, genauer zu beziffern und um nachzuweisen, dass die Viren ohne

die Expression der |IE-611-Proteinisoform replizieren. Dazu wurden primare C57BL/6
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MEFs und BIM-Zellen jeweils mit wt-, AIE-611- und Srev-Virus mit einer niedrigen
MOI (0,01) und einer héheren MOI (1) infiziert. 0, 1, 2, 4 und 6 Tage nach Infektion
(dpi) wurde jeweils Virus-Zell-Suspensionen eingefroren. Anschlie’end wurden die
Virus-Titer des jewelligen Zeitpunkts mit Hilfe der Plaque-Titration auf BIM-Zellen
bestimmt.

Die Auswertung der Wachstumsanalysen ergab, wie erwartet, einen
Wachstumsnachteil der AIE-611-Mutante im Vergleich zum wt-Virus (Abbildung 2.24
A und B). Dieser Wachstumsnachteil des AIE-611-Virus gegeniber des wt-Virus war
bei einer Infektion mit niedriger MOI (0,01) sowohl auf C57BL/6 als auch auf BIM-
Zellen an Tag 1 nach der Infektion am ausgepragtesten (ungefahr 55- bis 90-fach)
und verringerte sich bis zum Tag 4 nach der Infektion auf das ca. 10-fache. Das
Srev-Virus hatte einen Tag nach der Infektion ein Wachstumsdefizit zwischen 30-
und 120-fach im Vergleich zum wt-Virus. 4 dpi erreichte diese Mutante allerdings in
beiden Zellarten fast die wt-Virus-Titer (Abbildung 2.24 A). Die Srev-Mutante
replizierte an Tag 4 nach der Infektion im Vergleich zur AIE-611-Mutante 5- bis 10-
fach besser.

Wurden die Zellen mit der héheren MOI 1 infiziert, wuchs das AIE-611-Virus im
Vergleich zum wt-Virus an Tag 1 nach der Infektion in BIM-Zellen nur 15-fach
schlechter. Der Wachstumsnachteil in C57BL/6-Zellen war bedeutend starker (130-
fach). 4 dpi verringerte sich das Defizit in C57BL/6 auf das 5-fache; in BIM-Zellen
erreichte der AIE-611-Virus-Titer sogar wt-Niveau (Abbildung 2.24 B). Das Srev-
Virus wuchs auf beiden Fibroblasten-Arten einen Tag nach Infektion 70- bis 100-fach
schlechter als das wt-Virus. Der wt-Virus-Titer wurde allerdings bereits an Tag 2
nach der Infektion erreicht (Abbildung 2.24 B). Im Vergleich zum Srev-Virus
replizierte das AIE-611-Virus 1 dpi ungefahr gleich effizient. 2 und 4 Tage nach der
Infektion hatte das Srev-Virus gegeniber der AIE-611-Mutante einen maximal 10-
fachen Wachstumsvorteil.

Die Wachstumsanalyse der beiden Virus-Mutanten zeigte zusammengefasst, dass
der Wachstumsnachteil des AIE-611-Virus im Vergleich zum wt-Virus grélder ist als
der des Srev-Virus. Dies gqilt fur niedrige und hoéhere MOI. Zudem kann
geschlussfolgert werden, dass die IE-611-Proteinisoform fur das Virus-Wachstum
nicht essentiell ist, deren Deletion aber in einen 5- bis 130-fach (abhangig von der
Infektionsdosis, dem analysierten Zeitpunkt nach der Infektion und der Zellart)

schlechter-wachsenden Virus resultiert.
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Abbildung 2.24 Die Deletion der IE-611-Isoform resultiert in einem replikationskompetenten Virus mit

Wachstumsnachteilen.
Primére C57BL/6 MEF bzw. BIM-Zellen wurden mit wi-, AIE-611- oder Srev-Virus mit A) MOl 0,01 und B) MOI 1
infiziert. 0 bis 6 dpi wurden Virus-Zell-Suspensionen eingefroren. Die Virus-Titer-Bestimmung erfolgte mittels

Plaque-Titration in BIM-Zellen (Titration in Triplikaten).

Um sicherzustellen, dass sich das AIE-611-Virus aufgrund des Selektionsdrucks
nicht erneut zum Srev-Virus verandert hat, wurden parallel zur Wachstumsanalyse
weitere Aliquots der Virus-infizierten C57BL/6- bzw. BIM-Zellen 3 dpi und 8 dpi
eingefroren. Aus diesen Aliquots wurde mittels Proteinase K-Verdau und
Phenol/Chloroform-Aufreinigung Gesamt-DNA isoliert, welche als Template fur die
bereits beschriebene (Abschnitt 2.3.5) AIE-611-Kontroll-PCR verwendet wurde. Nach
der Fallung der PCR-Produkte mit Isopropanol wurden diese in 20 pl ddH»O

aufgenommen. Die eine Halfte jedes PCR-Produkts wurde mit EcoRI verdaut,
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wahrend die andere Halfte unbehandelt blieb. Letztlich erfolgte die Auftrennung der
DNA mittels Gelelektrophorese. Abbildung 2.25 zeigt die Agarose-Gele der
(un)verdauten PCR-Produkte von wt-MCMV-, AIE-611- und Srev-Virus aus infizierten
C57BL/6- oder BIM-Zellen.

A
C57BL/6 MOI 0,01 C57BL/6 MOI 1
AIE-611 ctl. 1+2 AIE-611 ctl. 1+2
MCMV AIE-611 Srev MCMV AlE-611 Srev
3 dpi 8 dpi 3 dpi 8dpi 3 dpi 8 dpi 3 dpi 8 dpi 3 dpi 8 dpi 3 dpi 8 dpi
EcoRl - + - 4+ - 4+ - + - 4 - % bp EcoRl - 4 - + - % - + - 4 - + bp
—1000
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B BIM MOI 0,01 BIM MOI 1
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bp
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— 500

Abbildung 2.25 Der AIE-611-Genotyp hat sich wahrend der Replikationsanalyse nicht veréandert.

Parallel zur Wachstumsanalyse wurden 3 und 8 dpi zusétzliche Lysate der Virus-infizierten A) C57BL/6-Zellen
und B) BIM-Zellen eingefroren. Aus diesen wurden mittels Proteinase K-Verdau und Phenol/Chloroform-
Aufreinigung Gesamt-DNA isoliert. AnschlieRend erfolgte eine PCR mit AIE-611-Kontroll-Primern (AIE-611 ctl.
1+2). Die PCR-Produkte wurden mit Isopropanol geféllt, in 20 pl ddH,O aufgenommen und in 2 Aliquots
aufgeteilt, wobei die eine Hélfte unbehandelt blieb, wéhrend die andere Hélfte mit EcoRI verdaut wurde. Die
(un)verdauten Proben wurden mit Hilfe von Gelelektrophorese aufgetrennt. Erwartete Fragment-Gréen: wt-
MCMYV (un)geschnitten 942 bp; AIE-611 unverdaut = 876 bp; verdaut = 732 bp und 144 bp; Srev (un)geschnitten
724 bp.

Wie erwartet konnte in den Spuren von wt-MCMV 3 und 8 dpi nach erfolgtem EcoRI-
Verdau in beiden Zell-Linien und bei beiden verwendeten MOIs nur das
ungeschnittene PCR-Produkt (942 bp) detektiert werden, da die wt-Sequenz die
artifizielle EcoRI-Schnittstelle nicht enthalt. Die PCR-Produkte, die aus AlE-611-Virus
infizierten Zellen ampilifiziert wurden, konnten 3 als auch 8 dpi mit EcoRI| geschnitten
werden, was durch die GréRenverdnderung zwischen unverdautem (876 bp) und
verdautem (732 bp und 144 bp) PCR-Produkt eindeutig belegt werden konnte. In den
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Proben aus Srev-Virus-infizierten Zellen war kein geschnittenes PCR-Produkt
erkennbar (Abbildung 2.25). Dieser Umstand belegt, dass diesem Virus die artifizielle
EcoRI-Sequenz fehlt. Die Grolkenveranderung im Vergleich zum wt-PCR-Produkt
wiederum liel3 den Schluss zu, dass die fur das Srev-Virus spezifische Deletion noch
vorhanden war. Insgesamt zeigte der EcoRI-Verdau, dass sich der Genotyp des AlE-
611- und des Srev-Virus Uber den Zeitraum der Wachstumsanalyse (0 bis 6 dpi)

nicht verandert hat.

2.4 Die IE-611-Proteinisoform tragt zur Hemmung der
IFN-B-Induktion bei

241 Analyse der ISG54-Promotor/Enhancer-Induktion nach
Uberexpression der IE3-Proteinisoformen

Um zu ermitteln, ob eine der IE3-Proteinisoformen fur die Interferenz mit der IFN-$-
Induktion in Frage kommt, wurden Luciferase-Reporter Analysen durchgefihrt. Weil
plE-310 in vorherigen Immunoblot Analysen nur schwach exprimiert war, wurde
zunachst ein IE-310-exprimierendes Plasmid kloniert, das downstfream der Promotor-
und upstream der |E-310-Sequenz ein Intron beinhaltet (pIntron-IE-310), da
erfahrungsgemal durch die Insertion eines Introns die Expression mancher Proteine
verstarkt werden kann. Zudem wurde ein Konstrukt kloniert, dass die HA-markierte
|IE-Srev-Sequenz exprimiert.

Fur die Luciferase-Experimente wurde ein Reporter-Konstrukt verwendet, bei dem
das Luciferase-Gen von dem ISG54-Promotor/Enhancer kontrolliert wird und dessen
Expression somit IRF-3/IFN-B-induzierbar ist. Das 1ISG54-Luciferase-Konstrukt wurde
in Kombination mit den IE3-Expressionsplasmiden oder einem HCMV-IE2-
Kontrollvektor in HEK293T-Zellen transfiziert. HCMV plE2 (plE86) interferiert mit der
IFN-B Induktion, indem es die DNA-Bindung des NF-kxB-Transkriptionskomplexes
p50:p65 hemmt und dadurch die Expression vieler Gene, die eine kB-Bindestelle im
Promotor enthalten (z.B. IFN-B) verringert (Taylor and Bresnahan, 2005; 2006a). Als
Promotor-Stimulus wurde ein Plasmid, das TBK-1 exprimiert, verwendet. Die Serin-
Kinase TBK-1 phosphoryliert, wie bereits in der Einleitung erwdhnt, die monomere
IRF-3-Form und flhrt dadurch zu deren Aktivierung, Dimerisierung und Translokation

in den Nukleus, wodurch IRF-3-abhangige Zielgene wie 1SG54 exprimiert werden.
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Als nicht Promotor-stimulierendes Kontrollplasmid wurde EGFP kotransfiziert. Im
Anschluss an die Transfektion erfolgte die Zell-Lyse mit Luciferase-Lyse-Puffer. Die
Luciferase-Expression wurde photometrisch in relative light units (rLU) gemessen
und ist jewells als x-facher Wert bezogen auf die jeweilige EGFP-Kontrolle dargestellt
(Abbildung 2.26).

Die Koexpression des Leer-Vektors (pcDNA 3.1), in den die HA-markierte CDS aller
ie3-Transkriptisoformen und die CDS des HCMV plE2 (pIE86) kloniert wurden, mit
TBK-1 resultierte im Vergleich zu der nicht Promotor-stimulierenden EGFP-Kontrolle
in einer 120-fachen Luciferase-Induktion. Die Koexpression von plE-453, plE-310
und plintron-IE-310 verhinderte die Stimulation des 1SG54-Promotors/Enhancers
nicht. Die gemessene Aktivitat erreichte aber Werte (zwischen 70- und 90-fach), die
niedriger als die Induktion mit koexprimiertem Leervektor waren. Nach Expression
des IE-611- sowie des IE-Srev-Proteins und erfolgter TBK-1-Stimulation konnte eine
deutlich verminderte Luciferase-Expression nachgewiesen werden (30-40-fach). Die
geringste 1SG54-Promotor/Enhancer-Aktivitat erzielte die Koexpression des HCMV
IE2 (IE86)-Proteins.
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Abbildung 2.26 plE-611 sowie plE-Srev und HCMV plE2 hemmen die ISG54-Promotor/Enhancer-Aktivitat.

HEK293T-Zellen wurden mit dem Luciferase-Reporter (ISG54-Luciferase 0,2 pg) und Expressionsplasmiden,
welche die HA-markierte CDS der je3-Transkriptisoformen oder die CDS des HCMV plE2 (plE86) (0.3 ug)
enthalten, transfiziert. TBK-1 (0,3 pg) diente als Promotor-Stimulus und EGFP (0,3 pg) als nicht-stimulierende
Kontrolle. Die Transfektion erfolgte GUber Nacht. Auf die Zell-Lyse folgte die photometrische Bestimmung der
Luciferase-Aktivitét in relative light units (rLU). Dargestellt sind die x-fachen Werte bezogen auf die jeweilige

EGFP-Kontrolle (Messung in Triplikaten).
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Die Luciferase-Messungen wurden in unabhangigen Experimenten mehrfach
wiederholt. Dabei variierte die x-fache Induktion des ISG54-Promotors/Enhancers
aufgrund der unterschiedlichen Transfektionseffizienzen. Generell konnte aber die
starkste Induktion des 1ISG54-Promotors/Enhancers bei Expression des Leervektors
in Kombination mit der TBK-1-Kinase detektiert werden. Die starkste Inhibition war
konstant nach Koexpression des IE-611- bzw. IE-Srev- und des HCMV IE2 (IE86)-
Proteins nachweisbar, wobei HCMV pIE2 (pIE8G) immer ein starkerer Inhibitor als
plE-611 und plE-Srev war. Die |SG54-Promotor/Enhancer-Aktivitdt, die durch
Kotransfektion von plE-453 bzw. plE-310 und TBK-1 ausgeldst wurde, lag immer
zwischen der héchsten und der niedrigsten x-fachen Induktion des jeweiligen
Experiments.

Die Expression aller transfizierten Proteine wurde mit Hilfe einer Immunoblot Analyse
der Lysate kontrolliert (Abbildung 2.27). Dabei wurden die drei Einzelproben einer
Bedingung (Messung in Triplikaten) vereint, durch Bradford-Bestimmung
normalisiert, mit SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieRend im Rahmen einer
Western-Blot Analyse mit Hilfe spezifischer Antikérper detektiert. Alle IE-Proteine, bis
auf plE-310 und plIntron-IE-310, waren nachweisbar. Leider konnte die IE-310-
Expression auch nicht durch die Insertion eines Introns verstarkt werden, da plE-310
in keiner der Luciferase-Messungen mit anschlieRender Western-Blot Analyse
detektierbar war. Dementsprechend kann die beobachtete, verminderte Luciferase-
Aktivitdt nach plE-310- und pintron-IE-310-Expression entweder auf experimentell
bedingte  Schwankungen zurickgefuhrt werden oder geringste |E-310-
Proteinmengen sind ausreichend, um eine partielle Inhibition der [1SG54-
Promotor/Enhancer-Aktivierung zu bewirken. Das TBK-1-Protein konnte in allen
Proben nachgewiesen werden, wodurch sichergestellt werden konnte, dass bei allen
Bedingungen eine Stimulation des Promotors erfolgt ist. Allerdings war die
detektierte TBK-1-Proteinmenge nach Koexpression des plE-611 oder plE-Srev

geringer.
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Abbildung 2.27 Kontroll-immunoblot der Luciferase-Proben.

Die drei einzelnen Proben jeder Bedingung (Messung in Triplikaten) wurden vereint, mit Bradford-Bestimmung
normalisiert und mittels SDS-PAGE aufgetrennt. AnschlieRend erfolgte die Detektion mit anti-HA-Antikdrper als
Expressionsnachweis des jeweiligen IE-Proteins (gekennzeichnet durch schwarze Pfeile) im Rahmen einer
Western-Blot Analyse. Der rote Pfeil markiert das plE-310, in IE-453-Plasmid-transfizierten HEK293T-Zellen und
soll die erwartete |IE-310-Proteingrée anzeigen. Nach einer l&ngeren Exposition der Membran konnte das plE-
310 in allen HEK293T-Zell-Lysaten nachgewiesen werden, die mit dem IE-611-, IE-Srev und I|E-453-
Expressionsplasmid transfiziert wurden (nicht gezeigt). Die Detektion mit Flag-Antikérper erfolgte, um die

Expression des Flag-Epitop-markierten TBK-1-Proteins zu bestétigen. p-Actin diente als Ladekontrolle.

Die Befunde deuten darauf hin, dass sowohl das |[E-611- als auch das |E-Srev-
Protein die TBK-1-vermittelte Induktion des 1ISG54-Promotors/Enhancers hemmt und
somit kommt das plE-611 als Kandidat fur die MCMV-kodierte IRF-3-Inhibierung in
Frage. Das TBK-1-Protein wird aber im verwendeten Expressionsplasmid unter der
Kontrolle des HCMV MIEP exprimiert. Da in Abschnitt 2.3.6 eine potenzielle Funktion
des plE-611 als Promotor-Repressor beschrieben wurde und nach Koexpression des
plE-611 bzw. plE-Srev eine geringere TBK-1-Proteinmenge detektiert wurde, kann
die verminderte ISG54-Promotor/Enhancer-Aktivitat auch durch die Hemmung der
MIEP-abhangigen TBK-1-Expression und somit durch eine schwéachere [SG54-
Promotor/Enhancer-Stimulation bedingt sein. Flr das plE-453 konnte eine partielle
Hemmung der ISG54-Promotor/Enhancer-Induktion beobachtet werden. Die starkste
Inhibition der ISG54-Aktivierung wurde nach der Kotransfektion des HCMV [|E2
(IEB6)-Proteins detektiert.
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2.4.2 Die Infektion mit dem AIE-611-Virus l6st eine gesteigerte

Aktivierung des ISRE-Promotors/Enhancers aus

Um die Funktion der IE-611-Proteinisoform hinsichtlich der Inhibition der IFN-
Induktion auch im viralen Kontext untersuchen zu kénnen, wurde eine stabile ISRE-
Promotor/Enhancer-Reporter-Zell-Linie  (NIH3T3-ISRE-Luc-Renilla #4) generiert.
Diese stabile Transfektante exprimiert konstitutiv die Renilla-Luciferase (unter der
Kontrolle des nicht IFN-responsiven HSV-TK-Promotors) und zudem die Firefly-
Luciferase unter der Kontrolle des ISRE-Promotors/Enhancers, d.h. die Expression
der Firefly-Luciferase ist von der Induktion der Typ | Interferone abhangig. Die
NIH3T3-ISRE-Luc-Renilla-Zellen wurden mit zwei verschiedenen wt-Viren (MCMV =
MW97.01 und Smith-Virusstamm) und den Mutanten AIE-611, Srev, Aie? und Aje2
(freundlicherweise von Prof. Dr. Martin Messerle zur Verfugung gestellt) infiziert (MOI
3) und 8 hpi sowie 24 hpi Luciferase-Lysate hergestellt. Im Anschluss erfolgte die
Detektion der Firefly- bzw. der Renilla-Luciferase mit Hilfe eines Dual-Luciferase-
Messsystems. Die Firefly-Daten reprasentieren die Aktivitat des ISRE-
Promotors/Enhancers und somit die IFN-Antwort. Die Werte der Renilla-Luciferase
wurden fur die Normierung der ISRE-Firefly-Werte verwendet (Abbildung 2.28 A und
B). Wahrend die Renilla-Luciferase-Daten 8 h nach der Infektion bei allen
Bedingungen ahnlich waren (Abbildung 2.28 A), betrugen die Renilla-Werte in Virus-
infizierten Zellen 24 hpi nur noch ca. 10-50% der nicht-infizierten Zellen (Abbildung
2.28 B). Insbesondere die Infektion mit AIE-611- oder Srev-Virus verursachte eine
Renilla-Messwert-Reduktion um das 7,8- bzw. 9,2-fache im Vergleich zu Mock-
infizierten Zellen. Im Vergleich zu wt-Virus infizierten Zellen fielen die Renilla-
Luciferase-Messwerte um das 2,5- (AIE-611) bzw. 3,0-fache (Srev). Bei beiden
analysierten Zeitpunkten waren in AIE-611-infizierten Zellen im Vergleich zu den
anderen Virus-infizierten Zellen zunehmende Firefly-Luciferase-Messwerte
nachweisbar und das trotz sinkender Renilla-Werte 24 hpi. Um die unterschiedlichen
Renilla-Werte hinsichtlich der ISRE-Promotor-Aktivierung zu berucksichtigen, wurden
die Renilla-Messdaten der Mock-Zellen im Verhaltnis zu dem jeweiligen Wert aus

infizierten Zellen kalkuliert (= "Renilla-Faktor").

Renilla—Wert Mock—Zellen
Renilla—Wert infizierte Zellen (z.B.MCMV)

Renilla — Faktor =
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Abbildung 2.28 Die Deletion der IE-611-Isoform fiihrt zu einer gesteigerten ISRE-Promotor/Enhancer-
Aktivierung.

