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ZUSAMMENFASSUNG

ZUSAMMENFASSUNG

Die IFN-y induzierte Signalkaskade beruht auf der Integritit des Jak/STAT Signalwegs. Das
humane Cytomegalovirus (HCMYV) unterbindet die IFN-y Signaltransduktion durch vielfiltige
redundante Mechanismen, die eine Degradation von Jakl, die Dephosphorylierung von
STATI und die Stilllegung STAT1 abhédngiger Promotoren umfassen. Diese redundanten
Inhibitionsmechanismen  verdeutlichen vor dem Hintergrund des ungewdhnlich
umfangreichen HCMV-Kodierungspotentials von mehr als 700 open reading frames (ORFs)
die Notwendigkeit neuer Screening-Ansitze zur Identifikation der verantwortlichen HCMV

kodierten Genprodukte innerhalb einer viralen cDNA-Bank.

Zur Herstellung einer HCMV ¢cDNA-Bank wurden 5'-Cap bindende Antikorper eingesetzt,
um auf full length cDNAs zu selektionieren und komplette kodierende Sequenzen von langen
polycistronischen Transkripten sicherzustellen. Dadurch liefert die cDNA-Bank ein
reprisentatives Abbild des HCMV Transkriptoms und beinhaltet auch Transkripte geringer
Abundanz, die in bisherigen cDNA-Banken fehlen. Die Anwesenheit von Transkripten, die
ausschlieBlich fiir neu identifizierte ORFs kodieren, und viele Transkripte mit neu
identifizierten ORFs an der 5’'-ndchstgelegenen Position bestitigen eine erweiterte
Kodierungskapazitit des HCMV Genoms. Zuvor unbeschriebene potentielle ORFs und
antisense Transkripte deuten eine bisher nicht erfasste Komplexitit der HCMV
Genexpression an. Im Gegensatz zum hohen Kodierungspotential ist die Zahl der
Polyadenylierungssignale im HCMV Genom limitiert. Deshalb ist die Nutzung eines
Polyadenylierungssignal zur Terminierung unterschiedlicher mRNAs eine weitverbreitete
Eigenschaft in diversen Genregionen. Infolgedessen tragen 81% aller mRNAs die genetische

Information fiir mehrere ORFs.

Eine stabile Expression der HCMV c¢DNA-Bank nach lentiviraler Transduktion erlaubt ein
funktionelles Screening nach potentiellen IFN-y Antagonisten in aufeinanderfolgenden
Sortierungsrunden im FACS. Das MHC Klasse II Molekiil HLA-DR dient hierbei als stark
induzierbarer FACS-Marker des IFN-y Signalwegs. Als proof of principle konnte ein STATI
degradierender Modell-Antagonist der IFN-y Signaltransduktion, das Sendaivirus C-Protein,
im FACS-Screening aufgereinigt werden. Folglich eignet sich das Screening-Prinzip, um
Transkripte der cDNA-Bank zu identifizieren, die fiir virale IFN-y Antagonisten kodieren.
Das Screening der transduzierten HCMV c¢DNA-Bank fiihrte zur Identifikation von

Stathmin-1 als einen neuen potentiellen Regulator des IFN Signalwegs.
7



SUMMARY

SUMMARY

IFN-y induced signaling relies on the integrity of the Jak/STAT pathway. Human
cytomegalovirus (HCMV) is able to counteract IFN-y signaling by multiple redundant
mechanisms including Jakl degradation, STAT1 dephosphorylation and repression of
STATI1-dependent promoters. The redundant inhibition of IFN-y signaling accompanied by a
recently reported enhanced coding capacity of HCMV comprising more than 700 open
reading frames (ORFs) demonstrate the need for a comprehensive and improved screening
approach to identify the responsible HCMV encoded gene products within a viral cDNA
library.

In order to generate a HCMV c¢DNA library, 5 -cap-antibodies were used to select for full
length cDNAs ensuring complete coding sequences even of large polycistronic transcripts.
The generated cDNA library provides a representative image of the HCMV transcriptome
including low-abundance transcripts which were absent from previous conventional cDNA
libraries. Transcripts encoding exclusively for newly identified ORFs and many transcripts
with newly identified ORFs at the most 5'-position confirmed the extended coding potential
of the HCMV genome. Previously unrecognized potential ORFs and antisense transcripts
indicated further levels of HCMV genetic complexity. In contrast to the very high coding
potential the number of polyadenylation sites in the HCMV genome is surprisingly limited.
The usage of the same polyadenylation signal to terminate different mRNAs is a common
feature in various gene regions. Altogether 81% of all mRNAs carry the genetic information

for more than one ORF.

Stable HCMV cDNA library expression by transduction of lentiviral vectors allowed a
screening and enrichment of potential [FN-y antagonists in successive sorting steps by FACS.
MHC class II gene HLA-DR was chosen as a highly inducible FACS-marker of IFN-y
signaling. As a proof of principle a STAT1-degrading model IFN antagonist, the Sendai virus
C protein, was purified by FACS-screening. This screening principle is utilized to identify
cDNA library transcripts encoding for viral IFN-y antagonists. FACS-screening of the
transduced HCMV cDNA library identified Stathmin-1 as a potential new regulator of IFN

signaling.



EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Interferone

1.1.1 Typ L, Typ II und Typ III Interferone

Interferone stellen eine Gruppe von Cytokinen dar, die eine elementare Funktion in der
angeborenen Immunitit einnehmen. Interferone konnten bereits friih als 16sliche Faktoren der
Allantois-Membran Influenza-Virus infizierter Hiihnereier identifiziert werden (Isaacs &
Lindenmann, 1957). Der Name Interferon (IFN) leitet sich aus der Interferenz dieser Faktoren
beziiglich einer Virus-Infektion ab, sodass die Zugabe von IFN andere nicht infizierte Zellen
vor einer Virus-Infektion schiitzte. Mittlerweile erstrecken sich die Kenntnisse der
biologischen Funktion von Interferonen neben der antiviralen Aktivitit auch auf Bereiche der
Immunmodulation und Tumorkontrolle. Interferone werden in Typ I und Typ II Interferone
unterteilt, die sich im Rezeptor unterscheiden, der fiir die Signalweiterleitung benétigt wird.
Daraus ergeben sich unterschiedliche Signalwirkungen. Typ I Interferone setzen sich
klassisch aus IFN-a und IFN-B zusammen. Weitere humane Typ I Interferone werden als
IFN-¢, IFN-x und IFN-® bezeichnet. IFN-6 und IFN-t wurden bisher in Schweinen und
Rindern identifiziert und besitzen keine humanen Homologe (Pestka et al., 2004). Die IFN-a
Genfamilie mit mindestens 13 Subtypen wird hauptsichlich in Leukozyten, insbesondere von
plasmacytoiden dendritischen Zellen (pDCs) gebildet (Barchet et al., 2002). IFN-B wird
hingegen in nahezu allen Zelltypen als Antwort auf eine Virusinfektion durch die Aktivierung
von PAMP (pathogen-associated molecular pattern)-Rezeptoren produziert. Das einzige Typ
II IFN, IFN-y, wird von Zellen des Immunsystems wie aktivierten CD4" und CD8" T-
Lymphocyten sowie natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen) hergestellt. Zu den Typ III
Interferonen zdhlen IFN-A1, IFN-A2 und IFN-A3, auch bekannt als Interleukin-29 (IL-29), IL-
28A und IL-28B. Typ III Interferone besitzen ebenfalls antivirale Aktivitit (Lopusna ef al.,
2013).

1.1.2 Jak/STAT Signaltransduktion

Interferone wirken nicht selbst antiviral, sondern induzieren als Signalmolekiile in autokriner

und parakriner Weise die Expression zahlreicher antiviraler Effektormolekiile. Die
9



EINLEITUNG

intrazelluldre Signaltransduktion von Interferonen nach Bindung an den jeweiligen Rezeptor
erfolgt tiber den Jak/STAT Signalweg. Die Identifizierung von Komponenten des Jak/STAT
Signalwegs in Drosophila melanogaster spricht fiir dessen Bedeutung und evolutionire
Konservierung (Dearolf, 1999). IFN Rezeptoren besitzen selbst keine katalytische Aktivitat,
sondern sind mit Janus (Jak) Kinasen assoziiert. Diese Familie von Tyrosin-Kinasen besteht
in Sdugetieren aus Jakl, Jak2, Jak3 und Tyk2. Die Ligandenbindung 16st durch das
Rearrangement und die Dimerisierung der Rezeptoruntereinheiten eine Autophosphorylierung
und Aktivierung der Jak Kinasen aus, wodurch eine Kaskade sukzessiver Tyrosin-
Phosphorylierungen des Rezeptors und von Transkriptionsfaktoren, den signal transducers
and activators of transcription (STATSs), initiiert wird. Die STAT Protein-Familie besteht in
Saugetieren aus sieben Mitgliedern, STATI, 2, 3, 4, 5a, 5b und 6. Durch Phosphorylierung
aktivierte STATs bilden Dimere und translozieren in den Nukleus. Dort steuern sie die

Expression einer Vielzahl von Zielgenen.