Stabile 3T3-ISRE-Luc-Renilla-Zellen wurden mit zwei verschiedenen wt-Viren (MCMV = MW97.01- und Smith-
Stamm) sowie den Mutanten AIE-611, Srev, Aje1 und Aje2 infiziert (MOl 3). A) 8 hpi und B) 24 hpi wurden
Protein-Lysate hergestellt und die Firefly- bzw. Renilla-Luciferase-Expression mit Hilfe eines Dual-Luciferase-
Messsystems detektiert. Die Werte der Renilla-Luciferase (konstitutiv exprimiert) wurden fiir die Normierung der
ISRE-Firefly-Daten verwendet. Die Firefly-Luciferase wird durch den Typ | IFN-responsiven ISRE-
Promotor/Enhancer induziert und spiegelt somit die IFN-Antwort wider. Die x-fache ISRE-Promotor-Aktivitat ist

bezogen auf nicht-infizierte Mock-Zellen. Die Messung erfolgte pro Bedingung in Triplikaten.
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Die ISRE-Promotor-Aktivitdt wurde daraufhin mit folgender Formel berechnet:

Firefly—Wert infizierte Zellen (z.B.MCMV)
Firefly—Wert Mock—Zellen

ISRE — Promotor — Aktivitit = ( ) + Renilla — Faktor

Aufgrund dieser Berechnung konnte 8 hpi eine 4-fach und 24 hpi eine 4,8-fach
gesteigerte ISRE-Promotor-Aktivitat in AIE-611-infizierten im Vergleich zu wt-Virus-
infizierten Zellen detektiert werden. Die Infektion mit wt-, Srev-, Aie7- oder Aie2-Virus
fuhrte im Vergleich zu Mock-Zellen auch zu einer gewissen Aktivierung des ISRE-
Promotors/Enhancers. Diese Aktivierung ist aber auf die initiale IFN-Induktion, die fur
wt-MCMV gezeigt wurde (Le et al., 2008b), zurtckzufuhren. Da die Messwerte der
wt-, Srev-, Aie1- oder Aie2-Virus-infizierten Zellen aber zum jeweiligen Zeitpunkt
miteinander vergleichbar waren, kann geschlussfolgert werden, dass die deletierten
Gene dieser Virus-Mutanten fur die IFN-Inhibition nicht essentiell sind. Dieses
Experiment wurde mit einem weiteren Klon der stabilen Transfektante wiederholt
(NIH3T3-ISRE-Luc-Renilla #8), der ebenfalls konstitutiv die Renilla-Luciferase und
die Firefly-Luciferase unter der Kontrolle des ISRE-Promotors/Enhancers exprimiert.
Mit dieser Zell-Linie wurden in AlIE-611-infizierten Zellen 8 hpi eine 3,7-fach und 24
hpi eine 3,1-fach erhdhte ISRE-Promotor/Enhancer-Aktivitat im Vergleich zu wt-
Virus-infizierten Zellen gemessen (Daten nicht gezeigt). Die Infektion mit wt-, Srev-,
Aie1- oder Aie2-Virus resultierte bei beiden Zeitpunkten in einer leichten Induktion
des ISRE-Promotors/Enhancers im Vergleich zu nicht infizierten Zellen. Diese
Aktivierung war aber in allen Virus-infizierten Zellen vergleichbar und ist wiederum
auf die initiale IFN-Induktion zuriickzufiihren (Daten nicht gezeigt).

Insgesamt fuhrte die Deletion der IE-611-Proteinisoform bei beiden gemessenen
Zeitpunkten und in zwei verschiedenen Klonen der stabilen Transfektante (NIH3T3-
ISRE-Luc-Renilla) zu der starksten ISRE-Promotor/Enhancer-Aktivitat, wodurch eine
potentielle Rolle der IE-611-Proteinvariante bei der Inhibition der Typ | Interferon-

Induktion bekraftigt wird.
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2.4.3 AIE-611-Virus-infizierte Zellen induzieren hohere IFN-f-

Transkriptmengen als wt-Virus-infizierte Zellen

Da die Luciferase-basierenden Experimente darauf hindeuteten, dass das plE-611
zur Inhibition von Interferon-stimulierten Genen beitragt, wurde die IFN-g-Induktion
auf Transkriptebene untersucht. NIH3T3- bzw. BIM-Zellen wurden mit wt-, AIE-611-
oder Srev-Virus infiziert (MOI 5) und 3, 6 sowie 9 hpi Gesamt-RNA isoliert. Diese
diente als Template fur eine semi-quantitative RT-PCR mit genspezifischen Primern.
Die PCR-Produkte wurden mit Hilfe von Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt. In
NIH3T3-Zellen war zu jedem (analysierten) Zeitpunkt der Infektion mehr IFN-B-
Induktion in AIE-611- als in wt- oder in Srev-infizierten Zellen detektierbar (Abbildung
2.29). In BIM-Zellen konnte ebenfalls mehr IFN-B-Expression nach AIE-611- als nach
wt- bzw. nach Srev-Infektion beobachtet werden. Der Unterschied war in diesem

Experiment nach 9 h Infektion am ausgepragtesten.

NIH3T3 BIM
MCMV AIE-611 Srev MCMV AIE-611 Srev
M 36 93 6936 9 hpi M3 69 369 369 hpi

IFN-| IFN-
[bp] P [bp] ’
ie. ie

Abbildung 2.29 Das AIE-611-Virus induziert héhere IFN-B-Transkriptmengen als das wt- und das Srev-
Virus.

A) NIH3T3- oder B) BIM-Fibroblasten wurden mit wt-, AIE-611- oder Srev-Virus infiziert (MOI 5). 3, 6 und 9 hpi
wurde Gesamt-RNA isoliert, die als Template fiir eine semi-quantitative RT-PCR mit genspezifischen Primern
eingesetzt wurde. AbschlieRend erfolgte die elektrophoretische Auftrennung der Proben mit Hilfe eines 0,7%-

Agarosegels. GAPDH fungierte als Ladekontrolle.

Die verstarkte IFN-B-Expression nach Infektion mit dem AIE-611-Virus wurde in
mehreren voneinander unabhangigen Experimenten reproduziert. Die unterschiedlich
starke IFN-B-Induktion in wt- und AIE-611-infizierten Zellen schwankte dabei
zwischen den hier exemplarisch in NIH3T3- und BIM-Zellen dargestellten
Intensitaten (Abbildung 2.29). Grundsatzlich war die IFN-pB-Transkriptmenge aber in
den verschiedenen Experimenten immer in den AIE-611-Virus-infizierten Zellen

héher als in wt-Virus-infizierten Zellen. Dementsprechend reprasentieren die in
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Abbildung 2.29 mit wt-, AIE-611 oder Srev-infizierten NIH3T3-Zellen ein Experiment
mit einem groRen Unterschied hinsichtlich der IFN-B-Induktion, wahrend die
infizierten BIM-Zellen ein Experiment mit einem geringeren Unterschied abbilden. Bei
den hier nicht gezeigten Experimenten lagen die Unterschiede der IFN-B-
Transkriptmenge innerhalb der hier exemplarisch dargestellten Intensitaten.

Die ie3-spezifische RT-PCR resultierte, wie erwartet, in einem 1995 bp groRen PCR-
Produkt (IE-611) in wt-Virus-infizierten Zellen. Dieses PCR-Produkt, wurde durch die
226 bp grol3e Deletion im AIE-611-Virus und die zusatzliche Deletion der frt-sites und
weiteren 15 bp innerhalb des Exons 5b im Srev-Virus in den entsprechenden Spuren
kleiner. Die 1521 bp Bande entspricht dem |IE-453-Transkript, welches in allen Virus-
infizierten Zellen (wt, AIE-611 und Srev) nachgewiesen werden konnte. Da in der 9
hpi-Spur von Srev-Virus-infizierten BIM-Zellen kein |E-611- und kein [|E-453-
Transkript detektiert wurde, war diese RT-PCR-Amplifikation nicht erfolgreich und
entsprechend verliert die Abwesenheit des IFN-B-Transkripts an Aussagekraft. Die
IE-310-Transkriptisoform war in den semi-quantitativen RT-PCR-Experimenten
aufgrund des geringen PCR-Gesamtvolumens (pro Probe 10 ul; vgl. Abbildung 2.9
pro Probe 50 pl) nur schwach amplifizierbar und kaum zu erkennen. Deshalb ist die
IE-310-Transkriptvariante in  Abbildung 2.29 nicht dargestellt. GAPDH
(Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) ist ein Enzym der Glykolyse, welches
ubiquitar exprimiert wird, und diente in den RT-PCR-Experimenten als Ladekontrolle.
Um die IFN-B-Transkriptmenge in wt-, AIE-611- und Srev-Virus-infizierten NIH3T3-
oder BIM-Zellen besser vergleichen zu kénnen, wurde die IFN-B-Bandenintensitat
der Abbildung 2.29 mit Hilfe der LumiAnalyst Software (Roche) quantifiziert. Sowohl
in NIH3T3- als auch in BIM-Zellen war zu jedem gemessenen Zeitpunkt eine starkere
IFN-B-Signalintensitat in AIE-611-Virus-infizierten als in wt- oder Srev-Virus-
infizierten Zellen detektierbar (Abbildung 2.30 A und B oben).

Der Nachweis einer erhéhten IFN-B-Transkriptmenge in AIE-611-Virus-infizierten
Zellen deutet auf eine antagonistische Funktion der |E-611-Proteinisoform

hinsichtlich der IFN-B-Induktion hin.
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Abbildung 2.30 Das AIE-611-Virus induziert eine stdrkere IFN-B-Expression als das wt- oder das Srev-
Virus.

Die Bandenintensitdt der IFN-p-Transkripte aus Abbildung 2.29 von wt-, AIE-611- oder Srev-Virus infizierten
A) NIH3T3- oder B) BIM-Zellen wurde mit Hilfe der LumiAnalyst-Software quantifiziert. Im oberen Bereich der
Abbildung sind die Rohdaten und im unteren Teil der Abbildung ist die x-fache Bandenintensitét, bezogen auf den

jeweiligen wt-Virus-Wert je Zeitpunkt, dargestellt.
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3 Diskussion

3.1 Das M45-Genprodukt hemmt den NF-xB-vermittelten

Signalweg

Beim Vergleich von wt-Virus, Tn M45 (M45-Transposoninsertionsmutante) und
AM45, konnte in den Tn M45- bzw. AM45-infizierten Zellen im Gegensatz zu wt-
Virus-infizierten Zellen keine Verlangerung der IkxBa-Halbwertszeit beobachtet
werden (Abbildung 2.2 und 2.4). Anhand dieser Daten wurde geschlussfolgert, dass
das M45-Genprodukt zu einer Verlangerung der lkBo-Halbwertszeit beitragt und
somit ein Antagonist des NF-xB-Signalwegs sein kénnte. Wahrend die Experimente
hinsichtlich der IkBa-Halbwertszeitverlangerung mit den M45-Mutanten durchgefuhrt
wurden, erschienen mehrere Publikationen in denen pM45 als Inhibitor
verschiedener PRR-induzierter Signalwege beschrieben wurde (Abbildung 3.1)
(Mack et al., 2008; Rebsamen et al., 2009; Upton et al., 2008).

Das M45-Genprodukt wurde ursprunglich als Ribonukleotid-Reduktase-Sequenz-
Homolog beschrieben (Brune et al., 2001b; Rawlinson et al., 1996). Diese Befunde
wurden aber etwas spater relativiert, da das pM45 keine Ribonukleotid-Reduktase-
Aktivitat aufweist (Lembo et al., 2004). Weitere Verdffentlichungen zeigen, dass
pM45 die TNF-a abhangige Aktivierung des NF-«xB- und des p38 MAPK (MAP-
Kinase)-Signalwegs inhibiert. Zudem hemmt das M45-Genprodukt die TLR 3-
vermittelte NF-xB-Aktivierung, indem es mit dem Adaptermolekil RIP1 (Receptor-
interacting protein kinase 1) interagiert und dadurch die Ubiquitinierung von RIP1, die
fur die NF-xB-Aktivierung notwendig ist, verhindert (Mack et al., 2008). Des weiteren
inhibiert pM45 die Todesrezeptor (death receptor)-, TRIF- oder DAIl-vermittelte
Apoptose, Nekroptose und die Virus-induzierte programmierte Nekrose Uber eine
Interaktion des M45-RHIM-Motivs mit RIP1 und/oder 3 (Mack et al., 2008; Upton et
al., 2008; 2010; 2012). Die Arbeitsgruppe um Rebsamen et al. konnte nachweisen,
dass das M45-Protein die DAI-vermittelte Induktion des NF-xB-Signalwegs inhibiert,
indem es mit der RHIM-abhangigen Rekrutierung von RIP1 und 3 interferiert
(Rebsamen et al., 2009).
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Abbildung 3.1 pM45 inhibiert RIP1 und NEMO und verhindert dadurch die NF-xB-Signaltransduktion (Bild
modifiziert nach (Fliss et al., 2012)

Die Aktivierung der verschiedenen Rezeptoren (dunkelgrau) fihrt entweder RIP1- oder IRAK- (IL-1 receptor-
associated kinase) vermittelt zur Induktion von TAK1 (Transforming growth factor beta-activated kinase 1),

wodurch entweder der NF-xB- oder der p38 MAPK-Signalweg initiiert wird.

Kurzlich wurde fur das M45-Genprodukt aul3erdem eine Inhibition des TLR 2-, 4-, 7-,
9- und des Interleukin 1-Rezeptor (IL-1R)-induzierten NF-kxB-Signalwegs
beschrieben (Fliss et al., 2012). Diese Rezeptoren aktivieren MyD88-abhangig und
RIP-unabhéangig die NF-xB-Signaltransduktion. Um die RIP-unabhangige NF-xB-
Aktivierung zu hemmen, bindet das M45-Protein den NF-xB essential modulator
(NEMO), wodurch dieser in Autophagosomen umgeleitet und dort mit Hilfe von
Lysosomen degradiert wird. (Fliss et al., 2012). MCMV pM45 inhibiert die
Signaltransduktion des NF-xB-Signalwegs somit GUber 2zwei verschiedene
Mechanismen (Abbildung 3.1).
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Die publizierten Daten stehen im Einklang mit der in dieser Arbeit beobachteten
Verldngerung der IkBa-Halbwertszeit in wt-Virus-infizierten Zellen, da IkBo im
Rahmen der NF-xB-Signaltransduktionskaskade sowohl downstream von RIP1 als
auch downstream von NEMO aktiviert und die Signaltransduktion durch das M45-
Genprodukt bereits friiher unterbrochen wird (Abbildung 3.1).

Es fallt allerdings auf, dass in Tn M45- und in AM45-infizierten Zellen eine dauerhafte
Verringerung der IkBa-Proteinmenge nachweisbar ist (Abbildung 2.2 und 2.4),
obwohl die Zellen nicht mit einem exogenen Stimulus behandelt wurden. Eine
mogliche Erklarung besteht darin, dass die Infektion per se zu einer Stimulation des
NF-«xB-Signalwegs fuhrt, wodurch lkBo phosphoryliert und abgebaut wird. Da das
lkBa—-Gen einen NF-«xB-responsiven Promotor aufweist, resultiert die Aktivierung des
NF-«xB-Signalwegs allerdings auch in einer IkBa-Expression. Sofern kein
fortwahrender Stimulus vorliegt, musste die NF-«xB-Signaltransduktion nach der
initialen infektionsbedingten Aktivierung wieder inaktiviert und die lkBo-Proteinmenge
aufgrund der IkBa-Genexpression wieder das Mock-Niveau erreichen. Diese IkBa-
Kinetik ist in wt-Virus-infizierten Zellen zu beobachten (Le et al., 2008b). Die lkBa-
Proteinmenge ist 3 hpi in wt-Virus-infizierten Zellen im Vergleich zu nicht-infizierten
Zellen niedriger, wohingegen die lkBao-Proteinlevel in Mock- und wt-Virus-infizierten
Zellen ab 6 hpi (und zu spateren Zeitpunkten der Infektion) vergleichbar sind (Le et
al., 2008b). Im Gegensatz dazu ist die IkBa-Proteinmenge in Tn M45- oder AM45-
infizierten Zellen auch 12 hpi noch geringer als in nicht-infizierten Zellen (Abbildung
2.4). Die intrinsische lkBa-Halbwertszeit betragt in CHX-behandelten Fibroblasten
ungefahr 50 min, wahrend das IkBa-Protein in wt-Virus-infizierten und CHX-
behandelten Zellen fir mehr als 6 h stabil ist (Le et al., 2008b). In Tn M45- oder
AM45-infizierten und CHX-behandelten Zellen ist die IkBo-Halbwertszeit nicht
verlangert (Abbildung 2.2 und 2.4). Deshalb kdénnte es einerseits sein, dass die
Infektion mit dem Tn M45- und dem AM45-Virus zu einer dauerhaften Stimulation
des NF-«xB-Signalwegs fuhrt, wodurch lkBo fortwadhrend phosphoryliert und abgebaut
wird. Andererseits ist es mdglich, dass das M45-Genprodukt direkt mit kBa
interagiert und dadurch zu einer Stabilisierung des Proteins beitragt. Eine Interaktion
des M45-Genprodukts mit IkBa kénnte durch Koimmunoprazipitationsanalysen

untersucht werden.
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Ahnliche Beobachtungen wurden auch von Fliss et al. gemacht. Eine Inhibition der
lkBa-Degradierung konnte in wt-Virus-infizierten und mit verschiedenen Rezeptor-
Agonisten (z.B. LPS, IL-1B) stimulierten Zellen nachgewiesen werden, wohingegen in

AM45-Virus-infizierten und stimulierten Zellen |kBa abgebaut wurde (Fliss et al.,
2012).

3.2 Die Transkript- und Proteinisoformen des MCMV Je3-

Gens

3.21 Die Generierung verschiedener immediate-early-

Proteinisoformen ist zwischen HCMV und MCMV konserviert

Zur Steigerung der Protein-Diversitat nutzen sowohl Eukaryoten als auch DNA- und
Retroviren alternative Spleilvorgange.

Fir HCMV und MCMYV sind verschiedene |IE1-Proteinisoformen beschrieben. HCMV
exprimiert z.B. die plE1- (72 kDa) (Stenberg et al., 1984; Stinski et al., 1983) und die
plE19-Form (Shirakata et al., 2002), wéhrend MCMV die plE1- (89 kDa, pp89)- (Keil
et al., 1987a; 1987b) und die pp76-Variante (Minch et al., 1988) generiert. Die
HCMV IE19-Transkriptvariante entsteht durch alternatives Spleil’en des Exons 4 (der
5°-Bereich von Exon 4 wird herausgespleif3t). pl[E19 umfasst 172 aa und ist 38 kDa
grol3. Der Name plE19 entstand durch die kalkulierte molekulare Masse von 19 kDa
(Awasthi et al., 2004; Shirakata et al., 2002).

Das HCMV je2-Gen kodiert ebenfalls fur verschiedene Proteinisoformen. Das gréfite
HCMV |E2-Protein (pIE8B6) besteht aus 579 aa und ist 86 kDa grof3 (Stenberg et al.,
1985; 1989). Weitere beschriebene plE2-Varianten sind plES5 und plE18, welche
von alternativen Transkripten, die unterschiedliche Spleil3stellen im Exon 5 nutzen
(Baracchini et al., 1992; Kerry et al., 1995; Spector, 1996; Stenberg, 1996), kodiert
werden. Die |E2333aa/IE2p40-Proteinisoform wird durch Nutzung eines Leserahmens,
der den C-terminalen 338 Aminosauren des IE86-Proteins entspricht, hergestellt
(Jenkins et al., 1994; Plachter et al., 1993).

In Abschnitt 2.3.3 wurde die Analyse von MCMV-exprimierten |IE3-Proteinisoformen
beschrieben. Zusatzlich zum kanonischen plE-611 konnten zwei bisher unbekannte
|IE3-Proteinvarianten 1E-453 und |IE-310 identifiziert werden. Diese Proteinisoformen

werden durch unterschiedliche J/e3-Transkriptvarianten kodiert, welche durch
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alternative Spleilvorgange innerhalb des /e3-Exons 5 und im Fall des IE-310-
Transkripts durch zusatzliche Entfernung eines Groldteils des Exons 2 und des
gesamten Exons 3 entstehen. Fir die Translation dieser alternativen open reading
frames (ORFs) wird dasselbe Start (ATG)- und Stopp-Kodon (TGA,) verwendet, d.h.
IE-453 und IE-310 werden im gleichen Leseraster wie |IE-611 translatiert (Abbildung
2.9 und 2.14). plE-611 besteht aus 611 aa und ist 88 kDa grof3. Die beiden hier neu
identifizierten IE3-Proteinisoformen setzen sich aus 453 aa (plE-453) bzw. 310 aa
(plE-310) zusammen und weisen im SDS-Gel ein Molekulargewicht von ca. 60 kDa
bzw. 35-40 kDa auf (Abbildung 2.12 und 2.14). Alle drei Proteinisoformen werden
unter selektiven immediate-early-Bedingungen exprimiert (Abbildung 2.13) und sind
hauptsachlich im Nukleus lokalisiert (Abbildung 2.15 bis 2.17).

In einer Publikation von Marshall et al. wurden nach der Detektion mit einem MCMV
plE3-spezifischen Antikoérper, dessen Epitop im C-Terminus lokalisiert ist (aa 596-
609 von plE-611), mehrere IE3-Proteine nachgewiesen (88 kDa, 60 kDa, 45 kDa)
(Marshall et al., 2011). Die Gruppe schlug allerdings aufgrund einer RLM-RACE mit
RNA aus MCMV-infizierten Zellen als Template und einer Computer-gestutzten
Vorhersage zur Bestimmung der Starke von ATGs, als Translationsinitiationskodon
des 60 kDa- und des 45 kDa-Proteins alternative Start-Kodons innerhalb des Exons
5 vor.

Die in dieser Doktorarbeit identifizierten plE-453- und plE-310-kodierenden
Transkriptisoformen wurden mit Hilfe einer jie3-spezifischen RT-PCR mit RNA aus
MCMV-infizierten Zellen als Template amplifiziert und sequenziert. Anhand dieser
Sequenz-Analyse konnten alternative SpleiRvorgange, die zur Generierung der
Transkriptvarianten flhrten, bestatigt werden. Die Translation aller drei /ie3-ORFs
(plE-611 (88 kDa), plE-453 (ca. 60 kDa) und plE-310 (35-40 kDa)) beginnt am
selben Start- (ATG) und endet am selben Stopp-Kodon (TGA;). Die Befunde dieser
Arbeit und die Daten von Marshall et al. sind deshalb weder widersprichlich noch
identisch.

Somit generieren sowohl HCMV als auch MCMV mehrere je7- und je3-basierte
Transkriptvarianten, die die Protein-Diversitat in der sehr frihen Phase der Infektion

erhdhen.
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3.2.2 Die Abundanz der ie3-Transkriptvarianten kann durch die
SpleiBstellen-Starke und durch spleiBregulatorische Proteine

beeinflusst werden

Die Nutzung einer Splei3stelle hangt unter anderem von deren effizienter Erkennung
durch Komponenten der SpleiRmaschinerie ab. Das Spleiten wird mit Hilfe eines
makromolekularen 50-60S Komplexes, dem SpleiRosom, katalysiert. Das
SpleiRosom setzt sich aus 5 nuklearen Ribonukleoprotein-Partikeln (snRNPs) und
weiteren 150-200 Proteinen zusammen. Die snRNPs bestehen aus verschiedenen
kurzen Uracil-reichen RNAs (U1-, U2-, U4/U6- und U5-snRNA), welche mit Proteinen
assoziiert sind (Jurica and Moore, 2003). Das Spleillosom assembliert wahrend des
SpleiRprozesses schrittweise (Wahl et al., 2009). Als erstes bindet das U1 snRNP an
den SpleiRdonor, indem das freie 5-Ende der U1-snRNA mit den komplementaren
Basen des SpleiRdonors Wasserstoff-Bricken-Bindungen (H-Bricken) ausbildet.
Hierbei gilt unter Berucksichtigung von Nachbarschaftsbeziehungen, je mehr H-
Bricken zwischen der 5°-Spleilstelle und der U1-snRNA ausgebildet werden
kénnen, desto grofler ist die intrinsische Starke der 5°-Spleil3stelle (Freund et al.,
2003; 2005; Kammler et al., 2001; Mount et al., 1983).