Die Signaltransduktion von IFN-a, IFN-f und IFN-y zeichnet sich durch die genannten
Gemeinsamkeiten aus, unterscheidet sich jedoch in der Zusammensetzung der Komponenten
(Abb. 1.1), woraus sich ein zwar teilweise iiberlappendes, aber nicht redundantes
Genexpressionsprofil ergibt (Der et al., 1998). Der Rezeptor der Typ I Interferone setzt sich
aus den Untereinheiten IFNAR1 und IFNAR2 zusammen und ist mit Jakl und Tyk2
assoziiert. Aktivierte STATI1 und STAT2 Molekiile bilden ein Heterodimer, das nach
Translokation in den Nukleus p48/IRF9 rekrutiert. Dieser terndre Komplex wird als interferon
stimulated gene factor 3 (ISGF3) bezeichnet und bindet an ein spezifisches DNA-Motiv in
Promotorregionen, das interferon stimulated response element (ISRE). Vergleichbar fiihrt die
IFN-y Bindung an die Rezeptoruntereinheiten IFNGR1 und IFNGR2 zur Aktivierung von
Jak1 und Jak2. Dadurch wird die Phosphorylierung von STAT1 ausgeldst, das Homodimere
bildet, die auch als gamma activated factor (GAF) bezeichnet werden. Nach Translokation in
den Nukleus bindet GAF gamma activated sequences (GAS). Typ I Interferone konnen auch
in einem geringen Ausmall GAF produzieren. Zusitzlich konnen beide IFN Typen auch zur
Aktivierung weiterer STAT Molekiile beitragen. In beiden Fillen ist eine Relevanz fiir die
Signalweiterleitung bisher weitestgehend unklar (Platanias, 2005). Typ I und Typ II
Interferone induzieren auch die Serin-Phosphorylierung von STATI, die weder fiir eine

Translokation zum Nukleus noch eine Promotorbindung relevant ist, jedoch fiir die

10



EINLEITUNG

Etablierung einer vollstindigen transkriptionellen Aktivierung IFN induzierter Gene essentiell

ist (Wen & Darnell, 1997; Wen et al., 1995).
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Abb. 1.1: Jak/STAT naltransduktion

Schematische Darstellung der IFN-y und IFN-o/p
Gemeinsamkeiten der Signalkaskaden sind farblich hervor
finden sich im Text.

1.1.3 IFN induzierte Genexpression

Die antivirale Aktivitit der Interferone entfaltet sich in der Expression von IFN stimulated
genes (ISGs), die entweder direkt antiviral wirken oder die adaptive Immunantwort
beispielsweise durch eine gesteigerte Antigenprdsentation verbessern. Die essentielle
Bedeutung fiir die Kontrolle von viralen Infektionen verdeutlicht sich in in vivo Studien durch
eine erhohte Anfilligkeit von STATI1-defizienten Sduglingen und knockout-Miusen, denen
Komponenten des Jak/STAT Signalwegs fehlen (Dupuis et al., 2003; Durbin et al., 1996;
Muller et al., 1994). Der antivirale Zustand manifestiert sich durch typische ISRE-abhingige
Gene, wie die Proteinkinase R (PKR), die 2°-5"-Oligoadenylatsynthetase (OAS) und die
GTPase Mx. PKR wird durch doppelstrangige RNA (dsRNA), die widhrend Virusinfektionen
produziert wird, aktiviert. Aktivierte PKR phosphoryliert die o-Untereinheit des

eukaryotischen Translations-Initiations-Faktors elF2a, wodurch dieser nicht mehr die

11




EINLEITUNG

Translation einleiten kann. OAS bendétigt ebenfalls dsSRNA zur Aktivierung und produziert
Oligoadenylate mit uniiblicher 2°-5'-Verkniipfung. Diese binden und aktivieren die RNase L,
die cytoplasmatische RNAs spaltet. Beide Mechanismen vermitteln eine generelle Inhibition
der zelluldren Proteinsynthese, wodurch gleichzeitig auch die virale Genexpression blockiert
wird. Wesentliche immunmodulatorische Funktionen von IFN-o/p betreffen die Steigerung
der Cytotoxizitdt von NK-Zellen und eine proliferationsfordernde Wirkung auf Gedéchtnis-T-

Zellen (Goodbourn et al., 2000).

IFN-y induziert eine weite Bandbreite von Enzymen, die antiviral oder antimikrobiell wirken.
Dies kann direkt oder indirekt iiber den IFN-y induzierbaren Transkriptionsfaktor IRF-1
geschehen. Zu diesen Enzymen zdhlen p47 GTPasen (Taylor et al, 2004), die
induzierbare NO-Synthase (iNOS) und die Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO). IDO
katalysiert die Oxidation des Pyrrol-Rings der Aminosdure L-Tryptophan zu N-Formyl-
Kynurenin, das zu dem stabilen Endprodukt Kynurenin metabolisiert wird. Dadurch entsteht
eine lokale Unterversorgung der essentiellen Aminoséure L-Tryptophan, die das Wachstum
eines breiten Pathogen-Spektrums, von Protozoen bis Viren, einschriankt (Adams et al., 2004;
Bodaghi et al., 1999; MacKenzie et al., 2007). AuBerdem besitzt IDO immunmodulatorische
Eigenschaften, indem die Proliferation von T-Zellen inhibiert wird (Mellor & Munn, 2004).
Unabhédngig von der katalytischen Aktivitét agiert IDO als Signalmolekiil in pDCs (Pallotta et
al., 2011).

Sowohl Typ I als auch Typ II Interferone besitzen die Féahigkeit, die Transkription der major
histocompatibility complex (MHC) Klasse I Gene zu induzieren und folglich die Antigen-
Prisentation endogener Peptide an CD8" T-Zellen zu fordern. Der MHC-I Komplex setzt sich
aus einer Membran-verankerten schweren Kette und 32-Microglobulin (B2m) zusammen. Im
ER bildet sich aus diesem Heterodimer zusammen mit TAP (transporter associated with
antigen processing) und weiteren Komponenten der Peptid-Beladungskomplex (peptide
loading complex, PLC). Proteasomal degradierte Peptide werden {iber TAP in das Lumen des
endoplasmatischen Retikulums (ER) geschleust und beladen den MHC-I Komplex, worauthin
dieser iiber den Golgi-Apparat zur Zelloberfliche gelangt. Auch die Expression weiterer
Komponenten der Peptid-Beladung und Peptid-Prozessierung wird durch IFN-y reguliert.
IFN-y induziert die Expression der Untereinheiten des Immunproteasoms, worauthin sich
Proteasomen bilden, die eine verdnderte Peptid-Produktion und Antigen-Prisentation zur

Folge haben (McCarthy & Weinberg, 2015).
12



EINLEITUNG

Im Gegensatz zu MHC-I Molekiilen, die sich auf der Oberfliche von nahezu allen Zelltypen
finden, fokussiert sich die Expression der MHC Klasse II auf professionelle Antigen-
prasentierende Zellen (antigen presenting cells, APC) wie B-Zellen, dendritische Zellen und
Monocyten/Makrophagen. Prisentiert werden exogene Antigene, die von CD4" T-Zellen
erkannt werden. Der MHC-II Komplex besteht aus zwei Membran-verankerten
Untereinheiten, a und B, die im ER mit der invarianten Kette CD74 (Ii) interagieren. Ein
CD74-abgeleitetes Peptid, CLIP (class II associated invarient chain peptide), fiillt die Peptid-
Bindetasche aus, sodass eine vorzeitige Beladung ausgeschlossen wird. Nach dem Erreichen
der Endosomen findet in einem Kompartiment, das als MIIC (MHC class Il containing
compartment) bezeichnet wird, die schrittweise Spaltung von CD74 statt. CLIP bleibt dabei
mit der Peptid-Bindetasche assoziiert, bis es mit Hilfe von HLA-DM durch exogene Peptide

ersetzt wird.

Die Expression von MHC-II mit seinen Isotypen HLA-DR, HLA-DQ und HLA-DP ist
transkriptionell streng reguliert. Neben der konstitutiven Expression in APCs ist eine IFN-y
induzierte Expression in zahlreichen nicht-APCs moglich (Boss, 1997). Der entscheidende
Faktor der konstitutiven und induzierten MHC-II Expression ist CIHTA (class II
transactivator), ein Cofaktor, der mit weiteren Transkriptionsfaktoren der MHC-II

Promotoren interagiert. Die CIITA Expression selbst wird hierbei durch IFN-y aktiviert.

1.2 Humane Cytomegaloviren

1.2.1 Aufbau und Genomorganisation

Humane Cytomegaloviren (HCMV) gehoéren zur Familie der Herpesviridae und gelten als
prototypische Vertreter der f-Herpesviridae. Da HCMV eines von acht humanpathogenen
Herpesviren darstellt, ist auch die Bezeichnung humanes Herpesvirus Nr.5 (HHV-5) tiblich.
Der Name Cytomegalovirus leitet sich von den typischen zellmorphologischen
Verdnderungen nach HCMV Infektion ab. Dieser cytopathische Effekt zeichnet sich durch
eine GroBenzunahme der Zellen und charakteristische cytoplasmatische Inklusionen aus.

CMV ist strikt Spezies-spezifisch, sodass in vielen Sdugetieren distinkte CM Vs existieren.
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Das 200-300 nm groBe HCMV Virion weist die typische herpesvirale Struktur auf. Ein aus
fiinf Proteinen bestehendes ikosaedrisches Capsid umgibt das lineare dSDNA Genom. Das
Capsid ist wiederum eingebettet in eine Protein-Matrix, dem Tegument, das sich groBtenteils
aus abundanten Phosphoproteinen zusammensetzt. Das Tegument wird von einer

Membranhiille (envelope) umschlossen, die zahlreiche Glykoproteine enthélt.

HCMYV besitzt mit ca. 230 kb das physikalisch grofite Genom unter den humanpathogenen
Herpesviren. Zwei Regionen, unique long (UL) und unique short (US), werden durch
terminale (7RL, TRS) und interne Repeat-Regionen (IRL, IRS) begrenzt. Die urspriingliche
Sequenzierung des Genoms des HCMV Laborstamms AD169 prognostizierte ungefdhr 200
ORFs (open reading frames), die fiir Proteine kodieren (Bankier et al., 1991; Chee et al.,
1990). AD169 enthélt infolge der intensiven Passagierung in Fibroblasten ein genetisches
Arrangement, das die zusdtzlichen ORFs der ULb’-Region klinischer Isolate durch eine
duplizierte Repeat-Region (IRL) ersetzt (Cha et al., 1996). Folgende Untersuchungen von
HCMYV Stimmen mit niedriger Passagierung, die im Wesentlichen dem Wildtyp in klinischen
Isolaten entsprechen, konnten durch Sequenzvergleiche mit CMVs anderer Spezies 165-252
kodierende Gene festlegen (Davison et al., 2003; Dolan et al., 2004; Murphy et al., 2003a;
Murphy et al., 2003b). Weiterfiihrende Untersuchungen konnten vier neue kodierende
Transkripte identifizieren und deuteten bereits an, dass weitere, insbesondere fiir kleine
Proteine kodierende ORFs bestehen konnten (Gatherer et al., 2011; Varnum et al., 2004).
Diese Hypothese konnte kiirzlich bestitigt werden und legt eine bisher beispiellose
Komplexitit des HCMV Genoms offen, indem 751 Protein kodierende ORFs identifiziert
wurden, von denen 147 ORFs zuvor bereits Kodierungspotential zugesprochen wurde (Stern-
Ginossar et al., 2012). Die gewihlte Methode, das ribosome profiling, nutzt die
Assemblierung der Ribosomen an translatierten mRNA-Sequenzen. Nach Zugabe von
Translationsinhibitoren arretieren die Ribosomen entweder am Startcodon oder im Bereich
des ORFs, sodass translatierte Regionen vor einer RNase Degradation geschiitzt sind. Eine
Sequenzierung der Fragmente definiert die kodierende Region. Neu identifizierte ORFs sind
hdufig innerhalb von klassischen ORFs (interne ORFs), upstream von klassischen ORFs
(uORFs) oder antisense zu klassischen ORFs lokalisiert. Viele dieser ORFs besitzen ein nicht
kanonisches Startcodon, insbesondere CUG. Die Funktion einer Vielzahl der neu
identifizierten aber auch klassischen ORFs ist trotz Jahrzehnten der HCMV Forschung
weiterhin unklar (Van Damme & Van Loock, 2014). Neben kodierenden mRNAs produziert
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HCMYV ebenfalls polyadenylierte abundante lange nicht kodierende RNAs (>200 bp, long
non-coding RNAs, IncRNAs) und antisense Transkripte zu kodierenden Regionen (Gatherer
et al., 2011; Zhang et al., 2007). Eine weitere Klasse nicht kodierender HCMV RNAs stellen
microRNAs (miRNAs) dar, die aus ldngeren Transkripten, pre-miRNAs, nach deren
Prozessierung entstehen (Hook et al., 2014). HCMV miRNAs besitzen eine regulatorische
Funktion auf zelluldre und virale Ziel-mRNAs, indem eine partielle komplementire Bindung
iiblicherweise an die 3’-untranslatierte Region (3’-UTR) der Ziel-mRNA zur Inhibition der
Translation, mRNA Degradation oder beidem fiihrt.

Das HCMV Genom ist vollstindig sequenziert und steht als BAC (bacterial artificial
chromosome) zur Verfligung (Borst ef al., 1999; Sinzger et al., 2008). Dadurch ergeben sich
zielgerichtete Mutagenese-Techniken in E. coli, die nach Transfektion der BAC-DNA in
permissive Zellen eine Rekonstitution und Analyse des mutierten Virus erlauben.
Genomweite Analysen konnten auf diese Weise 45 fiir das Wachstum in Fibroblasten

essentielle Gene und 117 nicht essentielle Gene identifizieren (Dunn et al., 2003).

1.2.2 Genexpression und Replikation

Die HCMV Genexpression findet streng koordiniert statt und ldsst sich in drei Phasen
unterteilen: die sehr frithe (immediate early, IE), die frithe (early, E) und die spite Phase (/ate,
L). IE-Genexpression tritt unmittelbar nach Zelleintritt auf und bendtigt lediglich zelluldre
Transkriptionsfaktoren, aber keine de novo Synthese viraler Proteine. Zu den wichtigsten IE-
Genprodukten zdhlen 1E1/pp72 und IE2/pp86 unter Kontrolle des MIEP (major immediate
early promoter), die eine E-Genexpression ermdglichen. L-Genexpression geht mit der
viralen DNA-Synthese einher und fiihrt vor allem zur Produktion der Strukturproteine der
nichsten Generation von Virionen. Der Replikationszyklus ist verhdltnisméfig langsam und

bendtigt 72-96 Stunden.

Charakteristisch fiir Herpesviren ist die Fihigkeit zur Latenz in bestimmten Zelltypen (CD14"
Monozyten und deren CD34" Vorlduferzellen). Dabei wird nach Zelleintritt die
Genexpression auf ein Minimum reduziert, sodass keine Tochter-Virionen gebildet werden.
Eine latente Infektion kann auf unbestimmte Zeit unerkannt vom Immunsystem persistieren
und bei gewissen Stimuli den lytischen Replikationszyklus reaktivieren (Kumar & Herbein,

2014).
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1.2.3 Klinische Bedeutung

HCMYV ist weltweit verbreitet. Die Seropriavalenz liegt bei Erwachsenen in Westeuropa und
den USA bei 40-80% (Staras et al., 20006), steigt jedoch in Entwicklungsldndern
iiblicherweise iiber 90% (Adjei et al., 2006; Kothari et al., 2002). HCMV Ubertragungen
finden von der Mutter auf das Kind prénatal, perinatal oder postnatal statt. Im
Erwachsenenalter wird HCMV hauptsichlich sexuell iibertragen, wobei sich HCMV Partikel
in zahlreichen Korperfliissigkeiten (Speichel, Trénen, Urin, genitale Ausscheidungen,
Muttermilch) finden. In der Regel verliduft eine HCMV Infektionen in immunkompetenten
Individuen asymptomatisch. HCMV wird durch eine Kombination aus angeborener und
adaptiver Immunitét kontrolliert, verbleibt aber aufgrund der Latenz lebenslang im Korper. In
seltenen Féllen tritt ein der Epstein-Barr-Virus (EBV, HHV-4) Mononukleose vergleichbares
Krankheitsbild auf (Klemola & Kaariainen, 1965; Lajo et al., 1994).

Die HCMV (Super-) Infektion stellt die haufigste kongenitale Infektion wihrend der
Schwangerschaft dar. Insbesondere bei einer Primérinfektion erhoht sich das Risiko einer
Transmission auf den Foten (35-50%), die nach einer Reaktivierung deutlich seltener
stattfindet (0,2-2%; Griffiths & Baboonian, 1984; Stagno et al., 1982). Auftretende
Symptome einer kongenitalen Infektion sind Hepatosplenomegalie, Trombozytopenie,
Petechien, Mikrozephalie, Retinitis und Hepatitis bis hin zu schweren Komplikationen mit
letalem Verlauf. Langzeitfolgen beinhalten Schwerhorigkeit bis zur Taubheit, geistige

Retardation sowie motorische Einschrinkungen (Pass et al., 2006; Ross & Boppana, 2005).