Algorithmen zur Kalkulation der SpleiRdonor-Starke sind z.B. der HBond Score
(http://www.uni-duesseldorf.de/rna/html/hbond_score.php), der die Nukleotide -3 bis
+8 der 5'-Spleilistelle (z.B. SDisi1 CAGGTGAGTGT) bei der Berechnung
berlicksichtigt oder der MaxEntScan (http://genes.mit.edu/burgelab/maxent/
Xmaxentscan_scoreseq.html) (Yeo and Burge, 2004).

Die intrinsische Starke des SpleiRakzeptors wird vornehmlich GUber den
Pyrimidingehalt im Polypyrimidin-Trakt bestimmt. Hierbei spielt die Bindungsfahigkeit
der U2AF 65 kDa-Untereinheit eine Rolle, d.h. je héher der Pyrimidingehalt desto
groler ist die U2AF65-Affinitat und umso gréRer ist die intrinsische Spleildakzeptor-
Starke (Wu et al.,, 1999). Mit Hilfe des MaxEntScan-Algorithmus kann die
SpleiRakzeptor-Starke berechnet werden (http://genes.mit.edu/burgelab/maxent/

Xmaxentscan_ scoreseq_acc.html) (Yeo and Burge, 2004).
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Abbildung 3.2 Schematische Darstellung der Spleistellen, die fiir die Generierung des IE-611-, IE-453-
oder IE-310-Transkripts genutzt werden.

Markiert sind ausschlieflich die SpleiRdonoren (SD) oder SpleiRakzeptoren (SA), die bei der Generierung der
verschiedenen je3-Transkriptvarianten eine Rolle spielen. Uber den SpleiRstellen, ist deren intrinsische Stérke
dargestellt. Zur Berechnung der SpleiRdonor-Stérke (rot hervorgehobene Werte) wurde der HBond Score-
Algorithmus und zur Kalkulation der SpleiRakzeptor-Stérke (blaue Werte) wurde der MaxEntScan-Algorithmus
verwendet. Im unteren Bereich der Abbildung sind die alternativen SpleiRvorgénge, die zur Generierung der je3-

Transkriptvarianten flhren, schematisch dargestelit.

Die kalkulierten intrinsischen Spleil3stellen-Starken der IE-611-, IE-453-, und |E-310-
Transkriptvarianten unter Verwendung des HBond Score-Algorithmus flr
Spleilidonoren und des MaxEntScan-Algorithmus fir SpleiRakzeptoren sind in der
Abbildung 3.2 zusammengefasst. Die Spleil3stellen der Transkriptisoform, welche fur
IE-611 (SDies11= 20,5; SAEs11 = 6,9) kodiert, sind starker als die der Isoform, die far
|IE-453 (SDig4s3 = 14,0; SAga4ss = 4,9) kodiert. Deshalb werden die IE-611-
Spleilistellen vermutlich effizienter von dem Spleilosom erkannt, wodurch die
héhere Abundanz der IE-611- im Vergleich zur |E-453-Transkriptmenge erklart
werden konnte (Abbildungen 2.9 und 2.29). Die 5-Spleillstelle, die fur die
Herstellung der IE-310-Transkriptisoform verwendet wird, besteht lediglich aus einem
isolierten GT-Dinukleotid und es Uberrascht daher sehr, dass dieses Uberhaupt als
Spleilistelle erkannt wird (SDie310 = 1,8). Die IE-310 3 '-Spleil3stelle (SAie310 = 6,0) ist
etwas schwéacher als der Spleiliakzeptor der IE-611-Transkriptisoform und ein wenig
starker als der Akzeptor, der fiur die |E-435-Transkriptvariante genutzt wird.
Demzufolge mussten die Spleil3stellen (insbesondere der Donor) der IE-310-

Transkriptvariante nur aulerst ineffizient erkannt werden. Obwohl die absoluten

111



Diskussion

Werte der intrinsischen SpleiRdonor-Starken unter Verwendung des MaxEntScan-
Algorithmus (SDigs11 = 10,67; SDig.453 = 7,46; SDig310 = -21,79) im Vergleich zu den
HBond Score-Werten variieren, ergibt sich die gleiche Abstufung der intrinsischen
SpleiRdonor-Starke, d.h. der SDigs11 sollte besser als der SDie453 vom SpleilRosom
erkannt werden, wohingegen die Starke des SDie310 mit einem negativen Wert als
aullerst gering bewertet wird. Offensichtlich wird der |IE-310-Spleildonor aber trotz
seiner sehr geringen intrinsischen Starke genutzt, da das |E-310-Transkript
nachweisbar ist (Abbildung 2.9).

Anhand dieser Befunde muss geschlussfolgert werden, dass die Nutzung einer
Spleil3stelle auch heutzutage noch nicht ausschlielRlich mit Hilfe von Algorithmen,
welche die intrinsische Spleil3stelle-Starke kalkulieren, vorhergesagt werden kann.
Dies steht im Einklang mit der Erkenntnis, dass es weitere Faktoren gibt, die die
Auswahl und Nutzung einer Spleil3stelle stark beeinflussen kénnen. Hierbei spielen
sogenannte cis-wirkende regulatorische Sequenzelemente, welche die pra-mRNA
aufweisen kann, eine Rolle. Diese Sequenzelemente kénnen die Spleil’stellen-
Erkennung und -Nutzung sowohl férdern als auch hemmen. Sie werden abhangig
von ihrer relativen Lage als exonische Splei3-Enhancer (ESE) bzw. —Silencer (ESS)
und intronische Spleil3-Enhancer (ISE) bzw. —Silencer (ISS) bezeichnet (Blencowe,
2000; Pozzoli and Sironi, 2005). Die spleilRregulatorischen cis-wirkenden
Sequenzmotive werden von spezifischen Kernproteinen gebunden. Zu diesen
Splei3faktoren gehért unter anderem die Familie der SR (Serin/Arginin-reiche)-
Proteine und die Familie der hnRNP (heterogeneous nuclear ribonucleoproteins)-
Proteine. Friher wurden SR-Proteine als spleiférdernd und hnRNP-Proteine als
spleiinhibitorisch klassifiziert (Jurica and Moore, 2003; Long and Caceres, 2009;
Martinez-Contreras et al., 2006). Neuere Erkenntnisse zeigen allerdings, dass SR-
Proteine auch spleil3inhibitorisch (Buratti et al., 2006; Dauksaite and Akusjarvi, 2002;
Kanopka et al., 1996; Qi et al., 2007; Shen and Mattox, 2011) und hnRNPs ebenso
spleilRférdernd wirken kénnen (Chou et al., 1998; Garneau et al., 2005; Hastings et
al., 2001; Min et al., 1995). Die fdérdernde bzw. inhibitorische Wirkung der
SpleiRproteine hangt dabei von ihrer relativen Bindeposition zur Spleil3stelle (d.h. im
Exon oder im Intron) ab (Erkelenz et al., 2013; Llorian et al., 2010; Tollervey et al.,
2011; Ule et al., 2006).

Da sich stromaufwarts des intrinsisch sehr schwachen |IE-310-SpleilRdonors (definiert

das Exon 2a) putative Bindestellen fir die spleiiregulatorischen SR-Proteine
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SF2/ASF und SC35 befinden, kdnnten diese zur Férderung und Nutzung dieser 5'-
Spleilistelle beitragen (Abbildung 3.3 oben). Upstream des |E-453-Spleilidonors
(definiert das Exon 5a) werden ebenfalls putative ESE-Motive vorhergesagt, die
Bindestellen fur die SR-Proteine SF2/ASF, SC35, SRp40 und SRp55 darstellen.
Auch in diesem Fall kénnte die SDig4s3-Erkennung durch die Assoziation der

spleilRregulatorischen Proteine geférdert werden (Abbildung 3.3 unten).

Exon 2 Exon 2a
T - T
Q Q
= =
17 17
7] 7]
w w
ESE-Motive innerhalb der Sequenz ESE-Motive innerhalb der Sequenz
Exon 5 Exon 5a
-7 -
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w w
7] 7]
w w -
ESE-Motive innerhalb der Sequenz ESE-Motive innerhalb der Sequenz

B sc3s [ sFzasF [ srRp40 [ | SRp55

Abbildung 3.3 Putative Bindestellen der spleiRregulatorischen SR-Proteine innerhalb der Exon 2-, 2a-, 5-
und 5a-Sequenz.

Die Sequenzen der verschiedenen Exons wurde mit Hilfe des Programmes ESEfinder 3.0
(http://rulai.cshl.edu/cgi-bin/tools/ESE3/esefinder.cgi?process=home) (Cartegni et al., 2003; Smith et al., 2006)
auf ESE (exonic splice enhancer)-Motive untersucht. Es wurden putative Bindestellen fir das SC35-
(Schwellenwert 2,383), SF2/ASF- (Schwellenwert 1,956), SRp40- (Schwellenwert 2,67) und SRp55-Protein
(Schwellenwert 2,676) vorhergesagt. Links in der Abbildung dargestellt, sind die ESE-Motive des gesamten
Exons 2 bzw. 5. Auf der rechten Seite der Abbildung sind die putativen SR-Protein-Bindestellen der Exons 2a und
5a gezeigt. Die Sequenzen der Exons 2a und 5a wurden einschlieRlich des GT-Dinukleotids des jeweiligen
SpleiRdonors analysiert, um den Ubergang zwischen exonischer und intronischer Sequenz fir die jeweilige

Transkriptisoform zu zeigen.
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Insgesamt ist zu erkennen, dass die gesamte Exon 2- bzw. Exon 5-Sequenz
zahlreiche putative Bindestellen fiur SR-Proteine enthalt, die zur Spleil3faktor-
vermittelten Regulation der Splei3stellen-Erkennung und —Nutzung beitragen
kénnten. Umgekehrt kénnte auch die Nutzung einer beispielsweise intrinsisch
starken Spleil3stelle durch die Bindung von Mitgliedern der hnRNP-Familie gehemmt
werden. Eine Méglichkeit dafir besteht darin, dass die Repression Uber sterische
Hinderung erfolgt, indem die hnRNP-Proteine an Bindestellen assoziieren, die mit
ESE-Motiven oder Spleillstellen Uberlappen und dadurch die Bindung von SR-
Proteinen oder anderen SpleiRosom-Komponenten an diese Sequenzen verhindern
(Doktor et al., 2011; Hallay et al., 2006).

3.2.3. Das Expressionsniveau der |E-611-, IE-453- und IE-310-

Proteine

Sowohl von dem plE-611- als auch von dem plE-453-Expressionsplasmid wird
zusatzlich die alternative Transkriptvariante, die fur plE-310 kodiert, gebildet
(Abbildung 2.12 A). Dies liegt vermutlich daran, dass die jeweiligen cDNAs der
langeren Isoformen IE-611 bzw. |E-453, die Spleillstellen flankierenden
genomischen Sequenzen enthalten, die fur die Prozessierung der I[E-310-
Transkriptvariante noétig sind, d.h. die IE-310-Spleil3stellen sind in den IE-611-und |E-
453-Vektoren funktionell und kénnen genutzt werden (Abbildung 3.2). Daruber
hinaus zeigt dieses Ergebnis, dass sich die Spleil3stellen-regulierenden cis-
wirkenden Bereiche innerhalb dieser ldngeren cDNA-Sequenzen befinden missen.
Erstaunlicherweise exprimieren die IE-611- und IE-453-Vektoren in transfizierten
HelLa-Zellen sogar héhere |IE-310-Proteinmengen als der |IE-310-Expressionsvektor
an sich (Abbildung 2.12 A). Um die drei Formen des IE-310-HA-Proteins in spateren
Immunoblot Analysen besser detektieren zu kdnnen, wurde von dem Lysat der IE-
310-transfizierten HelLa-Zellen 4-mal mehr als von den Lysaten der IE-611- bzw. IE-
453-transfizierten HelLa-Zellen aufgetragen (Abbildung 2.13 und 2.16). Die IE-310-
Proteinmenge ist in Virus-infizierten Fibroblasten zwar geringer als die Menge der |E-
611- und der IE-453-Proteinisoform, aber insgesamt héher als nach ektopischer,
isolierter IE-310-Expression. Da die plE-310-Menge in Anwesenheit des plE-611 und
des plE-453 sowohl im Viruskontext als auch nach ektopischer Expression in den
verwendeten Zell-Linien héher war, ist es moglich, dass die beiden grélieren

Isoformen zur Stabilitat des plE-310 beitragen oder dessen Abbau verhindern. Dies
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kénnte durch eine Kotransfektion des IE-611- oder des IE-453-Vektors in
Kombination mit dem plE-310-kodierenden Plasmid mit anschlieRender Immunoblot
Analyse getestet werden. Um die IE-310-Proteinbanden (generiert vom |IE-611- bzw.
IE-453-Vektor) von den IE-310-Signalen, die von den IE-310-Plasmid exprimiert
werden, unterscheiden zu kénnen, misste die CDS im |IE-310-Vektor mit einem
anderen Epitop (z.B. Flag) markiert werden. Eine etwaige Interaktion zwischen den
IE3-Proteinisoformen ist durch Koimmunoprézipitationsexperimente untersuchbar.
Zudem ist es vorstellbar, dass sich das Expressionsmuster in anderen Zellarten
zugunsten des |IE-310-Proteins verandert, da die Menge der spleilregulatorischen
Proteine ebenfalls innerhalb verschiedener Zellarten variiert (Hanamura et al., 1998;
Kamma et al., 1995; la Grange et al., 2010). Im Fall von HIV-1 konnte nachgewiesen
werden, das die Konzentration der SR-Proteine das SpleiBmuster des Virus
verandert (Jacquenet et al., 2005). Die Uberexpression des ASF/SF2-Proteins in
HIV-1-transfizierten 293T-Zellen fihrte zu stark erhéhten Mengen von Vpr1, Vpr 3,
Tat2, Tat3 und Tat6, wahrend eine Uberexpression von SC35 in einem SpleiRmuster
resultierte, bei dem fast ausschliel3lich das Tat1-Transkript hergestellt wurde. Zudem
konnte nach Uberexpression des ASF/SF2-Proteins eine fast vollstandige
Unterdriickung der Gag- und Env-Expression und eine Verminderung der Virus-
Infektiositat beobachtet werden (Jacquenet et al., 2005). Um eine eventuelle Zelltyp-
abhangige Expression der IE3-Proteine zu untersuchen, kdonnen unterschiedliche
Zellarten mit dem |E-3-HA-Virus infiziert (z.B. primare Hepatozyten) werden.

Eine weitere Méglichkeit besteht darin, dass die Proteinisoformen IE-611 und IE-453
hauptsachlich wahrend der lytischen Infektion (die im Rahmen dieser Doktorarbeit
untersucht wurde) exprimiert werden und die Isoform IE-310 eher eine Rolle bei der
Reaktivierung und/oder in der latenten Phase spielt und deshalb in lytisch-infizierten
Zellen nur geringe Transkript- und Proteinmengen generiert werden. In einer Studie
von Kurz et al. wurde kein ie3-Transkript in latent-infiziertem Lungengewebe von
Mausen nachgewiesen (Kurz and Reddehase, 1999). Da der verwendete ie3-
reverse-Primer in dieser Studie aber in einem Sequenzabschnitt des 5'Bereichs von
Exon 5 bindet, der in den IE-453- und IE-310-Transkripten nicht enthalten ist, war nur
eine Amplifikation des |IE-611-Transkripts méglich.

Zudem wurde in einer Computer-gestutzten Analyse von Microarray-basierenden
Gen-Expressionsprofilen gezeigt, dass sich die Spleil3faktor-Expression wahrend der

Zell-Differenzierung (die bei der Reaktivierung eine Rolle spielt (Mocarski et al.,
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2007)) und innerhalb verschiedener Zell-Gewebe andert (Grosso et al., 2008). Die
Veranderung der Spleil3faktor-Expression von undifferenzierten Zellen (Orte der
viralen Latenz (Jarvis and Nelson, 2007)) zu differenzierten Zellen kénnte deshalb
auch zu einer unterschiedlichen Abundanz der IE3-Transkript- und Proteinvarianten

fuhren.

3.3 Analyse der IE3-Proteinisoformen

3.3.1 Werden die IE3-Proteine posttranslational modifiziert?

Die kalkulierte molekulare Masse, die auf der Aminosaure-Sequenz der einzelnen
Proteinisoformen  beruht  (http://www.bioinformatics.org/sms2/protein_mw.html),
ergibt fur plE-611 ein Molekulargewicht von 68,13 kDa, flr plE-453 von 50,30 kDa
und fir plE-310 von 34,65 kDa. Nach Auftrennung mittels SDS-PAGE weist das plE-
611 allerdings eine GrolRe von 88 kDa und das plE-453 eine Grél3e von ca. 60 kDa
auf. Von dem |IE-310-Protein sind drei Formen mit einer Gré3e zwischen 35-40 kDa
nachweisbar. Das héhere Molekulargewicht der IE3-Proteinisoformen nach SDS-
PAGE kénnte durch posttranslationale Modifikationen wie z.B. Phosphorylierung
oder Sumoylierung entstehen. Da die aa-Sequenz des plE-611 Bereiche enthalt, in
denen sich Serin-Gruppen haufen, wurde bereits 1992 von Messerle et al. eine
putative posttranslationale Phosphorylierung des |E-611-Proteins vorgeschlagen
(Messerle et al., 1992).

—— Serin —— Threonin — Tyrosin Schwellenwert
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Abbildung 3.4 Putative Phosphorylierungsstellen des plE-611.
Die Analyse der Aminoséure-Sequenz des plE-611 mit Hilfe von NetPhos 2.0 ergibt eine Vielzahl von putativen

Serin-, Threonin- und Tyrosin-Phosphorylierungsstellen.
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Eine in silico Analyse der plE-611-Sequenz (http://www.cbs.dtu.dk/services/
NetPhos/) (Blom et al., 1999) ergibt insbesondere eine Vielzahl von putativen Serin-
Phosphorylierungsstellen  (Abbildung 3.4). Obwohl die Gesamtanzahl der
Phosphorylierungsstellen aufgrund der kiirzeren Aminosaure-Sequenz in den |E-453-
und IE-310-Proteinen sinkt, werden noch zahlreiche putative Serin-, Threonin- oder
Tyrosin-Phosphorylierungsmotive vorhergesagt (Daten nicht gezeigt).

Fur das HCMV |E2 (IE86)-Protein ist eine kovalente Sumoylierung an den Lysinen
K175 (SUMOplot™ Wert = 0,94) und K180 (Wert = 0,94) publiziert (Ahn et al., 2001,
Hofmann et al., 2000). plE2 (plE86) interagiert zusatzlich nicht kovalent Gber ein
SUMO-interaction motif (SIM) (aa 200-208; aa-Motiv IVISDEEE) mit SUMO-1 (Ahn et
al., 2001; Berndt et al., 2009). Die Sumoylierung des IE2 (IE86)-Proteins ist wichtig
fur dessen Transaktivierungsaktivitdt von early-Genen und das Viruswachstum.
Mutationen innerhalb des SIM-Motivs verringern die virale Replikation, die
Akkumulation von early- und late- exprimierten Proteinen, die Formation der friihen
Transkriptionsdomanen und die Assoziation des /e2-Genprodukts mit viralen
Promotoren. AulRerdem konnte gezeigt werden, dass die Interaktion von HCMV plE2
(pIE8B6) mit dem TATA-binding protein (TBP)-associated factor 12 (TAF12), ein
Bestandteil des TFIID-Komplexes, SIM-abhangig ist und diese Bindung die
Transaktivierungsaktivitat von plE2 (plE86) erhdht (Kim et al., 2010). Die in silico
Analyse mit dem Algorithmus SUMOplot™ (http://www.abgent.com/sumoplot/) des
plE-611 ergibt drei mdégliche Sumoylierungsstellen (K36, K337, K412), wobei K36
(Wert = 0,39) vom Exon 3 kodiert und K337 (Wert = 0,59) sowie K412 (Wert = 0,34)
vom Exon 5d kodiert werden. Das Anfugen eines Sumo-Proteins fuhrt zu Erhéhung
der molekularen Masse um ca. 11 kDa. Eine Sumoylierung des plE-611 und plE-453
ware demzufolge denkbar. Entsprechende Experimente zum Nachweis einer
Phosphorylierung oder Sumoylierung wie beispielweise eine Massenspektrometrie
oder eine Detektion mit einem Phospho/Sumo-spezifischen Antikdrper wurden in
dieser Arbeit nicht durchgefihrt.

3.2.2 Putative Proteindomanen und -Funktionen

Wie bereits im Abschnitt 1.1.5.3 erwahnt wurde, weisen das HCMV plE2 (pIE86) und
das MCMV plE-611 innerhalb des C-Terminus zu 56% identische oder konservierte
Aminosauren auf (Busche et al., 2008). Hierbei sind die HCMV pIE86 aa 334-559

und die MCMV plIE-611 aa 382-601 zu 41% identisch (Abbildung 3.5).
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pIEB6 334 NEKVRNIMKDEKNTPFCTPNVQTRRGRVKIDEVSRMFRNTNRSLEYKNLPFTIPSMHQVLD 393
++K+R+++ + PN ++ R ++ SR + R+LEYKNLPF S +L

pIE-611 382 SDKIRDMVDRTAGGYVAPNAH-KKCR---EDKSRKY--PARALEYKNLPFRPQSPQYLLG 435

pIEB6 394 EAIKACKTMQVNNKGIQIIYTRNHEVKSEVDAVRCRLGTMCNLALSTPFLMEHTMPVTHP 453

+AI+ CK V++K I + YTR+ +V+ VD R R+G NL++S PF+ EHT P+ H
pIE-611 436 KAIQFCKEETVHDKFIMLFYTRSQODVRKAVDETRARMGMRPNLSISCPFMTEHTKPINHS 495

PIEBG6 454 PEVAQRTADACNEGVEKAAWSLKELHTHULCPRSSDYRNMIIHAATPVDLLGALNLCLPLM 513

E RT+ AC G +A W ++E + PR+SDYR+MII AA P D LGA+ CL L
pIE-611 496 RETIDRTSAACTAGTQAVWDMEERRGQKCVPRTSDYRSMIIQAANPPDFLGAVKTCLHLS 555
PIEB6 514 QKFPKOVMVRIFSTNOGGFMLPIYETAAKAYAVGQFEQPTETPPED 559

Q FPKQV +R+ S G LPIYE +Y QFE + ED
pIE-611 556 OQVFPKQVCMRLCSITGGLNPLPIYEETVSSYVNAQFEADDISHHED 601

Abbildung 3.5 Der C-Terminus des HCMV plE2 (plE86) und des MCMV plE-611 besteht zu 41% aus
identischen Aminosé&uren.