Immunkompromittierte Individuen weisen aufgrund der eingeschrinkten Immunantwort ein
erhohtes Risiko einer HCMV Erkrankung auf. Infolgedessen zdhlt HCMV bei AIDS Patienten
zu den hdufigsten opportunistischen Infektionen. In immunsupprimierten Empfangern von
Organtransplantaten und AIDS Patienten kann eine Primirinfektion oder die Reaktivierung
einer latenten Infektion organ- bzw. lebensbedrohliche Erkrankungen wie Retinitis, Hepatitis
und Enzephalitis hervorrufen, die mit den vorhandenen antiviralen Medikamenten nur bedingt

behandelbar sind.
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1.3 HCMYV Immunevasion

1.3.1 IFN Antagonisten

Nahezu alle Komponenten des IFN-Systems sind als Ziele viraler Evasions-Strategien
beschrieben. Bekannte Beispiele hierfiir sind die V- und C-Proteine der Paramyxoviren, deren
Angriffsziel STAT Proteine darstellen (Horvath, 2004). Insbesondere HCMV zeigt eine
facettenreiche Immunevasion von der initialen Induktion durch PAMPs (Abate et al., 2004;
Browne & Shenk, 2003; Taylor & Bresnahan, 2006a; b) bis hin zur IFN-induzierten
Signaltransduktion (Trilling et al., 2012). Sowohl der IFN-o/f als auch der IFN-y induzierte
Signalweg werden zeitlich gestaffelt reguliert. Bereits 6 hpi (hours post infection) verhindert
[E1/pp72 durch eine Interaktion mit STAT1 und STAT2 die Bindung von ISGF3 an ISRE
Sequenzen (Paulus et al, 2006). Zusitzlich induziert IE1 {iiberraschenderweise IFN-
unabhingig, aber STAT1-abhingig die Expression klassischer IFN-y responsibler Gene u.a.
von inflammatorischen Chemokinen (Knoblach et al., 2011), die moglicherweise eine Rolle
in der HCMV-Dissemination spielen, indem zirkulierende Leukocyten angelockt werden
(Lacotte et al., 2009). Zum gleichen Zeitpunkt inhibiert HCMV durch einen Mechanismus
downstream der STATI1 Phosphorylierung und nukledren Translokation, die zu diesem
Zeitpunkt noch intakt sind, eine IFN-y induzierte CIITA Promotor-Aktivierung und folglich
eine HLA-DR Expression (Le Roy ef al., 1999). Im Folgenden treten Dephosphorylierungen
von STATI1 und STAT2 auf (Le et al., 2008). Die Aktivierung der zelluldren Tyrosin-
Phosphatase SHP2 (Src homology region 2 domain-containing phosphatase 2) durch HCMV
resultiert dabei in der Dephosphorylierung von STATI1. Anschlieend reduzieren sich auch
die Proteinmengen von p48 (Miller et al., 1999), STAT2 (Le et al., 2008) und Jak1 (Miller et
al., 1998) in Folge der HCMYV Infektion. Ein posttranslationaler Mechanismus, der vermutlich
eine proteasomale Degradation einschlief3t, fiihrt zum Verlust von Jak1l in HCMYV infizierten
Zellen, sodass eine IFN-y induzierte Expression von CIITA und HLA-DR vollstindig
blockiert wird (Miller et al., 1998). Die multiplen Inhibitions-Mechanismen der IFN
Signaltransduktion erscheinen redundant; jedoch garantiert die zeitlich koordinierte Inhibition
von Kinasen, Transkriptionsfaktoren und Promotoren eine effiziente Stilllegung der IFN
induzierbaren Zielgene. Diese Strategie stellt ein allgemeines Muster der HCMV vermittelten
Immunevasion dar (siehe 1.3.2). Mit Ausnahme von IE1/pp72 konnte bisher kein fiir die
Inhibition der IFN Signaltransduktion verantwortliches HCMV Genprodukt identifiziert

werden.
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1.3.2 Inhibitoren der IFN induzierten Genprodukte

Zusatzlich zu der allgemeinen Inhibition der IFN Signaltransduktion, die eine Expression von
IDO (Zimmermann et al., 2014) und den Untereinheiten des Immunproteasoms (Khan et al.,
2004) einschranken, existieren spezifische Antagonisten IFN induzierbarer Effektormolekiile.
Die IRS1 und TRS1 Genprodukte binden dsRNA und vermeiden eine dsRNA-abhingige
Aktivierung von PKR und RNase L (Child et al., 2004). Gleich mehrere Genprodukte der
US2-11 Region sind involviert in der Inhibition einer effizienten Antigen-Prasentation durch
MHC-I und MHC-II Molekiile. Das IE-Genprodukt US3 hilt MHC-I Molekiile im ER zuriick
(Ahn et al., 1996; Jones et al., 1996) und verhindert eine optimale Peptidbeladung durch eine
Interaktion mit Tapasin, einem Chaperon des Peptid-Beladungskomplexes (Park ef al., 2004).
Zusitzlich bindet US3 an das MHC-II o/p Heterodimer und unterbindet eine Assoziation mit
CD74, sodass ein Transport zu MIIC Kompartimenten reduziert wird (Hegde et al., 2002).
Die E-Genprodukte US2 und USI11 initiieren unabhingig voneinander eine Dislokation neu
synthetisierter schwerer Ketten vom ER in das Cytosol, worauthin diese im Proteasom
degradiert werden (Wiertz et al., 1996a; Wiertz et al., 1996b). Ein Unterschied besteht in der
MHC-I Allel-Spezifitit von US2 und US11 (Barel et al., 2003a; Barel et al., 2003b). Nur US2
vermittelt auerdem eine Degradation von HLA-DR-a und HLA-DM-o (Tomazin et al.,
1999). US6 verhindert einen Peptid-Import in das ER-Lumen durch TAP, wodurch keine TAP
abhingige Peptid-Beladung stattfindet (Ahn et al., 1997; Hengel et al., 1997). US10 verzogert
den Transport von MHC-I Molekiilen zur Zelloberfliche (Furman et al., 2002). Neben den
US2-11 Proteinen exprimiert HCMV eine miRNA, miR-US4 (Kim et al., 2011). Diese
miRNA reguliert spezifisch die mRNA der Aminopeptidase ERAP1 (endoplasmic reticulum
aminopeptidase 1), die an der N-terminalen Prozessierung der Peptide nach dem Transport
durch TAP beteiligt ist. Auch eine pp71 (ULS2) abhdngige verzogerte MHC-I Maturation
(Trgovcich et al., 2006) und eine pp65 (ULS3) vermittelte lysosomale Degradation von HLA-
DR (Odeberg et al., 2003) sind beschrieben. Infizierte Zellen werden aufgrund des Verlusts
von MHC-I auf der Zelloberfliche zuginglich fiir eine Lyse durch NK-Zellen. Fehlende
inhibitorische Signale werden durch eine Oberflichenexpression von HLA-E sowie des
viralen MHC-I Homologs UL18 und durch die Retention von Liganden aktivierender NK-
Rezeptoren im ER kompensiert (Wilkinson et al., 2008).
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1.4 Ziel dieser Arbeit

Obwohl multiple Hinweise und Phénotypen der HCMV vermittelten Inhibition des Jak/STAT
Signalwegs seit langerem beschrieben sind (Baron & Davignon, 2008; Le Roy et al., 1999;
Miller et al., 1998), ist es bislang nicht gelungen, die verantwortlichen Gene zu identifizieren.
Zuerst wurde eine systematische Analyse von BAC-abgeleiteten Deletionsmutanten zur
Identifizierung der HCMV IFN-Antagonisten durchgefiihrt. Da viele HCMV-
Deletionsmutanten einen vergleichsweise niedrigen Virustiter aufwiesen, war ein Screening
auf Einzelzellebene unumgénglich, um infizierte und nicht infizierte Zellen unterscheiden zu
konnen. Daher wurde ein FACS-basierendes Screening-System etabliert (Diplomarbeit M.
Maywald, 2009), in dem IFN-y-induzierbare Proteine (HLA-DR oder IDO) als Marker der
IFN-Induktion und HCMV kodierte Fcy-Rezeptoren (Atalay et al., 2002; Budt et al., 2004;
Lilley et al., 2001) als Marker der HCMV-Infektion gemessen wurden. In der FACS-Analyse
kann dadurch zwischen infizierten Zellen mit blockiertem IFN-Signalweg und nicht
infizierten IFN-responsiblen Zellen eindeutig unterschieden werden, wobei ein Anteil von nur
5% infizierten Zellen zur Beurteilung der Fahigkeit der Mutante zur Regulation der IFN-
Signaltransduktion ausreicht. Die systematische Analyse von HCMV-Deletionsmutanten, die
immerhin etwa die Hilfte der Kodierungskapazitit des Virusgenoms abdecken, fiihrte jedoch
nicht zur Identifizierung von Kandidatengenen. Eine mdgliche Erklarung hierfiir liegt in der
moglichen Redundanz von immunevasiven HCMV-Proteinen, wie sie bereits bei
Antagonisten der MHC-Klasse-1 Prisentation (Halenius ef al.,, 2015) oder NK-Zell
Aktivierung detailliert beschrieben sind (Wilkinson et al., 2008). Demzufolge hitte die
Deletion eines IFN-Antagonisten in einer untersuchten Mutante aufgrund der redundanten
Wirkung anderer Gene keine oder nur geringe messbare Auswirkungen. Zusitzlich sind
Genprodukte, die von essentiellen Bereichen des Genoms kodiert werden oder Teil einer
essentiellen Transkriptionseinheit sind, von einem Screening ausgeschlossen, da sich

Deletionsmutanten nicht oder nur mit Hilfe von komplementierenden Zellen herstellen lieen.

Beide Fille verdeutlichen die Vorteile eines gain of function Ansatzes, wie sie die
funktionelle Analyse moglichst vieler HCMV-Gene innerhalb einer cDNA-Bank bietet.
Unterstrichen wird die Bedeutung der Analyse einer cDNA-Bank durch den erheblichen
Anstieg der tatsdchlich translatierten HCMV Genprodukte auf mehr als 700, die in bisherigen

genomweiten Analysen auBer Acht gelassen wurden (Stern-Ginossar ef al., 2012).
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Bereits publizierte HCMV cDNA-Banken (Ma et al., 2011; Zhang et al., 2007; Bachelorarbeit
M. Preuten, 2011) zeigen jedoch Mingel in Vollstindigkeit und Qualitit der cDNA-
Konstrukte. Zum einen fehlen Transkripte fiir bedeutende immunregulatorische HCMV-
Proteine wie beispielsweise den MHC-I Antagonisten US2, zum anderen enthalten viele
Klone nicht kodierende cDNAs (Zhang et al., 2007). AuBlerdem sind viele cDNAs entweder
5’- oder 3’-verkiirzt. Hieraus ergab sich die Notwendigkeit der Herstellung -einer
reprisentativen Expressions-cDNA-Bank zur Identifizierung der HCMV kodierten IFN-

Antagonisten.

Ziel dieser Arbeit war somit die Herstellung einer reprisentativen full length HCMV
Expressions-cDNA-Bank. In einem anschlieBenden funktionellen FACS-Screening der
cDNA-Bank lieBen sich Kandidatengene zur Inhibition des IFN Signalwegs anhand der

etablierten IFN-y induzierbaren Marker identifizieren.
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2 ERGEBNISSE

2.1 Erstellung von cDNA-Banken aus HCMV-infizierten Zellen

2.1.1 Das Gateway-System als Klonierungsprinzip

Aufgrund der streng regulierten Genexpression von Herpesviren ist es notwendig, RNA zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion zu isolieren, damit eine cDNA-Bank das HCMV-
Transkriptom moglichst vollstindig widerspiegelt. Bei der Wahl dieser Zeitpunkte wurde sich
an dem beschriebenen Verlauf der HCMV vermittelten Inhibition der Jak/STAT
Signalkaskade orientiert, um sicherzustellen, dass Transkripte der zu identifizierenden IFN-
Antagonisten exprimiert werden. Bereits 24 hpi ist eine Degradation von Jak1 feststellbar, die
sich bis zum Ende des Replikationszyklus nach 72 h fortsetzt (Le et al., 2008; Miller et al.,
1998). Dementsprechend wurde RNA von infizierten MRC-5 Zellen 24 hpi und 72 hpi zur
Herstellung der cDNA-Bank verwendet. Die immunevasive Wirkung der HCMV IFN
Antagonisten wurde groBtenteils in MRC-5 Zellen, die eine hohe Suszeptibilitit fiir HCMV
Infektionen aufweisen, beschrieben oder bestdtigt. Die Genprodukte des HCMV Laborstamms
AD169 reichen hierbei aus, um die IFN Signaltransduktion vollstindig zu inhibieren. Um
moglichtst viele HCMV Gene inklusive der ULb -Region zu erfassen, wurde zusétzlich der
HCMYV Stamm TB40/E verwendet. Die Klonierung der cDNA-Bank erfolgte zunichst mittels
Gateway-Technologie in den pDONR-Vektor. Hierdurch wurde eine einfache Subklonierung
in verschiedene Vektor-Systeme auf Basis von sequenzgesteuerter homologer Rekombination
zur spéteren funktionellen Analyse der cDNA-Bank ermdglicht. Die Gateway-Technologie
basiert auf den Prinzipien der homologen Rekombination des Bakteriophagen A (Landy,
1989). Die Rekombination findet zwischen zwei interagierenden DNA-Molekiilen mit
spezifischen att (attachment) Rekombinationsstellen statt. Die cDNA-Synthese begann mit
der Anlagerung biotinylierter Poly(T) 3’-Primer, die auch eine attB2-Sequenz enthalten, an
den mRNA-Poly(A)-Schwanz (Abb. 2.1 I). Im Idealfall fand mit Hilfe der reversen
Transkriptase (RT) eine vollstindige Synthese des ersten cDNA-Strangs bis zum 5’-Cap der
mRNA statt. Im Falle eines vorzeitigen Abbruchs der RT-Reaktion wurden die daraus
resultierenden verkiirzten cDNA/RNA Hybride per RNase I verdaut (Abb. 2.1 II). Um den

Syntheseprozess zu optimieren, wurden cDNAs mit Hilfe von 5’-cap-bindenden Antikdrpern,
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die an magnetische beads gekoppelt sind, selektioniert (Abb. 2.1 III). Dies fiihrte zu einer
deutlichen Anreicherung von full length Transkripten, die das vollstindige 5'-Ende der
jeweiligen mRNA enthalten. Nach Elution der full length cDNAs filigte eine Ligation am 5’-
Ende einen Adapter an, der sowohl eine a#tBI Rekombinationsstelle enthdlt als auch als

Primerbindestelle des zweiten Stranges der cDNA-Synthese diente (Abb. 2.1 IV).

RNA infizierter MRC-5 Fibroblasten
24 hpi (AD169) und 72 hpi (TB40/E)

I Cap - — Reverse Transkription
Y
7 P -
II CZO — — RNase-Verdau unvollstdndiger cDNAs
Cap p—
111 [ ] - ¥ Selektion von full length cDNAs mit 5 -Cap Antikdrpern
g : - gekoppelt an magnetische beads
Y
V
v = E - Synthese des zweiten Strangs
V
= = att-flankierte cDNA

Abb. 2.1: Schematische Darstellung der cDNA-Synthese

5’-Cap bindende Antikorper ermoglichen eine Anreicherung von full length cDNAs.
Detaillierte Erlduterungen finden sich im Text. Dargestellt sind RNA (blau), DNA (gelb),
Poly(A)-Primer (rote Pfeile), 5'-Adapter (blaue Pfeile), atrt Rekombinationsstellen (rote/blaue
Balken), magnetische beads (violett) und 5'-Cap bindende Antikérper (Ab). Verdndert nach
Superscript Full Length cDNA Construction Kit II (Invitrogen).

Beide integrierten a#t Rekombinationsstellen am 5'- und 3'-Ende der cDNA erlauben im
Folgenden eine Klonierung in den ebenfalls a#t Rekombinationsstellen enthaltenden
Zielvektor. Es gibt vier verschiedene a#t Rekombinationsstellen (a#tB, attP, attL und attR),
deren Sequenzen &dhnlich, aber nicht exakt gleich sind. AuBlerdem sind diese att

Rekombinationsstellen nicht palindromisch und geben somit die Orientierung der zu
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klonierenden ¢cDNA-Sequenz vor. Entsprechend reagiert beispielsweise attBI ausschlieBlich
mit attP1 und es entstehen attL ] und attR1 (Abb. 2.2). In einem ersten Rekombinationsschritt
wurde eine entry cDNA-Bank (pENTR) generiert, indem die synthetisierte cDNA in den
Zielvektor pDONR222 eingefiigt wurde. Die cDNA ersetzte hierbei das fiir ein Toxin
kodierende ccdB Gen. Dies erlaubte nach Rekombination und Transformation neben der
Expression eines Kanamycin-Resistenzgens eine zusitzliche negative Selektion in E. coli.
Das CcdB Protein interferiert mit der £.coli DNA-Gyrase und verhindert somit das Wachstum
der meisten E. coli Stimme. Bakterien, die entweder nicht-rekombinierten pDONR222 oder
das ccdB Gen enthaltende Beiprodukt aufnehmen, kénnen nicht wachsen. Das Ausplattieren
einer E.coli Verdiinnungsreihe nach Transformation der cDNA-Bank ergab einen Titer von

10* unabhingigen Klonen mit jeweils individuellen cDNA-Konstrukten.

attB1 attB2 attP1 attP2 attR1 attR?2

+ch1onase 9 ccan [
——

attB-flankierte cDNA pDONR222 pENTR cDNA-Bank Beiprodukt

Abb. 2.2: Klonierung der cDNAs mittels homologer Rekombination

Die attB-Rekombinationsstellen der cDNAs ermoglichen eine Rekombination mit den
pDONR222 attP-Rekombinationsstellen. Nach Rekombination ersetzten die cDNA
Sequenzen der pENTR cDNA-Bank das Toxin kodierende Gen ccdB. Verdndert nach
Superscript Full Length cDNA Construction Kit II (Invitrogen).