Das Alignment der HCMV pIE86 (Towne)- und der plE-611 (MW97.01)-Sequenz ergibt im C-Terminus der
Proteine eine Aminosé&ure-ldentitdt von 41%. 56% der Sequenz besteht aus konservierten Aminoséuren. Rot
markiert ist die HCMV plE86 Core-Region (aa 450-552) (Asmar et al., 2004).

Far das HCMV IE2 (IE86)-Protein ist eine sogenannte Core-Region (aa 450-552) im
C-Terminus beschrieben, die fir dessen Funktionen als MIEP-Repressor
(Autoregulation), als Transaktivator der early-Genexpression sowie flur die Zellzyklus-
Regulation und die in vitro DNA-Bindefahigkeit entscheidend ist (siehe auch
Abschnitt 1.1.5.3) (Asmar et al., 2004). Ein Alignment der Aminosaure-Sequenz der
HCMV |E86-Core-Region mit der vollstdndigen Protein-Sequenz des plE-611 ergab
eine Sequenz-ldentitadt von 47% zwischen den HCMV plE86 Aminosauren 450-552
und den aa 490-569 des MCMV |E-611-Proteins (siehe oben). Die aa 490-569 des
plE-611 werden von dem 3’-gelegenen Bereich des Exons 5d kodiert. Da bisher
keine MCMV Jje3-Transkriptvariante, bei der Teile des Exons 5d herausgespleildt
werden, identifiziert wurde, scheint dieser Bereich wichtig fur die vielfaltigen
publizierten Aufgaben des IE3-Proteins zu sein. Zudem spricht dies fur eine gewisse
Funktionsredundanz der verschiedenen IE3-Proteine. Leider wird dadurch aber auch
eine Vorhersage erschwert, welches IE3-Protein fir welche Aufgabe verantwortlich
ist.

Aufgrund der Identifikation der IE-453- sowie der I|E-310-Transkript- und
Proteinisoformen ergeben sich neue Ansatze zur Untersuchung der MCMV Jje3-
vermittelten Funktionen. Durch die gezielte Deletion der Exon 5b-Sequenz im
Rahmen der Generierung der AIE-611-Virusmutante waren zum ersten Mal
Infektionsstudien in Abwesenheit des kanonischen plE-611 mdglich. Durch den

Nachweis, dass das AIE-611-Virus replikationskompetent ist, konnte gezeigt werden,
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dass die IE-611-Proteinisoform, im Gegensatz zu bisherigen Annahmen, fir das
Viruswachstum nicht essentiell ist (Abbildung 2.24). Zudem scheint das plE-611 nicht
fur die Transaktivierung der viralen early- und /ate-Genexpression bendtigt zu
werden, da in AIE-611-infizierten Zellen sowohl das pM112/M113 (early 1) als auch
das earlyl/late-exprimierte pM45 in Western-Blot Analysen nachgewiesen werden
konnte (Abbildung 2.23). Vermutlich werden diese Aufgaben, aufgrund von
potenziellen Funktionsredundanzen der IE3-Proteinisoformen, in Abwesenheit des
plE-611 von plE-453 wund/oder plE-310 bewerkstelligt. Welche der I|E3-
Proteinvarianten essentiell fir das virale Wachstum ist, konnte in der Zukunft mit
Hilfe der Wiederherstellung der Replikationsfahigkeit der Aje3-Virusmutante (in der
das gesamte Exon 5 deletiert wurde) auf komplementierenden Zellen, die jewells
eine der drei IE3-Proteine in frans bereitstellen, analysiert werden. Aufgrund der
Expression des plE-310 durch die |IE-611- und |IE-453-Expressionsplasmide musste
zunachst das GT-Dinukleotid des IE-310-Spleilddonors in diesen Plasmiden mutiert
werden, um eine exklusive Expression von nur einer Proteinvariante zu
gewabhrleisten. Ferner ist eine Identifikation der essentiellen IE3-Proteinisoform durch
Wachstums- und Immunoblotanalysen mit Virusmutanten madglich, in denen
zusatzlich zur Deletion der Exon 5b Sequenz (AIE-611), das GT-Dinukleotid des
SDig453 oder des SDe310 mutiert wurde, wodurch die SpleiRdonor-Erkennung und
somit die Generierung der jeweiligen Transkript- und Proteinisoform erschwert wird.
Im Rahmen dieser Experimente kann zudem untersucht werden, welche der IE3-
Proteinvarianten flir die Transaktivierung der early- und [ate-Genexpression
verantwortlich ist.

Die massiv verstarkte pp89 (plE1)-Expression und die leicht erhéhte pM112/M113
(pE1)-Proteinmenge in AlIE-611-infizierten Zellen deutet stark auf eine Funktion des
plE-611 als Promotor-Repressor hin (Abbildung 2.23). Aulerdem wurde eine
gesteigerte Abundanz der ie7-Transkriptmenge in RT-PCR-Reaktionen mit RNA aus
AlIE-611-infizierten Zellen detektiert (Daten nicht gezeigt). Diese Befunde stehen im
Einklang mit der erhéhten je7-Transkriptemenge in Aie3-Virus-infizierten Zellen, die
von Angulo et al. beobachtet wurde (Angulo et al., 2000). Das Srev-Virus weist
dagegen eine annahernd wt-Virus-artige ie7-Transkript- als auch Proteinmenge
(Abbildung 2.23) auf, obwohl das IE-Srev-Protein 81 Aminosauren weniger als das
wt-IE-611-Protein enthalt. Auf den ersten Blick scheinen deshalb die Aminosauren,

die von dem 3 -Bereich des Exons 5b translatiert werden, fur die (Auto)repression

119



Diskussion

verantwortlich zu sein (Abbildung 2.21). Dies kann allerdings nicht mit Gewissheit
gesagt werden, da im Srev-Virus das urspringliche Leseraster wieder hergestellt ist,
wodurch der C-terminale Bereich des IE-611/IE-Srev-Proteins im Gegensatz zum
AIE-611-Protein translatiert werden kann. Die Immunoblot Analyse einer Zeitkinetik,
bei der die MIEP-abhangige Proteinexpression eines Kontrollgens mit und ohne
Kotransfektion von jeweils einer MIEP-unabhangig exprimierten |IE3-Proteinvariante
(z.B. unter Kontrolle des human elongation factor 1 alpha (EF-1-a)-Promotors)
verfolgt wird, kann Aufschluss Uber die Autorepressionsfahigkeit einer der
Proteinisoformen geben. Fuhrt die Kotransfektion einer Jje3-Isoform zu einer
geringeren Expression des Kontrollproteins im Vergleich zu Zellen, die nicht mit einer
ie3-Isoform kotransfiziert wurden, ware dies ein Hinweis dafur, dass diese |E3-
Proteinvariante an der Inhibition des MIEP beteiligt ist. Eine mit wt-Virus
vergleichbare pp89 (plE1)- und/oder pM112/M113 (pE1)-Expression von SDig453-
und/oder SDiesqo-Virusmutanten wirde die plE-611-vermittelte (Auto)repression
bekraftigen. Falls alle drei Proteinisoformen zur Hemmung des MIEPs oder anderer
viraler  Promotoren  beitragen, kann eine genaue Lokalisation der
(Auto)repressionsdoméne durch eine schrittweise Verkirzung des 3'-Endes der
Exon 5d-Sequenz oder durch interne Deletionen innerhalb der Exon 5d-Sequenz
erfolgen. Die HCMV |E55-Proteinisoform, die von einem alternativen Transkript, das
unterschiedliche Spleil3stellen im Exon 5 nutzt, kodiert wird, und der im Vergleich
zum |E86-Protein die aa 365-519 fehlen, ist allerdings nicht in der Lage den HCMV
MIEP zu hemmen (Klucher et al., 1993).

Insgesamt scheint die Abwesenheit der |IE-611-Proteinisoform zu einer Deregulation
der viralen Genexpression zu fuhren, was auf eine Funktion des plE-611 als
Promotor-Repressor hindeutet. Bei der Interpretation von ie3-knockdown Befunden,
die beispielsweise mit Hilfe von /e3 Exon 5-spezifischen shRNAs generiert wurden,
sollte deshalb die Deregulation der viralen Genexpression bertcksichtigt werden, da
indirekte Effekte aufgrund der Verdnderung des viralen Genexpressionsmusters nicht
auszuschlielRen sind. Zudem ist eine genaue Analyse der shRNA-Bindestellen
innerhalb der /e3 Exon 5-Sequenz notwendig, um den gezielten knockdown von

einer bzw. mehrerer |IE3-Proteinisoformen sicherzustellen.
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3.3.3 Inhibition der Typ | IFN-Induktion durch plE-6117?

Das IFN-System stellt einen der frihesten Abwehrmechanismen der Zelle dar und
wird sofort nach der Erkennung eines Pathogens initiiert. Schon das attachment und
das entry des Viruspartikels an/in die Zelle fuhrt zur Initiation von verschiedenen
Signalkaskaden und 16st eine Aktivierung der drei Transkriptionsfaktoren NF-xB,
IRF-3 und ATF/cJun aus (siehe Abschnitt 1.2.2). Durch die Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren und deren Bindung an verschiedene Promotoren (z.B. IFN-B)
wird die Expression von Interferonen sowie von Interferon-stimulated genes (ISG)
ausgeldst und die Zelle in einen antiviralen Zustand versetzt. Deshalb ist fur eine
effiziente Virus-Replikation und —Vermehrung ein kurz nach dem Eintritt in die Zelle
zur Verfugung stehender viraler Antagonist des IFN-Systems von Vorteil. Da die je-
Gene die ersten viralen Gene darstellen, die in der infizierten Zelle exprimiert
werden, sind sie ideale Kandidaten fur eine schnelle Inhibition der zelluldaren IFN-
Antwort.

Das HCMV je2-Genprodukt plES86 stellt so einen prototypischen, friih im lytischen
Replikationszyklus exprimierten Antagonisten der IFN-p-Induktion dar. pl[E86 hemmt
die Bindung des Transkriptionsfaktors NF-xB an Gen-Promotoren, die eine «B-
Bindestelle enthalten (z.B. IFN-B), und interferiert dadurch mit der IFN-pB-Induktion
(Taylor and Bresnahan, 2005; 2006a).

Mit Hilfe der IE3-Expressionsplasmide konnte in Abschnitt 2.4.1 eine starke Inhibition
der 1SG54-Promotor/Enhancer-Aktivitdt nach Koexpression des IE-611- und des
TBK-1-Proteins detektiert werden. Eine partielle Hemmung der ISG54-
Promotor/Enhancer-Induktion wurde nach Kotransfektion des plE-453 mit TBK-1
beobachtet (Abbildung 2.26). Die AIE-611-Virus-Infektion von stabilen
Transfektanten, welche die Firefly-Luciferase unter der Kontrolle des ISRE-
Promotors/Enhancers exprimieren, resultierte in einer erhdéhten ISRE-
Promotor/Enhancer-Aktivitat im Vergleich zu wt-Virus-infizierten Zellen (Abbildung
2.28). Zudem konnten hdéhere IFN-B-Transkriptmengen in AIE-611-Virus- im
Vergleich zu wt-Virus-infizierten Zellen detektiert werden (Abbildung 2.29 und 2.30).
Aufgrund der beschriebenen Befunde kénnte plE-611 das MCMV-kodierte Analog fur
einen frihen Antagonisten der IFN-Induktion sein.

Eine mdégliche Interpretation fur die beobachtete Hemmung der IFN-B-Induktion ist
eine plE-611-vermittelte Inhibition des IRF-3-abhéngigen Signalwegs, da die TBK-1-

induzierte ISG54-Promotor/Enhancer-Aktivitat reduziert wird und die Hemmung des
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NF-xB-vermittelten Signalwegs durch das MCMV M45-Genprodukt sichergestellt ist
(Fliss et al., 2012; Mack et al., 2008; Rebsamen et al., 2009; Upton et al., 2008). Eine
Redundanz der Typ | IFN-Inhibition durch plE-453 und plIE-310 kann nicht
ausgeschlossen werden, da insbesondere das plE-453 zu einer partiellen Hemmung
der ISG54-Promotor/Enhancer-Aktivierung fuhrt. In Anbetracht der Tatsache, dass
die wt-Virus-vermittelte Hemmung der IFN-B-Genexpression sowie die Inhibition der
IRF-3-Phosphorylierung bereits 6 hpi nachweisbar ist (Le et al., 2008b), und sowohl
das plE-453 als auch das plE-310 in IE3-HA-infizierten Zellen erst schwach nach 8 h
Infektion im Western-Blot detektierbar ist (Abbildung 2.12), erscheint das plE-611
aber wahrscheinlicher (4 hpi starke Expression). Um synergistische oder
kompetitierende Funktionen der IE3-Proteinisoformen aufeinander zu untersuchen,
kénnten verschiedene Kombinationen der IE3-Expressionsplasmide zusammen mit
dem |ISG54-Luciferase- und dem TBK-1-Vektor kotransfiziert und die 1SG54-
Promotor/Enhancer-Aktivitat verfolgt werden.

Nach Kotransfektion des HCMV |IE2- und des TBK-1-Expressionsplasmids wurde die
starkste Inhibition der ISG54-Promotor/Enhancer-Aktivitat detektiert. Das HCMV IE2
(IEB6)-Protein ist als Antagonist der IFN-B-Induktion beschrieben (Taylor and
Bresnahan, 2005; 2006a). Es hemmt die DNA-Bindung des NF-xB-Heterodimers und
dadurch die Expression von Genen, die kB-Bindestellen im Promotor aufweisen (z.B.
IFN-B). Der 1ISG54-Promotor/Enhancer ist IRF-3/IFN-B-responsiv, enthélt aber keine
NF-xB-Bindestellen (Bluyssen et al., 1994; Doukas and Sarnow, 2011; Grandvaux et
al., 2002). Die Hemmung der ISG54-Promotor/Enhancer-Aktivitat nach Koexpression
des HCMV |E2- und des TBK-1-Proteins deutet deshalb darauf hin, dass das HCMV
plE2 die IRF-3-vermittelte Signaltransduktion Uber einen noch unbekannten
Wirkmechanismus inhibiert.

Nach ektopischer Expression des plE-611 bzw. des plE-Srev wurden reproduzierbar
geringere TBK-1-Flag-Proteinmengen beobachtet (Abbildung 2.27). Eine mdgliche
Erklarung ist eine plE-611-vermittelte Interferenz mit der TBK-1-Synthese oder
-Stabilitdt. Eine Interferenz des |IE-611-Proteins (oder des |E-454- bzw. |IE-310-
Proteins) mit TBK-1 bzw. mit dem IRF-3-abhangigen Signalweg kann beispielsweise
durch eine IRF-3-spezifische Immunfluoreszenz-Farbung gezeigt werden. Die
Transfektion von Zellen mit einem Kontrollplasmid und einem TBK-1-Vektor sollte zu
einer nukledren Translokation von IRF-3 fuhren. Wird bei einer Kotransfektion von
jeweils einem |IE3-Expressionsplasmid zusammen mit TBK-1 keine Translokation von
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IRF-3 in den Zellkern beobachtet, spricht dies fur eine Inhibition des IRF-3-
abhangigen Signalwegs. Fur das analoge Experiment im Virus-Kontext kénnten
Zellen mit wt-Virus und den AIE-611-, SDig_453- bzw. SDig_310-Virusmutanten infiziert
und die IRF-3-Phosporylierung bzw. -Dimerisierung mittels Western-Blot Analyse
untersucht werden. Ist eine der Virusmutanten, im Gegensatz zum wt-Virus, nicht
mehr fahig, die IRF-3-Phosphorylierung/Dimerisierung 6 hpi zu hemmen, deutet dies
auf eine antagonistische Funktion der deletierten IE3-Proteinvariante hin.

Fur das Ebola-Virus konnte eine Inhibition der IRF-3-Aktivierung nachgewiesen
werden. Das VP35-Protein bindet IKKi und TBK-1 und hemmt dadurch nétige
Interaktion der Kinasen miteinander, aber auch von den Kinasen mit ihren Substraten
IRF-3 und IRF-7, wodurch die IRF-3 Aktivierung verhindert wird (Basler et al., 2003;
Prins et al., 2009).

Eine andere Erklarung fur die geringe TBK-1-Expression in Anwesenheit des |IE-611-
Proteins ist die vorher bereits angesprochene putative Funktion des plE-611 als
Autorepressor. Die TBK-1-Expression wird in dem verwendeten Expressionsplasmid
durch den HCMV-MIEP kontrolliert. Falls die Sequenzen/Doménen, die bei der
Autorepression eine Rolle spielen, zwischen HCMV und MCMV stark konserviert
sind, ware es denkbar, dass das |IE-611-Protein auch den HCMV-MIEP inhibiert. Der
geringeren Aktivierung des 1SG54-Promotors/Enhancers wirde in diesem Fall eine
schwachere Stimulation zu Grunde liegen.

Zudem ist es mdglich, dass das plE-611 sowohl nach ektopischer Expression als
auch im Virus-Kontext fahig ist, verschiedene zellulare Promotoren zu hemmen. Um
eine Promotor-inhibitorische Funktion des plE-611 zu dberprufen, kdénnten
Luciferase-Reportergen-Analysen durchgefiihrt werden, bei denen das Luciferase-
Gen unter der Kontrolle verschiedener zellulérer Promotoren (z.B. IRF-1) exprimiert
wird und die Luciferase-Expression nach  Kotransfektion der IE3-
Expressionsplasmide und einem entsprechenden Stimulus detektiert wird.

Im Rahmen der Dual-Luciferase-Experimente mit den stabilen Transfektanten
(NIH3T3-ISRE-Luc-Renilla) wurden 24 hpi niedrigere Renilla-Luciferase-Werte nach
Infektion mit dem AIE-611-Virus (2,5-fach) bzw. mit dem Srev-Virus (3,0-fach) im
Vergleich zum wt-Virus detektiert. Die Renilla-Luciferase wurde mit Hilfe eines nicht-
IFN-responsiven Kontrollpromotors (HSV-Tymidin-Kinase) konstitutiv exprimiert und
die gemessenen Werte zur Normierung der ISRE-Firefly-Werte verwendet. Die

niedrigeren Renilla-Werte sprechen fur eine erhdhte Zelltod-Rate, die durch die
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Infektion mit dem AIE-611- oder Srev-Virus ausgelést wird. Eine mégliche Erklarung
fur die geringeren Renilla-Werte ist die gesteigerte Expression von Stress- bzw. IFN-
induzierten Effektorgenen, da bekannt ist, dass beispielsweise die PKR (in
Kombination mit viraler dsSRNA) Apoptose auslésen kann (Balachandran et al., 1998;
2000; Der et al.,, 1997). Zudem ist das pro-apoptotische p53-Gen IFN-induzierbar
(Takaoka et al., 2003). Allerdings erfolgt die Hemmung der IFN-Expression bzw.
-Signaltransduktion im Fall von MCMV durch mehrere Genprodukte wie z.B. M45
(earlyllate) (Fliss et al., 2012; Mack et al., 2008; Rebsamen et al., 2009; Upton et al.,
2008; 2010) oder auch M27 (earlyl/late) (Trilling et al., 2011; Zimmermann et al.,
2005), wodurch zumindest nach Expression der early-Genprodukte die Inhibition der
IFN-Expression/Signaltransduktion in AIE-611-infizierten Zellen gewahrleistet ist. Ein
direkter Zusammenhang der verminderten Renilla-Werte mit der gesteigerten ISRE-
Promotor/Enhancer-Aktivierung in AIE-611-Virus-infizierten Zellen erscheint deshalb
unwahrscheinlich, zumal die Infektion mit dem Srev-Virus 24 hpi zu Kkeiner
gesteigerten Induktion des ISRE-Promotors/Enhancers fihrt, obwohl in diesen
Luciferase-Lysaten sogar geringere Renilla-Luciferase-Werte als in AIE-611-Virus-
Lysaten detektiert wurden (Abbildung 2.28).

Ein weiterer Faktor der zur Steigerung der ISRE-Promotor/Enhancer-Aktivitat sowie
zur Erhdhung der IFN-B-Genexpression fuhren kann, ist die Anwesenheit von
defective-interfering (DIl)-Partikeln in Virus-Praparationen. DI-Partikel enthalten virale
Genome, die interne Deletionen oder sogenannte Copybacks aufweisen (d.h. kein
vollstandiges Genom), und werden spontan als Nebenprodukte von non-defective
(ND)-Partikeln wahrend der Genom-Replikation generiert (Lazzarini et al., 1981;
Perrault, 1981). Wie ihr Name schon vermuten lasst, kompetieren die DI- mit den
ND-Partikeln um die Replikationssubstrate (Garcin et al., 1994). Da die DI-Partikel
einen Replikationsvorteil haben, akkumulieren sie beispielsweise in Sendai-Virus
(SeV)-Stocks, die wiederholt in Eiern passagiert werden (Johnston, 1981; Magnus,
1951a; 1951b). Unter anderem konnte bei der Analyse von verschiedenen SeV-
Stocks gezeigt werden, dass sich die SeV-induzierte IFN-B-Expression proportional
zur Abundanz von DI-Partikeln innerhalb der Virus-Stocks verhalt (Strahle et al.,
2006). Es kann deshalb nicht ausgeschlossen werden, dass die erhdhte ISRE-
Promotor/Enhancer-Aktivierung sowie die gesteigerte IFN-B-Genexpression in AlE-
611-Virus-infizierten Zellen durch eine gesteigerte Abundanz von DI-Partikeln in AlE-

611-Virus-Stocks hervorgerufen wird.
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Fur das HCMV |E2 (IE86)-Protein wurden die bereits zuvor erwahnte Core-Region
(aa 450-552) innerhalb des C-Terminus beschrieben, welche fir dessen Funktionen
als Transaktivator, Autorepressor und fur die in vitro-DNA-Bindefahigkeit sowie den
Zellzyklus-Arrest bendtigt wird (Asmar et al., 2004). Allerdings wurden im Rahmen
dieser Publikation auch zentral lokalisierte Sequenz-Bereiche (Specific and Essential
Modulator (SEM) genannt) identifiziert, deren Deletion nur zum teilweisen Verlust der
plE2-Funktionen flhrte. Beispielweise resultierte die Deletion der plE2 (pIE8B6) aa
330-349 (in einem Expressionsplasmid) in einer stark eingeschrankten DNA-
Bindekapazitat, einer moderaten Verringerung der Transaktivierungsfunktion,
wohingegen die Funktionen der Zellzyklus-Kontrolle und der Autorepression
unbeeintrachtigt blieben. Die AIE-611-Virusmutante weist eine Deletion auf, die nur
die Expression der aa 1-151 des plE-611 erlaubt, wahrend die |IE-453- und IE-310-
Proteine einschliel3lich des C-Terminus exprimiert werden sollten (auf Proteinebene
nicht nachgewiesen), d.h. die putative Core-Region miusste durch die beiden
anderen |E3-Proteinisoformen generiert werden. Trotzdem konnte in AIE-611-Virus-
infizierten Zellen eine deutlich gesteigerte pp89 (plE1)- sowie eine leicht erhdhte
pM112/M113 (pE1)-Expression (Hinweis fur fehlende Promotor-Repression) und eine
erhohte Typ | IFN-Induktion nachgewiesen werden. Deshalb ist es vorstellbar, dass
zwar innerhalb des C-Terminus bestimmte Funktionalitdten der Proteine konserviert
sind, die zentralen Bereiche der Proteine aber fir einzigartige Aufgaben
verantwortlich sind, insbesondere weil sich explizit dieser Bereich zwischen den IE3-
Proteinvarianten am starksten unterscheidet. Demzufolge ist es durchaus mdéglich,
dass der vom Exon 5b kodierte Bereich, der ausschliellich in der IE-611-
Proteinvariante enthalten ist, fir spezielle Funktionen wie die Typ | IFN-Inhibition
oder die Promotor-Repression verantwortlich ist, wahrend essentielle Funktionen wie
die Transaktivierung der early- und late-Genexpression innerhalb des Exons 5d
kodiert werden und somit eine Redundanz durch alle Proteinisoformen gewahrleistet

ist.