2.1.2 5’-Cap-Selektion zur Anreicherung von full length Transkripten

Um die korrekte Integration der cDNAs in den Vektor zu kontrollieren, wurde Plasmid-DNA
einzelner pENTR cDNA-Klone préipariert. Die beiden cDNA-flankierenden att
Rekombinationsstellen enthalten jeweils eine BsrGIl Restriktionsschnittstelle. Der pDONR-
Vektor besitzt eine zusitzliche BsrGI Restriktionsschnittstelle im ccdB Gen, wodurch ein
Bandenmuster von 2,5 kb, 1,4 kb und 790 bp entsteht. Nach Rekombination verbleiben
lediglich zwei BsrGI Restriktionsschnittstellen im pENTR-Vektor, falls die integrierte cDNA
keine enthélt. Die Bande bei 2,5 kb im BsrGI Restriktionsverdau der pENTR cDNA-Klone

entspricht somit dem pENTR-Riickgrat, alle weiteren Banden lassen sich den jeweils
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integrierten cDNAs zuordnen (Abb. 2.3). Anhand der Bandengrof3e der cDNA-Inserts dieser
zufdllig gewihlten Klone ldsst sich bereits eine grole Bandbreite von kurzen 600 bp cDNAs
bis hin zu 4 kb cDNAs erahnen. Insgesamt lag die Insertgrofe zellulirer cDNAs zwischen
200 bp und 6 kb. Der Nachweis langer cDNAs zeigt, dass die reverse Transkriptase auch das
5’-Ende dieser ausgedehnten Sequenzen erreicht. Nach Auswertung von 50 Einzelklonen
weist eine durch 5'-Cap Selektion hergestellte cDNA-Bank eine durchschnittliche cDNA-
Insertgrofle von 1,9 kb auf. Damit ist dieser Wert verglichen mit konventionellen HCMV
cDNA-Banken ohne 5'-Cap Selektion, deren durchschnittliche cDNA-Insertgroflen 1-1,2 kb
betragen (Ma ef al., 2011; Bachelorarbeit M. Preuten, 2011), annéhernd doppelt so hoch. Dies
deutet bereits auf eine vollstindige Klonierung der 5 -untranslatierten Regionen (5°-UTRs)

und kodierenden Sequenzen nach 5’-Cap Selektion hin.

pENTR mit cDNA-Inserts

] cDNA-Inserts

30X -— -
o 2 W e T o

4= pENTR-Riickgrat

cDNA-Inserts

BsrGI

Abb. 2.3: 5°-Cap Selektion erhoht die cDNA-Insertgrofie

Plasmid-DNA individueller cDNA-Klone wurde isoliert und nach BsrGI-Restriktionsverdau
im Agarosegel aufgetrennt. Jede Spur entspricht einem Einzelklon. Die variierenden cDNA-
Banden sind jeweils vom 2,5 kb Vektorriickgrat zu unterscheiden.

In der Tat ergab eine Sequenzierung von 50 zelluldren Transkripten eine Anreicherung von
full length cDNAs, da alle cDNAs im Gegensatz zur konventionellen cDNA-Bank
vollstindige kodierende Sequenzen enthielten. Im Vergleich mit den in der NCBI-BLAST-
Datenbank hinterlegten mRNA-Sequenzanalysen zeigten vier cDNAs ein 5’ -erweitertes (Abb.
2.4), drei weitere das exakt gleiche 5'-Ende der cDNA. Den restlichen cDNAs fehlen 3-573
bp am 5’-Ende im Vergleich mit der jeweils ldngsten publizierten cDNA (siehe Anhang Tab.
S1). Multiple Transkriptvarianten mit alternativen und verkiirzten 5’-UTRs werden jedoch in
fast jeder Genregion exprimiert, sodass Riickschliisse von der Lénge der 5'-UTRs auf den ful/
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length Gehalt der cDNA-Bank schwierig sind. Gleichwohl deuten die vollstindigen
kodierenden Sequenzen auch bei abweichenden 5°-UTRs auf einen hohen full length Gehalt
der cDNA-Bank hin.

4§)p TSSC4

==-
| D coxa

MRPS17

[ > cDNA

Abb. 2.4: 5’-Cap Selektion reichert full length cDNAs an

Plasmid-DNA zufillig gewéhlter cDNA-Einzelklone wurde am 5’-Ende sequenziert und mit
mRNA-Sequenzanalysen der NCBI-BLAST-Datenbank abgeglichen. Alle untersuchten
zelluldren Transkripte enthielten vollstindige kodierende Sequenzen (weile Pfeile). Vier
mRNAs (schraffiert) der zelluldiren Gene 7SSC4, MRPS17, YBX3 und LEMD?2 weisen ein
erweitertes 5'-Ende (rote Balken) im Vergleich zu den Sequenzen der NCBI-BLAST-
Datenbank (schwarze Pfeile) auf.

2.1.3 Detektion und Analyse von HCMYV Transkripten

Um die Qualitit der hergestellten cDNA-Bank zu {berpriifen und eine vollstindige
Repréisentation des HCMV-Transkriptoms sicherzustellen, wurden im Folgenden die HCMV-
Transkripte der cDNA-Bank ndher untersucht. Zunichst sollten HCMV-Transkripte geringer
Abundanz detektiert werden. Die HCMV-Gene UL40 und US2 weisen 24 hpi geringe
Expressionsniveaus auf (Jones & Sun, 1997; Ulbrecht et al., 2000) und eignen sich daher als
Beispiele rarer HCMV-Transkripte innerhalb einer cDNA-Bank. Hierzu wurden die cDNA-
Inserts wiederum durch einen BsrGI-Restriktionsverdau vom pDONR-Riickgrat getrennt und

US2- bzw. UL40-spezifische Banden konnten mit Hilfe von entsprechenden Sonden im
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Southern Blot detektiert werden (Abb. 2.5). Im Gegensatz zu den zuvor publizierten cDNA-
Banken (Ma et al., 2011; Zhang et al., 2007) konnten somit sowohl UL40 als auch US2
cDNAs innerhalb der cDNA-Bank nachgewiesen werden.

A ¢DNA-Bank B ¢DNA-Bank
EE
< S S <
Vektorriickgrat . .
. |
R |«
cDNA-Inserts
— ULA40 Sonde US2 Sonde

EcoRl  BsrGl
BamHI

Abb. 2.5: cDNA-Bank enthilt HCMYV Transkripte geringer Abundanz

(A) cDNA-Inserts der mock cDNA-Bank (pSMART) und der HCMV ¢cDNA-Bank (pENTR)
wurden per Restriktionsverdau vom Vektorriickgrat getrennt. (B) cDNA-Inserts wurden aus
dem Agarosegel per Southern Blot auf eine Nylonmembran {ibertragen und UL40 und US2
kodierende Transkripte wurden mit spezifischen Sonden detektiert. Pfeile markieren die
korrekte Insertgrofe.

Zur umfassenderen Analyse und zur Bestimmung des Anteils an HCMV kodierten
Transkripten innerhalb der cDNA-Bank wurde aus isolierter Virus-DNA eine DIG-markierte
Sonde hergestellt, die das gesamte HCMV Genom abdeckt. Eine Identifizierung von Klonen
mit cDNA-Konstrukten viralen Ursprungs mittels Koloniehybridisierung erwies sich aufgrund
unspezifischer Bindung der Sonde an bakterielle DNA als nicht zuverldssig (nicht gezeigte
Daten). Um trotzdem HCMV kodierte Transkripte von zelluldren Transkripten zu
unterscheiden, wurde eine Slot Blot Selektion durchgefiihrt. Hierbei lieBen sich HCMV
kodierte cDNAs von einzelnen Klonen anhand der HCMV-spezifischen Sonde detektieren
(Abb. 2.6). Pro Slot wurde Plasmid-DNA eines Klons aufgetragen, wodurch ein Slot jeweils
einem cDNA-Konstrukt entspricht. Bestétigt wurde eine Hybridisierung mit der Sonde durch
Sequenzierungen der HCMV kodierten cDNAs. Eine Uberpriifung von 50 cDNA-Klonen, die
keine Hybridisierung mit der Sonde zeigten, lieferte den Nachweis einer spezifischen und

sensitiven Bindung der Sonde, da ausschlieBlich zelluldre Transkripte nachgewiesen wurden.
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A o\\e“ & B pENTR ¢cDNA-Klone
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Abb. 2.6: Selektion HCMYV-kodierender cDNAS

Plasmid-DNA individueller cDNA-Klone wurde in Slots auf eine Nylonmembran
aufgetragen. Mit Hilfe einer DIG-markierten Sonde, die das gesamte HCMV Genom umfasst,
wurden virusspezifische cDNAs identifiziert. (A) Als Kontrollen dienten sequenzierte cDNA-
Konstrukte zelluliren und viralen Ursprungs. (B) Jeder Slot enthdlt Plasmid-DNA eines
Einzelklons der cDNA-Bank, der bei erfolgter Sonden-Hybridisierung sequenziert wurde.