AbschlieRend kann zusammengefasst werden, dass im Rahmen dieser Doktorarbeit
neue je3-kodierte Transkript- und Proteinisoformen identifiziert wurden. Aufgrund
dieser Befunde wurde durch gezielte Mutagenese gezeigt, dass plIE-611 im
Gegensatz zu bisherigen Annahmen nicht essentiell ist. AuRerdem konnten erstmalig

Hinweise fur einen von der MCMV immediate-early-Region kodierten und deshalb
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frih im Replikationszyklus exprimierten putativen |FN-Antagonisten, plE-611,
dargestellt werden. Um die genauen Funktionen der I|E3-Proteinvarianten
aufzuklaren, sind aber die bereits oben erwdhnten Experimente und weitere

Analysen notwendig.
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4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Gerate

-80°C Schrank

-80°C Truhe
Begasungsbrutschrank

Blotter (semi-dry)

Crosslinker (UV)
DNA-MeRgerat

Douncer
ECL-Chemilumineszenz-
Messgerat

Elektrophoresekammer

Elektroporator
Entwickler (Filme)
Fluoreszenz-Mikroskop

Heizblocke

Hybridisierungsofen

Inkubatoren

Luminometer

Revco Ultima Il tber Welabo, Disseldorf, Deutschland
Hettich Freezer, Andreas Hettich GmbH & Co KG

BBD 6220, Heraeus/ Kendro, Langenselbold, Deutschland
Fastblot B44 (klein), Biometra, Goéttingen, Deutschland
Fastblot B64 (grof3), Biometra, Goéttingen, Deutschland
CL-1000, UVP, Upland, Kanada

Nanodrop 1000, Peqlab, Erlangen, Deutschland

Wheaton tuber VWR, Batavia, USA

ChemoCam Imager 3.2, Intas, Géttingen, Deutschland

SDS-Gele:

klein: Minigel-Twin, Biometra, Géttingen, Deutschland
mittel: MAXI-Vertikal, Roth, Karlsruhe, Deutschland
DNA-/RNA-Agarosegele:

klein: Agagel mini, Biometra, Géttingen, Deutschland
mittel: Agagel maxi, Biometra, Géttingen, Deutschland
Genepulser Il, Bio-Rad, Minchen, Deutschland
Cawomat 2000 IR, CAWO, Schrobenhausen, Deutschland
TE2000-S, Nikon, Dusseldorf, Deutschland

Axiovert 40 CFL, Zeiss, Géttingen, Deutschland
Thermomixer comfort, Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Thermostat plus, Eppendorf, Hamburg, Deutschland
OV5, Biometra, Géttingen, Deutschland

unbegaster Bakterien-Inkubator, New Brunswick
Scientific, Nlrtingen, Deutschland

G25 Incubator Shaker, New Brunswick Scientific,
Nadrtingen, Deutschland

TriStar2 LB 942, Berthold, Bad Wildbad, Deutschland
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Mikroskop
Mikrowelle

Power Supplies

Spektralphotometer

Sterile Arbeitsbank
Stickstoff-Tank

Thermoblock/-mixer
Thermocycler
TurboBlotter

UV-Handlampe

UV-Transilluminator

Vortexer

Wasserbad

Wiegeschdttler

Zentrifugen

Mithras LB 940, Berthold, Bad Wildbad, Deutschland
TS100, Nikon, Dusseldorf, Deutschland

Sharp oder Kappersbusch

Power Pac 300, Bio-Rad, Minchen, Deutschland
EPS 301, Amersham uber GE Healthcare, Freiburg,
Deutschland

Power Pack P25 T, Biometra, Géttingen, Deutschland
UV-VIS Spectrophotometer UVmini 1240, Shimadzu,
Duisburg, Deutschland

Hera Safe, Heraeus, Hanau, Deutschland

Biosafe MD mit ApolloLIN Versorgungsbehalter,

Cryotherm, Kirchen, Deutschland

Eppendorf Thermomixer comfort, Hamburg, Deutschland

Eppendorf Thermomixer 5436 , Hamburg, Deutschland

T1 und T3000, Biometra, Géttingen, Deutschland
Schleicher und Schuell, Dassel, Deutschland
Benda Laborgerate (Ser. Nr. 7841200), Wieloch,
Deutschland

Gel iX Imager, Intas, Géttingen, Deutschland
L46, Labinco, Breda, Niederlande

VV3, VWR, Batavia, USA

GFL 1092, GFL, Burgwedel, Deutschland

GFL 3011, GFL, Burgwedel, Deutschland

GFL 3013, GFL, Burgwedel, Deutschland

GFL 3017, GFL, Burgwedel, Deutschland

3K30 Sigma, Sartorius, Géttingen, Deutschland
Centrifuge 5415 (ungekuhlt), Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Centrifuge 5417R (gekuhlt), Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Centrifuge 5810R (gekuhlt), Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Avanti J-E, Beckman-Coulter, Krefeld, Deutschland

OptimalL-70K, Beckman-Coulter, Krefeld, Deutschland
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4.1.2 Verbrauchsmaterialien

1,5/ 2ml Reaktionsgefalle (Eppis safe lock) Eppendorf

15 /50 ml Falcons
Cryoréhrchen
Elektroporationskivetten

Filme

GrolRenmarker fur Western-Blot

Grélenmarker fur Gelelektrophorese

Nitrocellulosemembran

Nylonmembran positiv geladen

PCR-tubes
Polyallomerréhrchen
Verpackungsfolie (Saran)

Whatman-Papier

Greiner #188271; #227261

Nunc #377267

0,2 cm Bio-Rad #165-2086

24x30 BioMax MR, Kodak #8912560
35x43 BioMax MR, Kodak #8915187
Amersham Hyperfilme ECL,

GE Healthcare #90260

Spectra Multicolor Broad Range Protein
Ladder, Thermo Scientific #26634
Hyperladder |, Bioline #Bio-33025
2-Log DNA Ladder NEB #23200S
Protran Nitrocellulose Transfer
Membran (0,45 pm) Whatman

uber GE Healthcare #10401196
Nylon membran positively charged,
Roche #11417240001

Starlab #1402-8108
Beckman-Coulter #32 68 23

Dow Uber Geyer #9068.1

3MM Chromatographiepapier,
Whatman Uber GE Healthcare
#3030917

4.1.3 Chemikalien und Biochemikalien

Actinomycin D

Aceton

Agarose
Anti-Digoxigenin-AP Fab
Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin

B-Mercaptoethanol
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AppliChem #A1489,0005

Merck #1.00014.2511

LE Agarose SeaKem, Lonza #50004
Roche #11093274910

Merck #1.01201.0500

Roth #K029.2

Merck #8.05740.0250



Material und Methoden

Bacitracin

Beetle-Juice

Bovines Serumalbumin (BSA)
Bromphenolblau
Calciumchlorid

CDP-Star

Chloramphenicol
Ciprofloxacin Hydrochlorid
Complete Protease Inhibitors
Coomassie Brilliant Blue G250
Cycloheximid

4’ 6-Diamidino-2-phenylindole-
dihydrochloride (DAPI):
DIG-11-dUTP
DIG-Blocking-Reagenz
DIG-Easy Hyb granules
Digitonin
N,N-Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)
DNA-GréRenstandard:
Hyperladder |

2-Log DNA Ladder

DNase |

DNase |, RNase-frei

dNTPs (Set)

Ethylenedinitrilo tetraacetic acid
(EDTA)

Essigsaure (96%)

Essigsaure (100%), Eisessig
Ethanol (100%)
Ethidiumbromid 10mg/ml Lésung
Formaldehyd 37%

37% Geneticin, G418

Fluka #11702
pik #102511

Sigma #A9418-59
Merck #1.08122.0005
Roth #A119.1

Roche #11685627001
Sigma CO378-25G

ICN Biochemicals #199020

Roche #11836145001
Serva #17524

Sigma #C7698
Polysciences #09224

Roche #11573179910
Roche #11096176001
Roche #11796895001
Calbiochem #300410

Fluka #40225

Roth #A994 2

Serva #20710

Bioline #Bio-33025
NEB #23200S
Roche #104159001
Roche #10882822
Qiagen #201913
Serva #11280

Roth #X895.2

Merck #1.00063.2500
Merck #1.00983.2500
Roth #7870.2

Merck #8.18708.1000
Gibco #11811-031
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Glycerol

Glycin

HEPES

Imidazol ultrapure
lodacetamid

Isopropanol

Kaliumchlorid

Kanamycin

Kaliumhydroxid (KOH)
L-Arabinose

LB (lysogeny broth)-Medium (Lennox)
LB Agar

Leupeptin

Magermilchpulver Sucofin
Magnesiumchlorid (MgCl>)
Maleinsaure

Methanol

Methylcellulose

Minimal Essential Medium (MEM) 10x
MOPS

Natriumacetat
Natriumdihydrogenphosphat-
Monohydrat

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumcarbonat
Natriumcitrat (tri- , dihydrat)
Natriumdesoxycholat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumfluorid (NaF)
Natriumhydrogencarbonat
Di-Natriumhydrogenphosphat-
Dihydrat

Natriumhydroxid
NP40/Igepal
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Roth #3783.2

Roth #3908.5

Roth #9105.4
AppliChem #A3635
Calbiochem #407710
VWR 20842.330
Merck #1.04936.1000
Sigma #K4000-5G
Roth #6751.3

Sigma A3256-25G
Roth #X964.2
Invitrogen #22700-025
Sigma #L.8884
Comet, Dusseldorf
Merck #8.14733.0100
Merck #8.00380.1000
Merck #1.06009.2500
Fluka #64630

Sigma #M0275

Serva #29836

Roth #X891.2

Merck #1.06346.1000

Roth #3597.2

Merck #1.06392.1000
Roth #3580.3

Merck #1.06504

Roth #2326.2

Serva #30192

Merck #1.06329.1000
Merck #1.06580.1000

Merck # 1.06498.1000
Sigma #13021-100ml
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Paraformaldehyd (PFA) Roth #0335.2
Pepstatin-A Sigma #P4265

Roti Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol Roth #A156.2
Phosphonoessigsaure Sigma #P-6909
Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA) Sigma #P-1585
PMSF Roth #6367.2
Ponceau S Roth #5938.1
Proteinase K Roche #03115879001
Reblot Plus Stripping Solution Millipore #2504
RNA-Probenpuffer Fermentas #R0641
Rotiphorese-30-Acrylamid Roth #3029.1
Saccharose Roth #4621.1
Salzsaure Roth #4625.1
D-Sorbitol Roth #6213.1
T4-DNA-Ligase NEB M0202

TEMED Roth # 2367.1
Tris-Base Roth #AE15.3
Triton-X-100 Serva #37240

X-Gal Sigma Aldrich #B4252
Zeocin Invitrogen #R250-05
Ziegenserum Jackson ImmunoResearch

#005-000-121

4.1.4 Kits

Beetle-Juice (P.J.K., Kleinblittersdorf, Deutschland)

DIG High Prime (Roche, Mannheim, Deutschland)

Dual-Luciferase-Reporter Assay System (Promega, Mannheim, Deutschland)

ECL und ECL Plus Western Blotting Detection System (GE Healthcare Munchen,
Deutschland)

Expand High Fidelity PCR System (Roche, Mannheim, Deutschland)

Luciferase Reporter Gene Assay, high sensitivity (Roche, Mannheim, Deutschland)
Nucleobond AX100 (Macherey-Nagel, Diren, Deutschland)

mTLR RT-Primer Set (InvivoGen, San Diego, USA)

OneStep RT-PCR Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland)
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Plasmid Mini und Midi Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland)
Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (NEB, Ipswich, USA)
QlAgick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland)
QlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland)
QlAshredder (Qiagen, Hilden, Deutschland)

RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland)

Superfect Transfection Reagent (Qiagen, Hilden, Deutschland)
TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen, Carlsbad/CA, USA)

4.1.5 Enzyme

Alkalische Phosphatase NEB

(Calf Intestinal Phosphatase, CIP)

DNA Restriktionsenzyme NEB oder Fermentas
T4 DNA Ligase NEB

4.1.6 Oligonukleotide
Alle Oligonukleotide wurden bei der Firma MWG bestellt. Die lyophilisierten

Oligonukleotide wurden in DNAse- und RNAse-freiem Wasser aufgenommen und als
100 mM Stocklésung bei -20°C gelagert. Fur die PCR-Ansatze wurden die
Oligonukleotide auf 10 mM mit ddH,O verdinnt.

Klonierungsprimer:

pcDNA3.1-IE3-Expressionsplasmide:

IE3 forw (KL-MCMV IE3-1) 5-GAGAAGCTTATGGAGCCCGCCGCACCC
AG-3

IE3 rev (KL-MCMV IE3-HA2) 5-CGGAATTCTCAAGCGTAATCTGGAACATCG
TATGGGTACTCGCAGTCAGACTCATACTC-3

Kontrollprimer:

HA-rev 9-CGCGTAATCTGGAACATCGTATGG-3
M28 forw 5-TAACGCCGCTCCTCTGTTCG-3
M28 rev 5-ACGAAAGCCTTCACCTCGTCG-3

M28-Sonde forw (AZ-M28-S1) 5-GTGTCGTCGACCTCGGAAGA-3
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M28-Sonde rev (AZ-M28-S2)
M45 forw

M45 rev

M45-Sonde forw

M45-Sonde rev

M121 forw (KL-M121 forw)
M121 rev (KL-M121 rev)
AIE-611 ctl. 1

AIE-611 ctl. 2
AIE-611-Sonde forw
AlIE-611-Sonde rev
le1-Sonde forw

le1-Sonde rev

ie3-Sonde forw

ie3-Sonde rev

5-GCCAACACGATAGCGGGATT-3
9-ACCCAGCACCACCGCGTCGC-3
9-CATCAACCTGGAGAACTGCG-3
9-GTGGTGGACGCCATGGCGCA-3
9-GAGTCTAGATCACGCGTAATCTGGAACATC
GTATGGGTACGTCCGCGGCGTAGC-3
9-CGTTCGCTTCTGAAACTGATTGTG-3
5-TGGGAATGATGGCTCACCAG-3
5-TGTTACAGCAGCGGCCTCCAT-3
5-TTGTACTCCAAGGCCCTGGCTG-3
5-ACTTGATGAAGTAGTTGCTAA-3
5-ATAGAACTGTCCATCTCTAC-3
5-GAATAAAAGAGGGGGTGTGGTGTTA-3
5-CAGCAACTCATCCTATCCAGACCT-3
5-CAGAGCCTCATGCACACCTGCT-3
5-GGAGGAGACCGTGCATGACAAG-3

Klonierungsprimer fiir BAC-Mutagenese:

5-TCCGTGTGCATTTCTATCTCTTTTGTCTTTTCTGCCGA
TCCCAGATAAAAATCAGTCGATCCAGTGAATTCGAGCTC

5-AGGCGAGGCGAAACTGGCGGGATAACTGCAAGAGA
GGGGAAAAGCGGTCGATCCCAGCCGGACCATGATTACG

5-CCCCTCCTGTACGCGGCGACGATGCCGCCTCCCGCGAG

CGTAACGACCGCCGCTGCCGCTCCAGTGAATTCGAGCTC

AM28 forw
(AZ-M28-del1)

GGTAC-3
AM28 rev
(AZ-M28-del2)

CCAAGCTCC-3
AMA45 forw

GGTAC-3
AMA45 rev

5- GAGGCGATTCATCACAGCGTGGAAGCCGACGACCCCGA

TGTGCAGGTCGCGATAGAGCGTCACCATGATTACGCCAAG

CTCC-3
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|IE3—HA forw

I[E3—HA rev

AIE-611 forw

AIE-611 rev

RT-PCR-Primer:
GAPDH forw
GAPDH rev
MCMV je1 forw
MCMV je1 rev
MCMYV je3 forw
MCMYV je3 rev

murines IFN-p forw

murines IFN-p rev

5-GAGGCAGATGATATAAGCCATCATGAGGATGAGTCTGGG
GAGTATGAGTCTGACTGCGAGTACCCATACGATGTTCCAG
ATTACGCGTGACCAGTGAATTCGAGCTCGGTAC-3
5-TATGTATCTACATATTTTACAAAACAGGGTTCATCTTTAAT
ACCAAGTCCACAGTACAGAGACCATGATTACGCCAAGCTC
C-3

5-CCCCAGACTTCAGAAGACACTCAGAAAAGAAAGCTAAGA
AGCATAAGAACAAGCAGCGCCCCAGTGAATTCGAGCTCGG
AC-3
5-CCCCTGTAGCCACTATCTACCCGCTCATCATCCTCATCAT
CTTCATCCTCAGAACCACTACACCATGATTACGCCAAGCTC
C-3

5-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3
5-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3
5-GCCCCCTCGAGGACACACAATG-3
5-CATTAAGTACAGAGAATAAAAGAGGG-3
5-GCCCCCTCGAGGACACACAATG-3
5-TAATAGGGTTCGACATGAGTTAAG-3
5-CATGAACAACAGGTGGATCCTCCACGC-3
5-TCAGTTTTGGAAGTTTCTGGTAAGTCTTCG-3

4.1.7 Plasmide und Bacmide

pcDNA3.1

pcDNA3.1-Flag-TBK1
pcDNA3.1 HCMV IE2

pcDNA3.1-Zeo
pCP20
pFRT2-Kana

pFRTZ-MIEP-EGFP
pGL3-1SG54 (ISG54-Luc)

Invitrogen

Rongtuan Lin (Montreal, Kanada)

Dr. Vu Thuy Khanh Le (HHU, Dusseldorf)

PD Dr. Albert Zimmermann (HHU, Dasseldorf)
(Cherepanov and Wackernagel, 1995)

PD Dr. Albert Zimmermann (HHU, Dusseldorf)
Dr. Vu Thuy Khanh Le (HHU, Dusseldorf)

Marc Servant (Montreal, Kanada)
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pKD46

pTA-ISRE-Luc
MCMV-BAC C3X

MCMV-BAC C3X repair

(Datsenko and Wanner, 2000)
pRL-TK (Renilla-Luciferase) Marc Servant (Montreal, Kanada)
Clontech

(Wagner et al., 1999)
Barbara Adler (LMU, Manchen (Jordan et al., 2011))

4.1.8. Bakterienstamme

E _coli-Stamm XLI-Blue:

E.coli-Stamm DH10B:

E.coli-Stamm GS1783:

(Na1) thi hsdR17 (rMi) ginV44 relA1 lac

F::Tn10 pro A B lacl A(lacZ)M15/recA1 end A1 gyrA96

F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcerBC) ®80lacZAM15 AlacX74

deoR recA1 endA1 araD139 A(ara, leu) 7697 galU galK
rpsL nupG A~

DH10B A cl857 A(cro-bioA)<>araC-Pgapl-Scel

(Gregory A. Smith, Northwestern University Feinberg
School of Medicine, Chicago, USA.)

4.1.9 Antikorper

Primarantikorper (ungekoppelte Antikorper)

Bezeichnung Bestellnummer | Hersteller Spezies | Applikation | Verdiinnung
B-Actin A2228 Sigma Maus WB 1:50.000
Flag M2 F3165 Sigma Maus WB 1:2000
. . 1:2500-
HA H6908 Sigma Kaninchen WB 1-4000
. 1:2500-
HA HA-7 H-3663 Sigma Maus WB, IF 1-4000
IxBa (C-21) sc-371 Santa Cruz | Kaninchen WB 1:2000
p(Ser396)-IRF-3 49478 . CeII_ Kaninchen WB 1:700-1:800
Signaling
Lamin A/C 2032 . CeII_ Kaninchen WB 1:1000
Signaling
MCMV- 1:500-
Immunserum Maus WB 1:1000
MCMV pM45 4D4-A3 Prof. Jonjic Maus WB 1:250
MCMV . )
pM112/M113 (e7) CHROMA 103 Prof. Jonjic Maus WB 1:100
MCMV pp89 (IE1) [ CHROMA 101 Prof. Jonjic Maus WB 1:500-1:1000
NF-xB p65 (F-6) sc-8008 Santa Cruz | Kaninchen WB 1:2000

IF: Immunfluoreszenz; WB: Western-Blot

136




Material und Methoden

Sekundarantikorper (gekoppelte Antikorper)

. Bestell- . ..
Bezeichnung | Kopplung nummer Hersteller Applikation | Verdinnung
a-Maus POD A2228 Sigma WB 1:3000

. . 1:2500-
a-Kaninchen POD A-6154 Sigma wB 1-4000
Jackson )
a-Maus Cy3 115-165-003 ImmunoResearch IF 1:200

IF: Immunfluoreszenz; POD: Peroxidase; WB: Western-Blot;

4.1.10 Zellkulturmedien und Zusatze

Alle folgenden Medien und Zusatze wurden von der Firma GIBCO (uber Invitrogen)
bezogen.

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) #41966

(mit 4,5 g/l Glukose, L-Glutamin und Natriumpyruvat)

FCS (fetal calf serum) #10270-106
(vor Verwendung 30 min bei 56°C inaktiviert)

Geneticin G-418 Sulfate #11811-031
L-Glutatmin (200 mM; 100x) #25030-081
NCS (newborn calf serum) #16010-159
(vor Verwendung 30 min bei 56°C inaktiviert)

PBS (phosphate buffered saline) #14190-094
(mit CaCl, und MgCly)

Penicillin-Streptomycin (PS, 10.000 U/ml) #15140
Trypsin 2,5% #15090

(vor Verwendung mit PBS auf 0,5% verdinnt)

Zeocin (Invitrogen) #R250-05

4.1.11 ZellkulturgefafRe und Plastikwaren

Sterile Einmalpipetten (5 ml (#4487), 10 ml (#4488) und 25 ml (#4489)) wurden von
der Firma Costar bezogen. Von der Firma Greiner wurden 15 ml Falcons (#188271),
50 ml Falcons (#227261), Hybridom-Schalen (#633160) und 48-Lochplatten
(#677180) verwendet. Die Zellschaber (#99003), 25 cm?’-Flaschen (#90025), 75 cm’-
Flaschen (#90075), 6-Lochplatten (#92406), 12-Lochplatten (#92412), 24-
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Lochplatten (#92424) und 96-Lochplatten (#92696) wurden von der Firma TPP und
die 175 cm*-Flaschen (#159910) von der Firma Nunc bezogen.

4.1.12 Zellen

Zell-Linien

NIH3T3 Murine Fibroblasten, ATCC CRL-1658
NIH3T3-ISRE-Luc Stabile und klonale, murine Fibroblasten, die das pTA-

ISRE-Luc  (Firefly)-Reportergen  zusammen  mit
pcDNAS3.1(Geneticin-Resistenz) enthalten
(Zimmermann et al., 2005).

NIH3T3-ISRE-LuctRenilla Stabile und klonale, murine Fibroblasten, die auf den
NIH3T3-ISRE-Luc-Zellen basieren und zusatzlich das
pRL-TK (Renilla-Luciferase)-Plasmid in Kombination
mit pcDNA3.1-Zeo (Zeocin-Resistenz) enthalten.

BIM Murine krisenimmortalisierte Fibroblasten (aus priméaren
BALB/c MEF generiert). Freundlicherweise von Prof.
Dr. Mirko Trilling zur Verfigung gestellt.

HEK293T humane Nierenzellen ATCC CRL-11268

HelLa humane Epithelzellen ATCC CCL-2

Alle Zell-Linien mit NIH3T3-Hintergrund wurden in Dulbecco's modified Eagle
medium (DMEM) mit 10% (v/v) neugeborenem Kalberserum (NCS) und 1%
Penicillin/Streptomycin gehalten. Die stabilen NIH3T3-ISRE-Luc-Transfektanten
wurden zusatzlich unter Geneticin-Selektion (G-418 Sulfate; 500 ug/ml) und die
NIH3T3-ISRE-Luc+Renilla-Transfektanten unter Geneticin- (500 pg/ml) sowie
Zeocin-Selektion (50 ug/ml) hergestellt und kultiviert.

BIM-, HelLa- und HEK293T-Zellen wurden in DMEM mit 10% (v/v) fétalem

Kalberserum (FCS) und 1% Penicillin/Streptomycin gehalten.

Primare Zellen
Primare MEF wurden aus BALB/c-, BALB/c IFN-g7/- und C57BL/6-Mause-
Embryonen nach (Brune et al., 2001a) hergestellt und in DMEM mit 10% (v/v)

fotalem Kalberserum (FCS) und 1% Penicillin/Streptomycin kultiviert.
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4.1.13 Viren

MW97.01 (C3X) Ein pSM3fr BAC-abgeleitetes MCMV, das auf dem Smith-
MCMV-Stamm basiert (Messerle et al., 1997) und in vifro sowie

in vivo wt-Eigenschaften aufweist (Wagner et al., 1999).

C3X repair Ein pSM3fr BAC-abgeleitetes MCMV, bei dem eine frameshift-
Mutation im MCK-2-ORF (m129) behoben wurde. Fuhrt in vivo
zu einer besseren Virus-Produktion

(Jordan et al., 2011).

Smith MCMV-Isolat, das erstmals 1954 beschrieben wurde (Smith,
1954).
MCMV Aie1 Ein pSM3fr BAC-abgeleitetes MCMV, bei dem das Exon 4 des

ie1-Gens deletiert wurde (Ghazal et al., 2005).

Freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Prof. Dr. Martin

Messerle, Hannover, Deutschland

MCMV Aje2 (= MCMV-GFP)

Ein pSM3fr BAC-abgeleitetes MCMV, bei dem der ie2-Lokus

durch die Sequenz des green fluorescent protein ersetzt wurde.

Freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Prof. Dr. Martin

Messerle, Hannover, Deutschland

4.1.14 Puffer und Losungen
AP-Puffer

10x (semi-dry)-Blot-Puffer

Bradford-Lésung

2x CaCl,
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100 mM Tris/HCI (pH 9,5)
100 mM NaCl

480 mM Tris
280 mM Glycin
20% (v/v) Methanol

8,5% (v/v) Phosphorsaure
4,715% (v/v) Ethanol

100 mg/l Coomassie Blue G-250
filtriert

500 mM CaCl,
1 mM Tris (pH 7,5)
0,1 mM EDTA (pH 7-8)

in der Speicheldrise
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Cytoplasmatischer Lysepuffer (pH 7,4)

2x HBS (pH 7,1)

LB (Luria Bertani)-Medium

10x Laemmli-SDS-PAGE-Laufpuffer

Maleinsaurepuffer

MCMV-Saccharose-VSB-Kissen (pH 7,8)

10x MEN (pH 7,0)
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10 mM KCI

20 mM HEPES

0,2% (v/v) NP40/IGEPAL
1 mM EDTA

10% (v/v) Glycerol

0,1 mM Na-Vanadat

0,1 mM PMSF
1mMDTT

Complete Protease Inhibitors

50 mM HEPES
280 mM NaCl
1,5 mM NayPOq4

1% (w/v) Bacto-Trypton
5% (w/v) Bacto-Yeast-Extrakt
1% (w/v) NaCl

252 mM Tris
1,92 mM Glycin
1% (w/v) SDS

100 mM Maleinsaure (pH 7,5)
150 mM NaCl

15% Saccharose
50 mM Tris/HCI
12 mM KCI
5mM EDTA

200 mM MOPS

50 mM Natriumacetat

10 mM EDTA

dunkel und bei 4°C lagern
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Methylcellulose (Schritt 1) 8,8 g Methylcellulose in 360 ml H,O
-> mit Ruhrfisch autoklavieren

bei 4°C U.N. rihren lassen

Methylcellulose (Schritt 2) vor Verwendung hinzuflgen:
40 ml 10x MEM
20 ml FCS
5 ml Penicillin/Streptomycin
5 ml L-Glutamin (200 mM)
20 ml NaHCO3 (55g/L)

Nukleoplasmatischer Lysepuffer (pH7,6) 420 mM KCI
20 mM HEPES
1 mM EDTA
20% (v/v) Glycerol
0,1 mM Na-Vanadat
0,1 mM PMSF
1mMDTT

Complete Protease Inhibitors

4x Proteinase K-Puffer (pH 8,0) 2% (wlv) SDS
40 mM Tris
20 mM EDTA
5x SDS-Probenpuffer 0,25 M Tril/HCI (pH 6,8)

25% (v/v) Glycerol
20% (w/v) SDS
0,5% (v/v) p-Mercaptoethanol

eine Spitze Bromphenolblau

20x SSC 3 M NacCl
0,3 M NaCitrat
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10x TBE 900 mM Tris
900 mM Borsaure
20 mM EDTA (pH 8,0)

6x TBE-Probenpuffer 10% (v/v) Glycerol
6x TBE

eine Spitze Bromphenolblau

10x TBST 0,1 M Tris/HCI (pH 8,0)
1,5 M NaCl
5% (v/v) Tween-20

4.1.15 Computer-Programme

Diese Arbeit wurde mit Microsoft Word verfasst und die Referenzen mit Hilfe des
Programmes Papers (Mekentosj) eingefuigt. Alle Abbildungen wurden mit Microsoft
PowerPoint bearbeitet und zusammengestellt. Die statistischen Auswertungen und
Diagramme wurden mit Microsoft Excel erstellt. Die Immunfluoreszenz-Bilder wurden
mit Hilfe der Software LUCIA (Laboratory Imaging) aufgenommen und mit dem
Programm Gimp bearbeitet. Die Luciferase-Messungen wurden mit dem Programm
Microwin 2000 (Berthold technologies) durchgefihrt und die DNA/RNA-
Konzentrationen mit der Software ND-1000 (Berthold Technologies) bestimmt. Die
intrinsischen Spleil3stellen-Starken wurden unter Verwendung des Hbond Score-
(http://www.uni-duesseldorf.de/rna/html/hbond_score.php) oder des MaxEntScan-
Algorithmus (http://genes.mit.edu/burgelab/maxent/Xmaxentscan_scoreseq_acc.
html) (Yeo and Burge, 2004) berechnet und putative ESE-Motive mit Hilfe des
Programmes ESEfinder 3.0 (http://rulai.cshl.edu/cgi-bin/tools/ESE3/esefinder.cgi?
process=home) (Cartegni et al., 2003; Smith et al., 2006) vorhergesagt. Die putativen
Phosphorylierungs- bzw. Sumoylierungsstellen wurde unter Verwendung der online
zur Verfigung stehenden Algorithmen NetPhos 2.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/) (Blom et al., 1999) bzw. SUMOplot™
(http://www.abgent.com/sumoplot/) vorhergesagt. Die Sequenzen-Alignments
wurden mit Hilfe des Basic Local Alignment Search Tool

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov) erstellt.
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4.2 Methoden

4.2.1 Arbeiten mit E.coli

4.2.1.1 Herstellung chemisch-kompetenter E.coli fiir die Transformationen von
Plasmiden

Fur die Generierung kompetenter E.colis wurden 3 ml LB-Medium mit dem jeweiligen
E .coli-Stamm angeimpft und Uber Nacht auf einem Schittler bei 37°C inkubiert. Am
nachsten Tag wurden 100 ml LB-Medium mit 1 ml der Ubernachtkultur angeimpft und
bei 37°C bis zu einer Dichte von ODggg 0,4-0,5 geschiuttelt. Die folgenden Schritte
erfolgten auf Eis. Nach der Uberfiihrung der Kultur in 50 ml Falcons wurden diese fiir
10 min bei 3200 g (4000 rpm 5810R, Eppendorf) und 4°C zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und die Pellets in 50 ml 0,1 M MgCl, (4°C) vereint und
resuspendiert. AnschlieRend erfolgte erneut eine Zentrifugation fur 10 min bei 3200 g
und 4°C, woraufhin der Uberstand verworfen und das Pellet in 50 ml 0,05 M CaCl,
(4°C) resuspendiert wurde. Nach der abschliellienden Zentrifugation (10 min, 3200 g,
4°C) wurde der Uberstand erneut verworfen und das Pellet in 2 ml 0,05 M CaCly/
15 % (v/v) Glycerol (4°C) resuspendiert und fur 20 min auf Eis inkubiert. 50 l

Aliquots wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

4.2.1.2 Herstellung elektro-kompetenter E.coli fiir die BAC-Mutagenese

Fir die Arabinose-induzierte BAC-Rekombination wurden 3 ml LB-Medium mit E.coli
Bakterien (Stamm DH10B) angeimpft, die bereits den wt-MCMV-BAC und pkD46
enthielten und G.N. bei 30°C geschittelt. Am nachsten Tag wurden 100 ml LB-
Medium mit 1 ml Ubernachtkultur angeimpft und die Kultur bei 30°C bis zu einer
Dichte von ODeggp 0,1-0,15 geschuttelt. Im Anschluss wurde die Rekombinase-
Aktivitat durch Zugabe von 1 ml 10% (w/v) Arabinose (frisch angesetzt in ddH,0)
induziert und die Kultur bei 30°C bis zum Erreichen von einer ODygp 0,25-0,3 weiter
geschittelt. Die Inkubationszeit sollte hierbei 35 min nicht Uberschreiten. Darauthin
wurde die Kultur in 50 ml Falcons Uberfuhrt und fir 10 min bei 3200 g (4000 rpm
5810R, Eppendorf) und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die
Pellets in 50 ml 10% (v/v) Glycerol/H,O (4°C) vereint und resuspendiert. Die
Bakterien wurden erneut pelletiert (10 min, 3200 g, 4°C), der Uberstand verworfen
und das Pellet in 50 ml 10% (v/v) Glycerol/H,O (4°C) resuspendiert. Nach der
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abschlieBenden Zentrifugation (10 min, 3200 g, 4°C) wurde der Uberstand erneut
verworfen, das Pellet in 0,5-1 ml 10% (v/v) Glycerol/H,O (4°C) (ca. 300 ul pro 0,1
End-OD4g0) aufgenommen und fur 20 min auf Eis inkubiert. Die Bakterien wurden in

50 pl-Aliquots in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

Alternativ. wurden 150 ml LB-Medium mit 3 ml Ubernachtkultur (E.coli Stamm
GS1873 enthalt Homingendonuklease [-Scel Arabinose im Genom und C3X-repair)
angeimpft und bei 30°C bis zur einer ODgyp 0,5-0,7 geschittelt. Um die
Rekombinase-Expression zu induzieren, wurden die Bakterien fur 15 min bei 42°C im
Wasserbad geschuttelt und im Anschluss fur 20 min auf Eis inkubiert. Daraufhin
erfolgte eine Zentrifugation fir 5 min bei 3200 g (4000 rpm 5810R, Eppendorf) und
4°C. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 50 ml 10% (v/v) Glycerol/H,0O
(4°C) resuspendiert. Die Zentrifugation (5 min, 3200 g, 4°C) und die Resuspension
des Pellets in 50 ml 10% (v/v) Glycerol/H,O (4°C) wurden weitere zwei mal
wiederholt und das Pellet abschlieRend in 1,5 ml 10% (v/v) Glycerol/H,O (4°C)
aufgenommen. Nach der Aliquotierung der Bakterien (50 pl) wurden diese In

flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

4.2.1.3 Transformation von chemisch-kompetenten E.coli

Fur die Transformation von DNA in chemisch-kompetente E.coli wurden die
kompetenten Bakterien auf Eis aufgetaut und die zu transformierende DNA zugefugt.
Nach ca. 30-minatiger Inkubation auf Eis wurde ein Hitzeschock fur 1 min bei 42°C
durchgefuhrt. Im Anschluss wurden die Bakterien mit 1 ml LB-Medium versetzt und
fur 30-60 min bei 37°C geschuttelt. Abschlielfend wurden die Bakterien auf LB-Agar-
Platten mit dem entsprechenden Antibiotikum ausgestrichen und U.N. bei 37°C
inkubiert.

4.2 1.4 Transformation elektro-kompetenter E.coli

Um elektro-kompetente E.coli zu transformieren, wurden die Bakterien auf Eis
aufgetaut, mit der zu transformierenden DNA versetzt und in eine
Elektroporationskuvette (0,2 cm, Bio-Rad) Uberfihrt. Die Transformation erfolgte mit
Hilfe eines Elektroporators (Genepulser Il, Bio-Rad) unter Verwendung der
Standardparameter fur prokaryotische Zellen (2500 V, 200 Q, 25 pF). Daraufhin
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wurde 1 ml LB-Medium zu den Bakterien hinzugefigt und diese fur 30-60 min bei
30°C (Temperatur-sensitiver Origin z.B. in pKD46) oder bei 37°C geschittelt.
AbschlieRend erfolgte die Ausplattierung auf LB-Agar-Platten mit dem

entsprechenden Antibiotikum und eine Inkubation bei 30°C oder 37°C lUber Nacht.

4.2.1.5 Herstellung von Glycerin-Dauerkulturen

Um generierte E.coli-Klone langfristig aufbewahren zu kénnen, wurden Glycerin-
Dauerkulturen erstellt. Dazu wurde eine Ubernachtkultur des jeweiligen E.coli-Klons
in LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum angezogen. Am folgenden Tag
wurde die Ubernachtkultur im Verhéltnis 1:1 mit autoklaviertem Glycerin gemischt

und bei -80°C eingefroren.

4.2.2 Arbeiten mit eukaryotischen Zellen

4.2.2.1 Zellkultur

Fur die Kultivierung von Zellen wurde ausschlieRlich unter sterilen Bedingungen
gearbeitet, um Kontaminationen zu vermeiden. Die Zellen wurden in einem Inkubator
mit 5% CO, , 80% Luftfeuchtigkeit und 37°C kultiviert. Zudem wurde im Institut eine
raumliche Trennung zwischen infizierter und nicht-infizierter Zellkultur eingehalten.
Die Zellen wurden im entsprechenden DMEM-Kulturmedium (siehe Abschnitt 4.1.12)
gehalten. Zum Umsetzen adharenter Zellen wurde das Kulturmedium entfernt und
die Zellen einmal mit PBS (37°C) gespllt und dieses wieder enthommen. Daraufhin
wurden die Zellen mit 0,5%-Trypsin (in PBS) behandelt und die Lésung wieder
entfernt. Die Trypsin-behandelten Zellen wurden bei 37°C inkubiert bis eine sichtbare
Ablésung der Zellen von der Zellkulturflasche erfolgte. AnschlieRend wurde die
Trypsin-Wirkung durch Zugabe von frischem Kulturmedium (37°C) gestoppt und die
Zellen entsprechend dem jeweiligen Umsetzschema (abhé&ngig von der Teilungsrate
der Zellen und GroéRe der Zellkulturflasche; meist 1:3 bis 1:8) in ein neues

Zellkulturgefal’ transferiert.

4.2.2.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen
Um eine langfristige Erhaltung von Zellen zu gewahrleisten, wurden diese in

flissigem Stickstoff gelagert. Dazu wurde das Kulturmedium entfernt und der
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Zellrasen einmal mit PBS gewaschen. Danach wurden die Zellen mit 0,5%-Trypsin
(in PBS) behandelt, bis sich diese vom Boden der Zellkulturflasche ablésten. Die
Zellen wurden mit frischen Kulturmedium resuspendiert und in ein 15 ml Falcon
Uberfuhrt. Nach einer Zentrifugation fir 3 min bei 330 g (1200 rpm, Allegra X-15R,
Beckman-Coulter) und RT wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 1 ml
Einfriermedium (50% (v/v) FCS/NCS; 40% (v/v) Kulturmedium und 10% (v/v) DMSO)
resuspendiert. Die 1 ml Zellsuspension wurde in Cryoréhrchen (Nunc Uber Renner)
Uberfihrt und diese zunachst langsam (-1°C/h) in Cryo-Einfrierbehaltern
(Qualifreeze, Qualilab) bei -80°C eingefroren, worauf sich die Lagerung in flissigem

Stickstoff anschloss.

Um Zellen aufzutauen wurden die Cryoréhrchen kurz bei 37°C im Wasserbad
inkubiert und die Zellen nach der Uberfilhrung in ein 15 ml Falcon in 10 ml
Kulturmedium aufgenommen. Um das Einfriermedium zu entfernen, wurden die
Zellen fur 3 min bei 330 g (1200 rpm, Allegra X-15R, Beckman-Coulter) und RT
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde in frischem

Kulturmedium resuspendiert und in ein Zellkulturgefal’ transferiert.

4.2.2.3 Herstellung von primaren murinen embryonalen Fibroblasten (MEF)

Fur die Praparation von primaren MEFs wurden 4-6 schwangere Mause (Tag 16/17)
nach zervikaler Dislokation (Genickbruch) vollstdndig in einer Schale mit 70% (v/v)
Ethanol desinfiziert. Die nachfolgenden Arbeiten erfolgten unter sterilen
Bedingungen. Um die Embryonen entnehmen zu kénnen, wurde die Bauchdecke der
Maus mit einer Schere aufgeschnitten. Die Embryonen wurden nach der Entfernung
der inneren Organe in PBS gespilt und anschliel3end in eine 10 cm Zellkulturschale
mit 0,5 bis 1 ml PBS uberfihrt. Dort wurden sie mit Hilfe einer gebogenen Schere
zerkleinert. Je feiner die Gewebestiickchen dieser Suspension waren, desto hdher
war die Ausbeute an MEFs. Die Gewebe-Suspension wurde mit einer 25 ml Pipette
in ein 50 ml Falcon uberfuhrt, wobei mehrfach mit PBS nachgespilt wurde, um
moglichst alle Gewebestickchen zu transferieren. Anschlielend wurde die
Gewebesuspension im Falcon mit PBS auf 50 ml aufgefullt. Um die
Gewebestlickchen von den Erythrozyten zu trennen, wurde die Suspension fur ca. 5
min bei Raumtemperatur (RT) stehen gelassen, um eine Sedimentation der
Gewebestiickchen zu erzielen. Der Uberstand (enthalt die Erythrozyten) wurde
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entfernt und das Falcon mit den verbliebenen Gewebestickchen erneut mit PBS auf
50 ml aufgeflllt. Dieser Waschschritt wurde so lange wiederholt, bis sich der PBS-
Uberstand nicht mehr rot farbte.