Aus der Slot Blot Selektion ergibt sich der Anteil viraler cDNA-Klone, der 24 hpi bei 4,0%
und 72 hpi bei 12,0% liegt (Tab. 2.1). Insgesamt wurden auf diese Weise 2037 Klone
untersucht und es konnten 106 HCMV kodierte cDNAs identifiziert werden.

cDNA-Klone viral [%]
gesamt 2037 106 [5.2]
24hpi 1736 70 [4,0]
72hpi 301 36 [12,0]

Tab. 2.1: Anteile HCMYV kodierter Transkripte der cDNA-Bank

Die im Slot Blot identifizierten Einzelklone der cDNA-Bank wurden per Sequenzierung
hinsichtlich des viralen Ursprungs der integrierten cDNA {iberpriift. Daraus ergibt sich die
prozentuale Verteilung viraler Konstrukte der cDNA-Bank aus RNA-Proben 24 hpi und 72
hpi.

2.1.4 Reprisentatives Abbild des HCMYV Transkriptoms

Die durchschnittliche Grofle der viralen cDNA-Inserts lag vergleichbar mit der gesamten
cDNA-Bank bei 1,7 kb, wobei die hdufigsten Insertgro3en entsprechend zwischen 1 kb und 2
kb liegen (Abb. 2.7). Hierbei verdeutlicht sich erneut der Vorteil, der sich aus einer

Anreicherung von full length Transkripten nach 5’-Cap Selektion ergibt. Die kleinste HCMV

27



ERGEBNISSE

kodierte cDNA war hierbei 0,4 kb und die grofite 4,9 kb lang. Erwartungsgeméal} weisen alle
sequenzierten viralen Transkripte der cDNA-Bank einen Poly(A)-Schwanz auf. Dieser wurde

in den zuvor ermittelten Insertgrofen nicht mitgerechnet.

60 -
50 A

40

30 17

20 17

10 1 I ﬂ_ﬂ_
0-1 12 2-3 3-4 4-5

cDNA Insertgrofie [kb]

Anzahl der cDNA-Klone

Abb. 2.7: Insertgrof3en viraler Transkripte der cDNA-Bank

Haufigkeitsverteilung unterschiedlicher InsertgroBen der viralen cDNA-Konstrukte. Hierbei
wurde der Poly(A)-Schwanz nicht mitgerechnet.

Mit einem 5'-Cap und einem Poly(A)-Schwanz weisen die untersuchten cDNAs klassische
Merkmale einer mRNA auf, die sie von moglichen Klonierungs-Artefakten abgrenzen. Die
Transkripte stammen von gleichméfig tiber das Genom verteilten Genregionen, sodass die

cDNA-Bank ein repriasentatives Abbild des Transkriptoms wiedergibt (Abb. 2.8).
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Abb. 2.8: Gleichmiflige Verteilung der cDNAs im HCMYV Genom

Das HCMV Genom ist in neun Sektionen dargestellt. Markiert sind ORFs (rot), IncRNAs
(schwarz) und im Slot Blot isolierte Transkripte (schraffiert). Introns sind ausgespart. Bei
mehreren identischen Transkripten ist jeweils ein reprisentatives Transkript aufgefiihrt. Neu
identifizierte ORFs (Stern-Ginossar et al., 2012) fehlen aufgrund der Komplexitit, finden sich
aber in Tab. S2. Potentielle Poly(A)-Signale (5'-AATAAA-3") des (+)-Strangs (blaue Balken)
und des (-)-Strangs (griine Balken) sind eingefiigt.

Um erginzend zu den per Slot Bot identifizierten HCMV Transkripten einen Uberblick zu
erhalten, ob die cDNA-Bank das HCMV Transkriptom vollstindig widerspiegelt, wurden
weitere genomweite Analysen durchgefiihrt. Zur detaillierten Untersuchung der cDNA-
Banken wurden Primerpaare individueller ORFs genutzt, um mittels PCR deren
Représentation innerhalb der cDNA-Banken zu kontrollieren. Von 53 getesteten ORFs
konnten 83% als Bestandteile der cDNA-Bank nachgewiesen werden (Abb. 2.9), wodurch
sich eine angemessene Reprasentation des HCMV-Transkriptoms 24 hpi und 72 hpi andeutet.
Dem HCMV Replikationszyklus entsprechend verdndert sich das Transkriptom 72 hpi hin zu
Transkripten, deren Expression die Virion-Formation ermdglicht. Beispiele hierfiir sind am
nukledren Egress beteiligte Genprodukte (UL50), die Glykoproteine gN (UL73) und gH
(UL75) sowie Tegumentproteine (UL82). Hierbei ist zu beachten, dass die PCR-Detektion
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eines ORFs angesichts von hdufig vorkommenden polycistronischen Transkripten (siche
2.2.1) keine Aussage iiber eine Translation des betreffenden ORFs zulésst, sondern lediglich
Transkription in der jeweiligen Genregion nachweist. Lediglich neun ORFs konnten nicht
detektiert werden (RL10, ULI, RL13, ULI8, UL37, UL120, US3, US6 und US7, Abb. 9).
Aufgrund der zeitlich streng kontrollierten HCMV Genexpression und der RNA-Isolation zu
den gewdhlten Zeitpunkten war das Fehlen einzelner ORFs, wie beispielsweise des IE Gens
US3, zu erwarten. Obwohl andere IE Genprodukte, wie IE1 und IE2, Bestandteil der cDNA-
Bank sind, unterliegen diese womdoglich einem unterschiedlichen Turnover der mRNAs oder
variieren in der Abundanz. Das tatsdchliche Kodierungspotential der ORFs ULI, ULI8 und
UL120 wurde zudem aufgrund fehlender oder duBBerst schwacher Assoziation mit Ribosomen

in Frage gestellt (Stern-Ginossar et al., 2012).
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Abb. 2.9: HCMYV cDNA-Bank deckt 83% des viralen Transkriptoms ab

Die Représentation individueller Transkripte iiber das Genom verteilter ORFs oder nicht
kodierender Regionen in der cDNA-Bank wurde mit spezifischen Primern durch PCR
nachgewiesen. Unterschieden wurden pENTR-cDNAs 24 hpi und 72 hpi. Als
Positivkontrollen (ctrl) dienten Genom-Priparationen aus Virionen (US2-US6) oder BAC-
DNA.
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Insgesamt konnten somit durch PCR und Slot Blot Analyse bereits 63 klassische HCMV
ORFs und die vier IncRNAs innerhalb der cDNA-Bank bestétigt werden. Obwohl derartige
Analysen nur einen Bruchteil des tatsdchlichen ORFs der cDNA-Bank wiedergeben, konnte

ein reprisentativer Uberblick iiber das HCMV Transkriptom gewonnen werden.

Zusammenfassung (1)

Eine full length HCMV cDNA-Bank wurde hergestellt. Durch 5°-Cap Selektion der
cDNAs konnte der Anteil an full length Transkripten im Vergleich zu konventionellen
cDNA-Banken erheblich erhéht werden. Nachweise wenig abundanter HCMV
Transkripte, ein repriasentatives Profil der cDNA-GroBenverteilung inklusive viraler ~5 kb
cDNAs und eine gleichmifige Verteilung der transkribierten Genregionen spiegeln das
HCMV Transkriptom in der cDNA-Bank angemessen wider. Insgesamt werden 83% des
HCMYV Transkriptoms durch die cDNA-Bank abgedeckt.

2.2 Eigenschaften der HCMYV cDNA-Bank

2.2.1 Polycistronische cDNAs werden begrenzt durch 3 -coterminale Enden

Verglichen mit herkémmlichen HCMV ¢cDNA-Banken (Abb. 2.10 A) besitzt die cDNA-Bank
nach 5'-Cap Selektion nicht nur einen héheren Anteil an full length Transkripten (Abb. 2.4),
sondern auch eine groBere Fraktion kodierender cDNAs. Deren Anteil steigt durch 5°-Cap
Selektion von 55% auf 73,6% an (Abb. 2.10 B). Die entsprechende Reduzierung nicht
kodierender Transkripte von 45% auf 26,4% und deren Zusammensetzung wird in Kapitel

2.2.2 behandelt.
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B
ohne 5 -Cap Selektion mit 5 -Cap Selektion

nicht kodierend nicht kodierend

26,4%
45,0%

kodierend kodierend

Zhangetal., 2007

Abb. 2.10: Die meisten cDNAs besitzen Kodierungspotential

(A) Kodierungspotential einer herkdémmlichen HCMV cDNA-Bank (Zhang ef al., 2007). (B)
Die in 2.1 isolierten und sequenzierten Einzelklone der cDNA-Bank wurden hinsichtlich ihres
Kodierungspotentials untersucht. Eine ausfiihrliche Liste der genetischen Information der
jeweiligen Klone findet sich in Tab. S2 (siehe unten).