Im nachsten Schritt wurden die Gewebestuckchen in einer ca. 0,7%-Trypsin-Lésung
in einen Erlenmeyer-Kolben mit Glasperlen und Rihrfisch tberfihrt, um die Zellen
aus dem Gewebe-Verbund zu lésen. Hierbei sollte das Zellstiickchen/Trypsin-
Gesamtvolumen gerade so grol3 sein, dass die Glasperlen bedeckt sind. Die
Suspension wurde fur 30 min bei 37°C geruhrt, worauf sich die Zugabe von 5 ml
2,5%-Trypsin-Lésung und 50 pl DNAse | (10 mg/ml) anschloss. Nach einer erneuten
Inkubation von 30 min bei 37°C (unter Ruhren) wurde die Zell-Suspension mit einer
25 ml Pipette in ein 50 ml Falcon Uberfuhrt. Um den Verlust an Zellen so gering wie
maoglich zu halten, wurden die Glasperlen mehrfach mit PBS gespult. Alle dadurch
erhaltenen Zellsuspensionen wurden vereinigt und anschlieend bei 150 g (800 rpm
Allegra X-15R, Beckman-Coulter) fiir 10 min bei RT zentrifugiert. Der Uberstand
wurde vorsichtig abgenommen und verworfen und das Zellpellet in wenig
Zellkulturmedium (DMEM, 10% (v/v) FCS, 1% (v/v) Penicillin/Streptomycin)
moglichst gut resuspendiert. Nach dem Resuspendieren wurde das Falcon mit
Kulturmedium auf 50 ml aufgefillt und dieses bei RT stehen gelassen, um eine
Sedimentation der groRen Zellaggregate zu erzielen. Die Zellsuspension (Uberstand)
wurde in ein frisches Zellkulturgefald Gberfihrt. Um die Ausbeute zu erhéhen, wurden
die zuruckgebliebenen Zell-Aggregate erneut mit wenig Kulturmedium resuspendiert
und daraufhin mit Medium auf 50 ml aufgefullt. Nach der Sedimentation der grofRen
Zellaggregate wurde die Zellsuspension mit der ersten Zellsuspension vereint. Dieser
Vorgang wurde so lange wiederholt, bis der Uberstand nach dem Absinken der
Zellaggregate nicht mehr trib war. Die vereinigten Zellsuspensionen wurden in
Zellkultur-Flaschen verteilt, wobei aus 10 Embryonen im optimalen Fall 4 bis 5 T175-
Flaschen (175 cm?) gewonnen werden konnten.

Um eine effiziente Inaktivierung des Trypsins zu gewahrleisten, wurde zu jeder T175-
Flasche (mit Zellsuspension) 80 bis 100 ml Kulturmedium zugegeben. 4 bis 6 h nach
dem Auslegen der MEFs wurde das vorhandene Kulturmedium abgenommen und
durch 25 ml frisches Medium je T175-Flasche ersetzt. Hierbei wurde zuvor das
Absetzen und die Adhdrenz der MEFs im Mikroskop kontrolliert und sichergestelit.
Diese gewonnenen MEFs wurden als Passage 0 definiert. Die Passage 0-MEFs

wurden 1:4 bis 1:5 umgesetzt (Passage 1) und abschlieRend in entsprechenden
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Aliquots (25 cm?, 75 cm? und 175 cm?) in fliissigem Stickstoff eingefroren (siehe
Abschnitt 4.3.2.2). Fur die Experimente wurde die MEFs optimalerweise in Passage
3 verwendet. Dazu wurden die P1-MEFs aufgetaut (siehe Abschnitt 4.2.2.2) und
durch Umsetzen im Verhaltnis 1:2 oder 1:3 bis zur Passage 3 kultiviert und

expandiert.

4.2.2.4 Transfektion von eukaryotischen Zellen

Fur die Transfektion wurden die Zellen am Vortag ausgelegt und am nachsten Tag
bei einer Konfluenz von ca. 80% transfiziert. Die Transfektion erfolgte unter
Verwendung des Superfect Transfection Reagent (Qiagen) nach Angaben des
Herstellers.

Die HEK293T-Zellen wurden alternativ mit der Calcium-Phosphat-Methode nach
folgendem Protokoll transfiziert: Fur die Transfektion von 3 Wells einer 48-Lochplatte
(ca. 3x10° Zellen) wurden 1,5 ug DNA mit ddH,O auf 50 pl aufgefullt und mit 7,5 pl
2x CaCly und 50 pl 2x HBS versetzt. Der Ansatz wurde durch Vortexen gut gemischt
und far 30 bis 60 min bei RT inkubiert. AnschlieRend wurde das vorhandene
Kulturmedium der Zellen entfernt und durch 250 pul frisches Medium pro Well ersetzt.
AbschlielRend erfolgte die Zugabe von 35 pl Transfektionsansatz pro Well und die
Inkubation der Zellen bei 37°C, 5% CO» und 80% Luftfeuchtigkeit.

4.2.2.5 Generierung von klonalen, stabilen Transfektanten

Fur die Herstellung von stabilen Transfektanten wurden 5x10° bis 2x10° Zellen
angelegt. Am darauffolgenden Tag wurden die Zellen mit Hilfe des Superfect
Transfection Reagent (Qiagen) und nach den Angaben des Herstellers mit dem
jeweiligen Expressionsplasmid transfiziert. Falls das Expressionsplasmid keine
Antibiotika-Resistenzkassette aufwies, wurde es zusammen mit einem Vektor, der
eine Resistenzkassette enthélt, kotransfiziert. Dies erfolgte beispielsweise bei der
Generierung der NIH3T3-ISRE-Luc+Renilla-Zellen. Der Renilla-Expressionsvektor
(pRL-TK) verfugt Uber keine Resistenzkassette. Deshalb wurde der Renilla-Vektor
zusammen mit dem Plasmid pcDNA3.1-Zeo (enthadlt Zeocin-Resistenzkassette)
transfiziert. Um die transfizierten Zellen zu vereinzeln, wurden sie am nachsten Tag
in eine Hybridom-Schale umgesetzt (sieche Abschnitt 4.2.2.1) und in

Selektionsmedium (Kulturmedium mit Antibiotikum, in diesem Fall Geneticin (500
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pg/ml) und Zeocin (50 pg/ml) gehalten. Wachsende Zellklone wurden gepickt und
unter Selektionsmedium expandiert. Die wachsenden Zellklone wurden im Fall der
NIH3T3-ISRE-Luc+Renilla-Zellen mit Hilfe einer Dual-Luciferase-Messung
hinsichtlich der Firefly- sowie der Renilla-Luciferase-Expression getestet und doppelt-
positive Zellklone weiter expandiert. Von diesen stabilen Transfektanten wurden
mehrere Aliquots eingefroren und in flissigem Stickstoff gelagert (siehe Abschnitt
4222)

4.2.2.6 Inhibition der zellularen Translation

Fur Halbwertszeit-Analysen wurde die de novo Synthese von Proteinen gehemmt.
Daflur wurden die Zellen mit dem Translationshemmer Cycloheximid (CHX, 50 pg/ml)
behandelt. Um eine gleichmaRige Inhibition zu gewahrleisten, wurden die Zellen
zundchst einmal mit CHX-haltigem Medium gewaschen und anschlielfend mit

neuem, CHX-haltigem Medium inkubiert.

4.2.3 Virologische Arbeiten

4.2.3.1 Herstellung von rekombinanten MCMV-Mutanten

Die Generierung der MCMV-Mutanten erfolgte mit Hilfe von homologer
Rekombination linearer PCR-Produkte in den wt-MCMV-BAC MW97.01 (Wagner et
al., 1999) (AM28- und AM45-Mutante) oder den wt-MCMV-BAC C3X repair (Jordan
etal., 2011) (IE3-HA- und AIE-611-Mutante). Das lineare DNA-Fragment wurde unter
Verwendung des pFRT2-Kana-Plasmids als Template fur die Kanamycin-
Resistenzkassette hergestellt. Die Mutagenese-Primer enthielten Bindungsstellen fur
die Amplifikation der Kanamycin-Kassette und zusatzlich je eine ca. 60 bp
umfassende Sequenz, die homolog zu den flankierenden Enden der zu
deletierenden Region des MCMV-Genoms ist. Um ein MCMV-Genprodukt mit einem
HA-Epitop zu markieren, wurde ein Mutagenese-Primer verwendet, der zusatzlich zu
den Bindestellen fur die Amplifikation der Kanamycin-Kassette und den homologen
Bereichen, eine HA-Epitop-Sequenz enthielt. Nach der Generierung des linearen
DNA-Fragments wurde dieses in elektrokompetente E.coli transformiert (DH10B mit
MCMV-BAC und pKD46 oder GS1783 mit C3X repair; siehe Abschnitt 4.2.1.2 und
421.4). Aufgrund der homologen Bereiche wurde die Rekombination mit

spezifischen Sequenzen ermdéglicht, wodurch die zu deletierende Genomregion
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durch die Kanamycin-Resistenzkassette ersetzt wurde. Die Antibiotika-Resistenz
erleichterte die anschlielende Selektion auf Bakterienkolonien, die das gewilinschte
Gen deletiert haben. Die Entfernung der Resistenzkassette (die von zwel frt-sifes
flankiert wird) aus dem mutierten MCMV-Genom wurde durch die nachfolgende
Transformation des pCP20-Plasmides (Cherepanov and Wackernagel, 1995)
erreicht. pCP20 kodiert fir die FLP-Rekombinase, welche die Resistenzkassette
mittels homologer Rekombination der beiden frt-sites entfernt. Durch diesen Vorgang
wird die erneute Mutagenese eines bereits mutierten MCMV-Genoms mdéglich, was

die Generierung von Doppel- oder Reinsertionsmutanten vereinfacht.

4.2.3.2 Herstellung eines gereinigten MCMV-Stocks

Fur die Generierung eines gereinigten MCMV-Stocks wurde zunachst ein "Vor-Stock®
hergestellt, indem eine T75-Zellkulturflasche mit MEFs (Passage 3) oder BIM-Zellen
mit MCMV infiziert wurde. Sobald diese Zellen durchinfiziert waren, wurden mit dem
"Vor-Stock® 20 T175-Zellkulturflaschen mit MEFs (Passage 3) oder BIM-Zellen
infiziert. 6 bis 9 Tage nach der Infektion wurde die Medium/Zellsuspension in 500 ml-
Zentrifugenbecher uberfuhrt und fur 10 min bei 5000 g (6000 rpm, J2-21, Beckman)
und 10°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in 250 ml Zentrifugenbecher transferiert
und das Pellet (Zellreste) verworfen. Daraufhin wurde der Uberstand fir 3 h mit
20.000 g (13.000 rpm, J2-21, Beckman) und 10°C zentrifugiert, um die MCMV-
Virionen zu pelletieren. Nach dem AbgieRen des Uberstands wurde das Pellet in 15
ml Zellkulturmedium aufgenommen. Anschlielend wurde die Virus-Suspension U.N.
auf Eis (im Kuhlraum) inkubiert. Am folgenden Tag wurde die Virus-Suspension
resuspendiert, mit Hilfe eines sterilen und gekihlten Douncers (Wheaton)
homogenisiert und vorsichtig auf ein Saccharosekissen (15% Saccharose/VSB)
pipettiert. Daraufhin erfolgte eine Zentrifugation fir 1 h bei 60.000 g (20.000 rpm
OpitmalL-70K, Beckman) und 10°C. Nach der Ultrazentrifugation wurde der
Uberstand vorsichtig abgegossen und das Virus-Pellet in 2 bis 3 ml 15%
Saccharose/VSB U.N. auf Eis (im Kuhlraum) inkubiert. Am n&chsten Tag wurden die
Viren resuspendiert, mit Hilfe eines Douncers (steril, gekihlt) homogenisiert und
Aliquots (20 bis 50 pl) bei -80°C eingefroren.
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4.2.3.3 Herstellung eines ungereinigten MCMV-Stocks

Fur die Herstellung von ungereinigten Virus-Praparationen wurden entweder 3 T175-
Zellkulturflaschen oder sechs 6-Lochplatten mit am Tag zuvor ausgelegten BIM-
Zellen mit MCMV infiziert. Die Nutzung von 6-Lochplatten ermdglicht die Verstarkung
der Virus-Infektiositat durch das sogenannte centrifugal enhancement (siehe
Abschnitt 4.2.3.4), was insbesondere bei schlecht wachsenden Virus-Mutanten zu
hoheren Ausbeuten fihrt. Sobald die Zellen durchinfiziert waren, wurde die
Medium/Zellsuspension in 50 ml Falcons Uberfuhrt und fir 5 min bei 3700 g (4000
rom Allegra X-15R, Beckman-Coulter) und RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde in
frische 50 ml Falcons uberfuhrt. Das Pellet wurde in 10 ml Zellkulturmedium
resuspendiert und mit einem Douncer (steril, gekihlt) homogenisiert, worauf sich
eine erneute Zentrifugation fur 5 min bei 3700 g (4000 rpm Allegra X-15R, Beckman-
Coulter) und RT anschloss. Dieser Uberstand wurde mit dem ersten Uberstand

vereint und in Aliquots (0,5 bis 2 ml) bei -80°C eingefroren.

4.2.3.4 Infektionen mit MCMV

Alle Infektionsexperimente wurden mit permissiven Zellen durchgefuhrt. Dabei wurde
das berechnete Virus-Volumen (entsprechend der gewlnschten MOI) mit
Zellkulturmedium verdannt, gut gemischt und auf die Zellen gegeben. Alle
Infektionen mit MCMV wurden durch das sogenannte cenftrifugal enhancement
verstarkt, indem die frisch infizierten Zellkulturgeféale in einer Plattenzentrifuge
jeweils zweil mal fur 15 min bei 900 g (2000 rpm, Allegra X-15R, Beckman-Coulter)
bei RT zentrifugiert wurden. Durch die Zentrifugation wird die Infektiositat um das 10-
bis 100-fache erhdht (Osborn and Walker, 1968). Die Titer-Bestimmung von Virus-
Stocks oder von Replikationsanalysen erfolgte ebenfalls mit centrifugal
enhancement. Die infizierten Zellen wurden bei 37°C, 5% CO,; und 80%

Luftfeuchtigkeit inkubiert.

4.2.3.5 Replikationsanalysen

Fur Wachstumsanalysen wurden permissive Zellen einen Tag vor der Infektion in 6-
Lochplatten ausgelegt. Fur die Infektion wurde das berechnete Virus-Volumen
(abhangig von der MOI) mit Zellkulturmedium verdunnt und auf die Zellen gegeben.
Die Infektion wurde durch centrifugal enhancement verstarkt. Zu den angegebenen

Zeitpunkten wurde jeweils eine gesamtes 6-Lochplatte (d.h. Zellen mit Uberstand)
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bei -80°C eingefroren. Nachdem Abschluss des Experiments wurde alle Virus-Zell-
Suspensionen gemeinsam aufgetaut und jede Bedingung (Virus(mutante) pro

Zeitpunkt) in Triplikaten titriert.

4.2 3.6 Titrationen

Fur die Bestimmung des Virus-Titers eines Stocks oder einer Virus-Zell-Suspension
wurden Passage 3-MEFs oder BIM-Zellen in 48-Lochplatten angelegt. Am nachsten
Tag wurden die Zellen mit Hilfe einer sequenziellen 1:10 Verdlinnungsreihe der zu
titrierenden Virussuspension infiziert, wobei die Infektion mittels centrifugal
enhancement verstarkt wurde. Die Titration erfolgte dabei immer in Triplikaten. Ca. 2
h nach der Zentrifugation wurde das Medium der infizierten Zellen abgenommen und
diese mit viskosem Methylcellulose-enthaltenden Medium Uberschichtet, um
Infektionen tiber den Uberstand zu verhindern und somit nur die Virus-Ausbreitung
von Zelle zu Zelle zu erlauben. 3-4 Tage nach der Infektion wurden die Anzahl der

Plagues mikroskopisch bestimmt und auf PFU/ml zuriickgerechnet.

4.2.3.7 UV-inaktivierung von MCMV

Um nicht-infektidse und nicht-replikationskompetente MCMV-Partikel zu erhalten,
wurde das Virus-Volumen (abhangig von der MOI) in 1 ml Zellkulturmedium verdiannt
und durch eine Behandlung mit UV-Licht (Crosslinker CL-1000, UVP; 750 mJ/cm?,
254 nm, ca. 15 cm Abstand von der Lichtquelle) inaktiviert. Im Anschluss wurden die
UV-inaktivierten Virus-Partikel in ein Falcon uberfuhrt und mit Kulturmedium auf das
bendtigte Gesamtvolumen aufgeflllt. Die Infektion erfolgte wie in Abschnitt 4.2.3.4

erlautert.

4.2.3.8 Exklusive Expression von viralen ie-Genen

Um Infektionsstudien unter selektiven immediate-early-Bedingungen durchzufiihren,
wurden permissive Zellen in Anwesenheit von 100 pg/ml Cycloheximid (CHX)
infiziert. CHX ist ein reversibler Translationsinhibitor, der in infizierten Zellen dazu
fuhrt, dass zwar viele ie-Transkripte hergestellt, diese aber aufgrund der Hemmung
nicht translatiert werden. Somit kdnnen keine |E-Proteine, die zur Transaktivierung
der early-Genexpression bendtigt werden, generiert werden. Nach 3 h CHX-
Behandlung wurde das CHX-haltige Medium entfernt, die Zellen 2 mal mit 5 ug/ml

Actinomycin D (Act D)-haltigem Medium gewaschen und anschlieRend fur weitere 4
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h in Act D-enthaltendem Medium inkubiert. Die Behandlung mit Actinomycin D
hemmt die Transkription, so dass nur die bereits vorhandenen ie-Transkripte

translatiert werden kénnen, wahrend die Transkription der early-Gene inhibiert wird.

4.2.3.9 Herstellung von MCMV-Immunserum

BALB/c oder C57BL/6-Mause wurden mit wt-MCMV (2)(106 PFU pro Maus, Titer-
Bestimmung mit centrifugal enhancement) intraperitoneal infiziert. 6 Wochen nach
der Infektion wurde mittels Herzpunktion Blut enthommen und Serum prapariert. Das
Serum enthalt Antikérper gegen MCMV-spezifische Epitope und wurde

beispielsweise in Immunoblot Analysen zur Detektion von MCMV-Proteinen genutzt.

4.2.3.10 Proteinase K-Verdau

Um aus einem Virus-Stock oder von Virus-infizierten Zellen Gesamt-DNA zu
isolieren, wurde ein Proteinase K-Verdau durchgefuhrt.

Im Fall von Virus-infizierten Zellen (ca. 1x10° Zellen) wurden diese mit einem
Zellschaber abgekratzt und die Virus-Zell-Suspension in ein 15 ml Falcon Uberfuhrt.
Nach einer Zentrifugation fur 3 min bei 300 g (1200 rpm, 5810R Eppendorf) und RT
wurde der Uberstand verworfen, wahrend das Pellet in 1 ml PBS aufgenommen und
in ein 1,5 ml Reaktionsgefal} Uberfuhrt wurde. Nach einer erneuten Zentrifugation fur
1 min bei 3300 g (6000 rpm, 5415D, Eppendorf) und RT wurde das PBS entfernt und

das Pellet fur den folgenden Proteinase K-Verdau verwendet.

Pipettierschema Virus-infizierte Zellen: Pipettierschema Virus-Stock:
1x Proteinase K Puffer 190 pl 4x Proteinase K Puffer 50 pl
Proteinase K (10 mg/ml) 10 pl Proteinase K(10 mg/ml) 10 pl
Virus/Zellpellet Virus-Stock 100 pl
200 pl ddH,O 40 pl
200 pl

Der Ansatz wurde U.N. bei 56°C inkubiert. Am n&chsten Tag wurden 200 pl
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) zu der Probe zugegeben und durch
Invertieren gemischt. Im Anschluss wurde fur 3 min bei 18.000 g (13.000 rpm,

5417R, Eppendorf) zentrifugiert, die obere Phase vorsichtig abgenommen und in ein
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frisches 1,5 ml Reaktionsgefal? uUberfuhrt. Diese Extraktion wurde mehrfach
wiederholt bis die Interphase nicht mehr zu erkennen war. Daraufhin wurde die obere
Phase mit 1 Volumen Isopropanol gemischt und die DNA bei 18.000 g (13.000 rpm,
5417R, Eppendorf) und 4°C fur 30 min gefallt. Danach wurde die DNA durch Zugabe
von 100 pl 70% (v/v) Ethanol und einer Zentrifugation fir 10 min bei 18.000 g
(13.000 rpm, 5417R, Eppendorf) und 4°C gewaschen und in 10 pl ddH,O

aufgenommen.

4.2.4 Molekularbiologische Arbeiten

Alle im Folgenden nicht ndher beschriebenen allgemeinen molekularbiologischen
Methoden, wie z.B. Restriktionsverdau, DNA-Ligation und Farbung von Agarose-
Gelen mittels Ethidiumbromid, wurden nach (Sambrook et al., 1989; Sambrook and

Russell, 2001) oder nach den Angaben der Hersteller durchgefuhrt.

4.2.4.1 Isolierung von Plasmid-DNA

Die Praparation von Plasmid-DNA erfolgte mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit oder
dem Plasmid Midi Kit (beide Qiagen) nach den Angaben des Herstellers. Die
Arbeiten mit Plasmid-DNA wurden nach Standard-Protokollen durchgefthrt.

4.2.4.2 Isolierung von Bacmid-DNA

Bei Arbeiten mit Bacmid-DNA kann diese aufgrund ihrer Grélke durch mechanische
Belastung geschert werden. Um eine mechanische Scherung zu vermeiden, wurden
alle Arbeiten mit abgeschnittenen Pipettenspitzen durchgefihrt und auf ein Mischen
durch Vortexen verzichtet.

Fir die Minipraparation von Bacmid-DNA wurden 10 ml einer Ubernachtkultur
(mindestens 16 h geschittelt) in ein Falcon Uberfuhrt und fir 10 min bei 3200 g
(4000 rpm, 5810R, Eppendorf) und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und das Pellet in 200 pl Puffer P1 (50 mM Tris/HCI, pH 8; 10 mM EDTA; 100 pg/ml
RNase A) resuspendiert und in ein 2 ml Reaktionsgefaly Uberfuhrt. Die Zellen wurden
in 300 pl Puffer P2 (0,2 M NaOH; 1% (w/v) SDS) durch Invertieren des
Reaktionsgefalies lysiert. Nach 5-mindtiger Inkubationszeit bei RT wurden 300 pl
Puffer P3 (3 M K-Acetat, pH 4,6) zugefugt, durch Invertieren gemischt und erneut fur

5 min bei RT inkubiert. Um die genomische DNA und die denaturierten Proteine zu
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pelletieren, erfolgte eine Zentrifugation fur 10 min bei 16.000 g (13.000 rpm, 54135D,
Eppendorf) und RT. Der Uberstand, der die Bacmid-DNA enthélt, wurde vorsichtig
abgenommen und in ein frisches 2,0 ml Reaktionsgefal? tberfuhrt. Im Anschluss
wurde 1 ml Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) zugegeben und durch
Invertieren gemischt. Daraufhin wurde fir 3 min bei 16.000 g (13.000 rpm, 5413D,
Eppendorf) zentrifugiert, die obere Phase vorsichtig abgenommen und erneut
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) zugegeben. Die Extraktion wurde dabei
so lange wiederholt bis die Interphase nicht mehr zu erkennen war. Daraufhin wurde
die Bacmid-DNA mit 1 Volumen Isopropanol gemischt und fur 30 min bei 18.000 g
(13.000 rpm, 5417R, Eppendorf) und 4°C gefallt. Im Anschluss wurde die Bacmid-
DNA durch Zugabe von 1 ml 70% (v/v) Ethanol und einer folgenden Zentrifugation fur
10 min bei 18.000 g (13.000 rpm, 5417R, Eppendorf) und 4°C gewaschen.
Abschlieiend wurde die BAC-DNA in 30 bis 100 pl ddH»O aufgenommen.

BAC-Minipraparation wurde hergestellt, um E.coli-Kolonien hinsichtlich einer
erfolgreichen homologen Rekombination zu Uberprifen. Flr die Praparation von
gréReren Mengen an Bacmid-DNA (z.B. fur die Rekonstitution der MCMV-Mutanten)
wurde das Nucleobond AX100 Kit (Macherey-Nagel) verwendet und nach den

Angaben des Herstellers vorgegangen.

4.2.4.3 Arbeiten mit RNA

Fur die Arbeiten mit RNA wurden ausschlieBlich RNAse-freie Losungen eingesetzt,
um eine RNA-Degradation zu vermeiden. Gesamt-RNA wurden aus ca. 2-4x1 0°-
Zellen pro Probe und unter Verwendung des RNease Mini Kits (Qiagen) prapariert.

Zuvor wurden die Zellen mit Hilfe des QiaShredder-Kits (Qiagen) aufgebrochen.

4.2 .4 4 Semi-quantitative RT-PCR

Fur die semi-quantitative Analyse von Transkripten aus Gesamt-RNA wurde der
OneStep RT-PCR Kit (Qiagen) genutzt. Das vom Hersteller empfohlene
Reaktionsvolumen (50 pl) wurde allerdings auf 10 ul reduziert.

Zunachst wurden die Konzentration der praparierten Gesamt-RNA (siehe Abschnitt
4243) bestimmt (Nanodrop 1000, Peqglab). Um die RNA-Mengen von
verschiedenen Proben anzugleichen, wurden je Probe 2 ug RNA mit 1,0 pl DNAse

(RNAse-free) versetzt und das Reaktionsvolumen ad 10 uyl mit ddH,O aufgeflit.
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Daraufhin wurde der Ansatz fur 20 min bei 22°C im Thermoblock inkubiert. Um die
DNAse zu inaktivieren, erfolgte danach eine 10-mindtige Inkubation bei 70°C. Die
DNAse-behandelte RNA wurde im Anschluss in verschiedenen Verdinnungen als
Template far die semi-quantitativen Analysen eingesetzt, wobei jeweils die
Verdinnung verwendet wurde, die fir das zu untersuchende Transkript limitierend
ist. Die Annealing-Temperatur, die Elongationszeit und die Anzahl der Zyklen wurden

auf das jewellige Primerpaar und die zu erwartende PCR-Produkt-Grélie

abgestimmt.

RT-PCR-Ansatz: RT-PCR-Programm:

5x Puffer 2,0 pl 50°C 30 min

dNTP-Mix 0,6 pl 95°C 15 min

Primer forw 0,4 pl 95°C 30-45 sec

Primer rev 0,4 pl x°C  30-45 sec i| 30-35 Zyklen
Enzym-Mix 0,6 pl 72°C X sec

ddH,0 5,0 pl 72°C 10 min

RNA (10-250 ng/pl) 1,0 pl 4°C 0

10,0 pl

Die PCR-Produkte (10 pl) wurden mit 3 pl 6x TBE-Probenpuffer versetzt und davon 9

pI mit Hilfe eines Agarose-Gels gelelektrophoretisch aufgetrennt und analysiert.

4.2.4.5 Herstellung einer Digoxigenin (DIG)-markierten Sonde

Die DIG-markierten Sonden wurden entweder mittels DIG High Prime Kit (Roche)
nach den Angaben des Herstellers oder mit Hilfe einer PCR unter Verwendung
genspezifischer Primer generiert. Fur die Herstellung von DIG-Sonden mit Hilfe von
PCR wurden DIG-dUTP eingesetzt, wobei der dNTP-Mix 5 mM DIG-dUTP, 6,5 mM
dTTP und je 10 mM dATP, dCTP und dGTP enthielt. Das PCR-Programm wurde
anhand der verwendeten Primer-Paare (Annealing-Temperatur) sowie der erwarteten
PCR-Produkt-Gréf3e (Elongationszeit) angepasst. Da sich die Laufeigenschaften von
DIG-markierten PCR-Produkten im Vergleich zu nicht-markierten PCR-Produkten
verlangsamen, konnte die erfolgreiche DIG-Markierung einfach mittels Agarose-
Gelelektrophorese bei gleichzeitiger Auftragung beider PCR-Produkte kontrolliert

werden.
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4.2.4.6 Southern-Blot, Hybridisierung und DIG-Detektion

Alle generieten MCMV-Bacmid-Mutanten wurden mittels Southern-Blot-
Hybridisierung unter Verwendung einer DIG-markierten Sonde gegen die inserierte
Resistenzkassette bzw. gegen das deletierte Gen oder gegen ein Gen in
unmittelbarer Nachbarschaft kontrolliert. Die Bacmid-DNA wurde dafur zunachst mit
einem Restriktionsenzym geschnitten (z.B. EcoR| oder Asel) und mit Hilfe eines
0,5%-Agarose-Gels elektrophoretisch aufgetrennt. Um eine gute Auftrennung der
Fragmente zu erzielen, wurden Gelkammern mit langer Laufstrecke verwendet. Im
Anschluss wurden die DNA-Fragmente im Agarose-Gel fur 10 min in 250 mM HCI
inkubiert, 2 mal kurz mit HO gewaschen und daraufhin 2 mal fir 15 min in
Denaturierungspuffer (0,5 M NaOH 1,5 N NaCl) inkubiert. Nach dem erneuten
Waschen mit H,O erfolgte eine Inkubation in Neutralisierungspuffer (0,5 M Tris/HCI
(pH 7,5), 3 M NaCl) fur 2 mal 15 min. Das Gel wurde mit HoO gewaschen und
danach in 20x SSC gelagert bis die Blotting-Apparatur aufgebaut war. Die DNA-
Fragmente wurden mit Hilfe der Turbo-Blot-Apparatur (Schleicher & Schuell) nach
den Angaben des Herstellers mittels Kapillarblot (mind. 4 h oder .N.) mit 20x SSC
auf eine Nylonmembran (Nylon membran positively charged, Roche) transferiert.
Nach dem Transfer wurde die DNA mit Hilfe von UV-Bestrahlung (UV-Crosslinker
CL-1000, UVP) kovalent an die Membran gebunden. Daraufhin erfolgte die Pra-
Hybridisierung mit DIG-Easy Hyb (Roche) bei 42°C fur mindestens 1 h, worauf sich
die Hybridisierung mit der denaturierten Sonde in DIG-Easy Hyb bei 42°C G.N.
anschloss. Danach wurde die Membran 2 mal kurz mit stringentem Waschpuffer 1
(2x SSC, 0,1% (w/v) SDS) gespult und daraufhin 2 mal fur 15 min bei 68°C mit dem
stringenten Waschpuffer 2 (0,2x SSC, 0,1% (w/v) SDS) gewaschen. Im Anschluss
wurde die Membran kurz mit H,O gespilt und mit Maleinsdurepuffer (0,1 M
Maleinsaure (pH 7,5), 0,15 M NaCl) ) gewaschen.

Fur die Detektion wurde das Digoxigenin-System (Roche) verwendet. Die Membran
wurde fur 30 min bei RT in 1x Blocking-Reagenz (Roche, verdinnt mit
Maleinsaurepuffer) inkubiert, um unspezifische Signale zu reduzieren. Danach wurde
der DIG-spezifische Antikérper (anti-DIG AP, Roche, Verdinnung 1:20.000 in 1x
Blocking-Reagenz/ Maleinsaurepuffer) hinzugefugt und fur weitere 30 min inkubiert.
Die Membran wurde 3 mal fur 10 min mit Maleinsaurepuffer gewaschen, um nicht
gebundene Antikérper zu entfernen. Im Anschluss wurde die Membran fir 5 min mit
AP-Puffer (0,1 M Tris/HCI (pH 9,5), 0,1 M NaCl) behandelt und danach flir 5 min mit
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der Substratlésung (CDP-Star, Roche) inkubiert. Nach dem Trocknen der Membran
mit Hilfe von Whatman-Papier wurde diese in Saran-Folie eingeschlagen. Die

Alkalische Phosphatase, die an die Antikérper gebunden ist, fuhrt zur

Dephosphorylierung des Substrats, wodurch Energie in Form von Licht abgegeben
wird. Das dadurch entstehende Signal wurde durch Auflegen eines Amersham

Hyperfilms sichtbar gemacht.

4.2.5 Proteinbiochemische und immunologische Methoden

4.2.5.1 Herstellung von Gesamtzell-Protein-Lysaten

Fur die Herstellung von Protein-Lysaten wurden die Zellen mit Hilfe eines
Zellschabers (cell scraper, TPP) von dem jeweliligen Zellkulturgefal® abgekratzt und
in ein 15 ml Falcon Uberfuhrt. Pro Probe wurden dabei zwischen 2,5)(105 und 2x10°
Zellen eingesetzt. Die Zellen wurden fur 3 min bei 300 g (1200 rpm, 5810R
Eppendorf) pelletiert, in 1 ml PBS (4°C) aufgenommen und in ein 1,5 ml
Reaktionsgefald uberfuhrt. Daraufhin wurden die Zellen fir 1 min bei 3300 g (6000
rom, 5415D, Eppendorf) zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Zellen in ca.
50 pl Lysepuffer (aus dem Luciferase Reporter Gene Assay high sensitivity Kit
(Roche)) pro 10° Zellen resuspendiert. Die Lysate wurden bei -20°C eingefroren.
Nach dem Auftauen wurden die Lysate fir 2 min bei 18.000 g (13.000 rpm, 5417R,
Eppendorf) und 4°C zentrifugiert und der Uberstand in ein frisches 1,5 ml

Reaktionsgefald dberfuhrt und fur Western-Blot Analysen verwendet.

4.2.5.2 Herstellung nativer cytoplasmatischer und nukleoplasmatischer
Protein-Lysate

Fur die Herstellung von nativen, fraktionierten Protein-Lysaten, in denen
beispielsweise die Phosphorylierung erhalten blieb (Nachweis von Phospho-
Proteinen oder Protein-Dimeren mdéglich) wurden die Zellen vom Zellkulturgefal® mit
Hilfe eines Zellschabers (TPP) abgekratzt und in ein 15 ml Falcon uberfihrt. Pro
Probe wurden 10°-107 Zellen eingesetzt. Die Zellen wurden fiir 3 min bei 300 g (1200
rom, 5810R Eppendorf) und 4°C pelletiert, in 1 ml PBS (4°C) aufgenommen und in
ein 1,5 ml Reaktionsgefal? uUberfuhrt. Daraufhin wurden die Zellen fur 1 min bei
3800 g (6000 rpm, 5417R, Eppendorf) zentrifugiert. Der PBS-Waschschritt wurde 2

mal wiederholt. Das Zellpellet wurde im Anschluss in 100-150 pl cytoplasmatischem
158



Material und Methoden

Lysepuffer resuspendiert und fur 5 min auf Eis inkubiert. Die Suspension wurde
danach fiir 16 sec bei 4°C zentrifugiert (5417R, Eppendorf). Der Uberstand (U1)
wurde zum cytoplasmatischen Lysat weiterverarbeitet, wahrend aus dem Pellet P1
das nukledre Lysat hergestellt wurde. U1 wurde fir 10 min bei 19350g (13500 rpm
5417R, Eppendorf) und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand (U2, cytoplasmatisches
Lysat) dieser Zentrifugation wurde in 30 pl-Aliquots in flussigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80°C gelagert. Das Pellet dieser Zentrifugation (P2) wurde
verworfen.

Das Pellet P1 wurde in 100-150 ul nukleoplasmatischem Lysepuffer resuspendiert
und fur 25-30 min auf Eis inkubiert. Daraufhin erfolgte eine Zentrifugation fur 25 min
bei 19350g (13500 rpm 5417R, Eppendorf) und 4°C. Der Uberstand (U3, nukleares
Lysat) dieser Zentrifugation wurde ebenfalls in 30 pl-Aliquots in flussigem Stickstoff

schockgefroren und bei -80°C gelagert, wahrend das Pellet verworfen wurde.

4.2.5.3 Bradford-Bestimmung

Um eine vergleichbare Proteinmenge bei Immunoblot Analysen sicherzustellen,
wurden die Protein-Lysate per Bradford-Bestimmung normalisiert. Dafir wurden 1-5
pl des entsprechenden Protein-Lysats mit 995-999 ul Bradford-Losung versetzt und
gemischt. Daraufhin wurde die Optische Dichte (OD) bei einer Wellenldnge von 595
nm in einem Spektralphotometer bestimmt. Die zu vergleichenden Protein-Lysate
wurde normalisiert, indem von dem Lysat mit der geringsten ODsgs das hdchste
Volumen (Vmax) pipettiert wurde. Die anderen Lysat-Volumina wurden aufgrund der
jewelligen gemessenen ODsgs ins Verhaltnis zu Viyax gesetzt und aufgetragen. Die
erfolgreiche Normalisierung wurde zusatzlich durch eine Ponceau-Farbung der

geblotteten Membran und durch eine Detektion mit B-Actin-Antikérper kontrolliert.

4.2.5.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Bei der SDS-PAGE (Laemmli, 1970) werden Proteine abhdngig von ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt. Durch die Interaktion der SDS-Molekile mit den
Proteinen werden diese denaturiert und die Eigenladung der Proteine neutralisiert.
Dies hat zur Folge, dass nur noch die molekulare Masse der Proteine die
Laufgeschwindigkeit innerhalb des Gels beeinflusst. Fur die Auftrennung der

Proteine wurden diskontinuierliche Gele eingesetzt, bei denen jeweils das Trenngel
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mit einem Sammelgel Uberschichtet wurde. Die Gele wurden dabei nach folgendem

Pipettierschema angesetzt.

2 kleine Gele 2 mittlere Gele
Trenngel Sammelgel Trenngel Sammelgel

8% 10% 12% 8% 10% 12%
30% Polyacrylamid (PAA) [ml] 3.2 4 4.8 15 19,2 24 28,8 6
2 M Tris/HCI (pH 8.0) [mi] 25 25 2.5 - 152 | 152 | 15.2
0.5 M Tris/HCI (pH 6,8)  [ml] - - - 12 - - - 4.8
20% (w/v) SDS 11 60 60 60 45 360 360 360 180
60% (w/v) Saccharose [mi] - - - 21 - - - 8.4
dH,0 [mI] 6,1 53 4,5 4,2 36,6 31,8 27 16,8
TEMED [M1] 24 24 24 12 144 144 144 48
10% (wiv) APS 11 144 144 144 120 800 800 800 240

Die normalisierten Proben wurden mit 5x SDS-Probenpuffer versetzt und fir 5 min
bei 95°C denaturiert. Kleine Gele wurden bei 20 mA je Gel fur 60-90 min und RT
aufgetrennt. Die Elektrophorese der mittleren Gele erfolgte fir 1 Gel bei 10 mA und
60 V und far 2 Gele bei 10 mA und 120 V far 14-16 h und 4°C.

4.2.5.5 Western-Blot

Um die per SDS-PAGE aufgetrennten Proteine vom Gel auf eine Nitrocellulose-
Membran (Protran, Whatman) zu transferieren wurde das semi-dry Blotverfahren mit
Hilfe eines Elektroblotters (Biometra) angewandt. Daflur wurden drei in Blotpuffer
getrankte Whatman-Papiere (3MM, Whatman) auf die Anode gelegt. Auf die
Whatman-Papiere wurde die ebenfalls in Blotpuffer &aquilibrierte Nitrocellulose-
Membran und das SDS-Gel geschichtet. Hierbei sollten sich zwischen dem Gel und
der Membran keine Luftblasen befinden. Auf das Gel wurden drei in Blotpuffer
getrankte Whatman-Papiere gelegt und die Proteine durch Blotten bei 1000 mA und
14 V fur 70 min auf die Membran transferiert. Das erfolgreiche Blotten und die
gleichmaRige Proteinbeladung wurden durch Ponceau-Farbung kontrolliert. Die
Farbung wurde durch mehrmaliges Waschen mit TBST entfernt.

Blots, bei denen anschliellend Protein-Phosphorylierungen analysiert werden sollten,
wurden nicht mit Ponceau-Lésung gefarbt (da diese Essigsaure enthalt und somit
sehr sauer ist) um zu verhindern, dass die Ponceau-Farbung die Stabilitdt der

Phosphorylierung beeintrachtigt.
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Anschlieend wurde die Membran fur 30-60 min in 5% (w/v) Magermilchpulver
(Sucofin) in TBST inkubiert. Daraufhin erfolgte die Inkubation der Membran mit
Primarantikérper in 1-3% (w/v) Milchpulver/TBST fur mindestens 1 h bei RT oder
U.N. bei 4°C. Nicht gebundener Primarantikérper wurde durch dreimaliges Waschen
mit TBST fur jeweils ca. 5 min entfernt. Im Anschluss wurde die Membran mit dem
Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikérper in 1-3% (w/v) Milchpulver/TBST flr
mindestens 45 min bei RT inkubiert. Fur die Detektion wurde die Membran 3 x 10
min in TBST gewaschen, zwischen zwei Whatman-Papieren getrocknet und mit der
Entwicklerlésung (ECL (Plus) Western Blotting Detection Systems, GE Healthcare)
fur 3-5 min inkubiert. Nach dem erneuten Trocknen der Membran zwischen zwei
Whatman-Papieren wurde diese in Saran-Folie eingeschlagen und die Proteinsignale
durch Auflegen eines Films (Amersham Hyperfiime ECL oder BioMax MR® Filme,
Kodak) sichtbar gemacht.

4.2.5.6 Luciferase-Reportergen-Analysen
Die Luciferase-Reportergen-Experimente wurden unter Verwendung des Luciferase
Reporter Gene Assay high sensitivity Kits (Roche), des Beetle-Juice Kits (P.J.K.)
oder des Dual-Luciferase-Reporter Assay Systems (Promega) durchgefthrt. Fur die
Bestimmung der ISG54-Luciferase-Aktivitat wurden HEK293T-Zellen in 48-
Lochplatten angelegt. Am darauffolgenden Tag wurden die Zellen mit dem ISG54-
Luciferase-Reporter, den IE-Expressionsplasmiden sowie dem TBK-1-Plasmid oder
dem Kontrollplasmid pFRTZ-MIEP-EGFP mit Hilfe der Ca,PO4-Methode transfiziert.
Am nachsten Tag wurde das Kulturmedium abgesaugt und die Zellen mit PBS
gewaschen. AnschlielRend wurden die Zellen mit 150 yl Lyse-Puffer pro Well lysiert
und die gesamte 48-Lochplatte bei -70°C eingefroren.
Fur die parallele Bestimmung der ISRE-Firefly- und der Renilla-Expression wurden
NIH3T3-ISRE-Luc+Renilla-Zellen in 48-Lochplatten ausgesdt. Am néachsten Tag
wurden die Zellen mit wt-Virus oder verschiedenen Deletionsviren mittels centrifugal
enhancement infiziert. 8 bzw. 24 hpi wurde das Zellkulturmedium entfernt und die
Zellen mit PBS gewaschen. Daraufhin wurden diese mit 150 pl Lysepuffer je Well
lysiert und in der Zellkulturplatte bei -70°C eingefroren. Dadurch konnten Proben von
unterschiedlichen Zeitpunkten gleichzeitig gemessen werden.
Nach dem Auftauen der Proben wurde die Lysate in 1,5 ml Reaktionsgefale
Uberfuhrt und fur 2 min bei 18.000 g (13.000 rpm, 5417R, Eppendorf) bei 4°C
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zentrifugiert. Pro Lysat wurden 50 pl des Uberstands fir die Bestimmung der
Luciferase-Expression mit Hilfe des Mikroplatten-Luminometer (Model Mithras LB
940 oder TriStar2 LB 942; Berthold) eingesetzt. Die Anaylse der ISG54-Luciferase-
Expression erfolgten unter Verwendung des Luciferase Reporter Gene Assay high
sensitivity Kits (Roche) oder des Beetle-Juice Kits (P.J.K.) nach den Angaben der
Hersteller. Fir die parallele Bestimmung der ISRE-Firefly- und der Renilla-
Expression wurde nicht die vom Hersteller empfohlene Substratmenge von 100 pl

sondern 50 pl pro Probe verwendet. Die Messung erfolgte jewells in Triplikaten.

4.2.5.7 Immunfluoreszenz-Farbung (IF)

Fur die IF-Farbung wurden HelLa-Zellen in 48-Lochplatten angelegt und diese am
nachsten Tag mit den HA-markierten IE3-Expressionsplasmiden (0,3 pg) U.N.
transfiziert. Am darauffolgenden Tag wurden die Zellen mit PBS gewaschen, danach
fur 20 min mit 3% (v/v) Paraformaldehyd (PFA) fixiert und erneut mit PBS gespult. Im
Anschluss wurden die Zellen fur 15 min mit 0,1% (v/v) Triton-X-100 permeabilisiert
und danach fur 20 min mit Blockierungslésung (2% (v/v) Ziegenserum/PBS)
inkubiert. Daraufhin erfolgte eine 60-minitige Inkubation mit dem Primarantikérper
(o-HA, 1:200 verdinnt in 1/10 Blockierungslésung). Nicht gebundener
Primarantikérper wurde durch dreimaliges Waschen mit PBS entfernt. Danach
wurden die Zellen far 45 min (abgedunkelt) mit einem Fluorophor-gekoppelten (Cys2
oder Cys3) Sekundarantikérper (1:200 verdinnt in 1/10 Blockierungslésung, Jackson
ImmunoResearch) inkubiert. Uberschiissiger Sekundarantikérper wurde durch
zweimaliges Waschen mit PBS entfernt. Daraufhin wurden die Zellen mit DAPI (5
min bei RT; 1 ug/ml [v/w] in PBS) gegengefarbt, um die Zellkerne sichtbar zu
machen. AbschlieRend wurde die Zellen einmal mit PBS gewaschen und in PBS
aufgenommen. Die Auswertung der I|F erfolgte unter Verwendung des Nikon
TE2000-S Mikroskops und der LUCIA 4.60 Software.
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