Um das Kodierungspotential der isolierten cDNA-Konstrukte einzuschitzen, wurden diese
mit den etablierten ORFs des HCMV Genoms abgeglichen (Davison ef al., 2003; Murphy et
al., 2003a). FEine ausfiihrliche Liste aller Einzelklone mit deren cDNA-Ldngen und
Kodierungspotential findet sich im Anhang (Tab. S2). In diese Analyse wurden auch die
zahlreichen kiirzlich neu identifizierten ORFs einbezogen, die das Kodierungspotential des
HCMV Genoms erheblich erweitern (Stern-Ginossar ef al., 2012). Dies ist insbesondere vor
dem Hintergrund einer cDNA-Bank von Bedeutung, da dies aufzeigt, dass nur eine
experimentelle Analyse und deren Verifizierung im Gegensatz zu sequenzvergleichenden
Computerprognosen eine Auskunft {iber die tatsdchliche GroBe des HCMV-Transkriptoms
geben kann. Um eine Unterscheidung der zuvor annotierten ORFs und den per ribosome
profiling ermittelten zusitzlichen ORFs zu ermdglichen, wird im Folgenden von klassischen
ORFs und neu identifizierten ORFs gesprochen, die teilweise vom kanonischen Startcodon

ATG abweichen.

Die kodierenden Transkripte der cDNA-Bank lassen sich zwei Klassen zuordnen:

monocistronische und polycistronische Transkripte (Abb. 2.11). Monocistronische
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Transkripte kodieren lediglich fiir einen ORF. Beispiele hierfiir sind UL84, UL55 oder US2
(Abb. 2.12). Polycistronische Transkripte sind ebenfalls auf die eukaryotische 5’-Cap
abhéngige Translation angewiesen. Ob diese Transkripte vergleichbar mit prokaryotischen
mRNAs tatsidchlich gleichzeitig fiir mehrere Proteine kodieren, ist unklar und Gegenstand
aktueller Diskussion (Ma et al., 2012; siehe auch 3.1). Dennoch enthalten sie die Sequenzen
weiterer downstream ORFs. Um auch diese downstream ORFs effizient exprimieren zu
konnen, existieren hdufig 5'-verkiirzte Versionen der polycistronischen mRNAs. Dadurch
ergeben sich aus alternativen Transkriptionsstartpunkten resultierende Transkripte mit
coterminalem 3’-Ende, die beispielsweise bei den Transkriptionseinheiten US20-18 und
UL24-23 beobachtet wurden (Abb. 2.13 A-B). Dies bestitigt die in vorherigen Analysen
ermittelten 5'- und 3"-mRNA-Enden der jeweiligen Genregionen (Guo & Huang, 1993; Stern-
Ginossar ef al., 2012; Zhang et al., 2007).

monocistronisch yrs4
UL73
UL21A4
Us2

nicht kodierend

26,4%

57,6%

polycistronisch yr16-17
UL44-40
UL51-484
UL92-94
UL140-141
US1I-10

Abb. 2.11: Polycistronische mRNAs iiberwiegen im HCMYV Transkriptom

Die kodierenden cDNAs der ¢cDNA-Bank (Tab. S2) wurden ihrem Kodierungspotential
entsprechend in monocistronische (ein ORF) und polycistronische (multiple ORFs) unterteilt.
Die Prozentangaben beziehen sich auf alle Transkripte der cDNA-Bank.

Vergleichbare mRNA Strukturen finden sich in den Transkripten zahlreicher anderer

Genregionen (Abb. 2.8; 2.11; 2.13 C; Tab. S2). Bedingt dadurch tragen einschlieBlich der
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IncRNAs (siehe 2.2.4) 81% aller mRNAs die genetische Information fiir mehrere ORFs (Tab.
S2).

A 5 -AATAAA-3

(-

1.9kb EE89, EE294, EE734, EE773,
s EE1039, EE1212, ME119

B 5 -ATTAAA-3

—

3,5kb < | EEt096, EE1292

C 5 -AATAAA-3

S

0,7kb < | EE690

Abb. 2.12: Monocistronische HCMV mRNAs

Dargestellt sind Transkripte von Einzelklonen der cDNA-Bank (schraffiert) und die jeweils
kodierten ORFs UL&84, UL55 und US2 (rot). Die Lange der Transkripte ist in kb angegeben.
Terminiert werden die mRNAs durch Poly(A)-Signale (griine Balken). Die Beschriftung am
rechten Rand entspricht der Klon-Nummer. Der jeweils erste und zweite Buchstabe der Klon-
Nummer definieren den Vektor und den Zeitpunkt der RNA-Isolation: 1. E (pENTR) oder M
(PMACE). 2. E (early, 24 hpi) oder L (late, 72 hpi).

Transkripte mit unterschiedlichen 5’-Enden werden als zeitlich reguliert beschrieben, deren
Haufigkeit im Verlauf der HCMV Infektion wvariiert. Trotzdem gibt es zeitliche
Uberschneidungen beider Transkriptklassen, wodurch diese auch innerhalb der cDNA-Bank
zu einem Zeitpunkt koexistieren konnen. Es ist nicht auszuschlieBen, dass die zuvor
erwahnten monocistronischen Transkripte ebenfalls Teile groBerer Transkriptionseinheiten
darstellen, die nicht detektiert wurden oder zu anderen Konditionen und Zeitintervallen
exprimiert werden. In der Tat ist UL84 als Teil einer UL86-84 Transkriptionseinheit 72 hpi
beschrieben (Stern-Ginossar et al., 2012). 24 hpi iiberwiegt hingegen das monocistronische

ULS84 Transkript.
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A 5 -AATAAA-3
2,7kb < | eesrs
1,0kb < | ML22

B 5 -AATAAA-3
2,3kb < | EE1401, ME138
Likb < ceso

C 5 -AATAAA-3 UL147A
2,0kb < | ML1
1,6kb < [ | EL1o7

Abb. 2.13: Coterminale 3-Enden sind verbreitet in HCMYV Transkripten

Alternative Transkriptionsstartpunkte von mRNAs der cDNA-Bank (schraffiert) ermoglichen
die Expression der jeweiligen ORFs (rot) einer Genregion bei Terminierung der Transkripte
durch ein einheitliches Poly(A)-Signal (griine Balken). Die US20-18, UL24-23 und ULI145-
132 Transkripte stellen charakteristische Beispiele eines tiblichen Transkriptionsmusters dar
(Abb. 2.11; Tab. S2)

2.2.2 Ein erweitertes Kodierungspotential des HCMV Genoms

Die bisher durchgefiihrten Untersuchungen einiger genomischer Loci haben
unterschiedlichste virale Mechanismen zur VergroBerung und Diversifizierung des
Kodierungspotentials und der transkriptionellen Regulation dieser Genregionen ergeben.
Hierzu gehoren kurze uORFs (upstream ORFs), interne ORFs und sehr kurze rORFs (<20
Aminosduren). Auch wenn einige Proteine dieser ORFs per Massenspektrometrie oder
epitopmarkiert detektiert wurden, stiitzt sich der experimentelle Nachweis einer tatséchlichen
Expression der meisten dieser ORFs ausschlieBlich auf das ribosome profiling (Stern-
Ginossar et al., 2012). Entsprechend dem 5°-Cap abhédngigen Scanning-Mechanismus der
Ribosomen in Eukaryoten, der zur Erkennung der Startcodons und Translation der ORFs
fiihrt, wiirde man auch neu identifizierte ORFs an der dem 5'-Ende am nichsten gelegenen
Position der Transkripte erwarten. Tatsdchlich weisen mit 27,4% erstaunlich viele cDNAs neu
identifizierte ORFs an dieser Position auf (Abb. 2.14 A). Neu identifizierte ORFs an der 5’-
Position von cDNAs lassen sich unterteilen in uORFs (~50-150 bp), die klassischen ORFs
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vorgelagert sind (14,2%), ORFs, die den Leserahmen klassischer ORFs nutzen, diesen aber in
5’-Richtung erweitern (3,8%) und neu identifizierte ORFs, die den einzigen ORF des
Transkripts darstellen (9,4%; Abb. 2.14 B).

A B
uORFs
nicht kodierend
neu identifizierte ORFs 14,2% ausschlieBlich neu
26,4% 27,4%  (Stern-Ginossar etal., 2012) identifizierte ORFs
9,4%
38% S -erweiterte

klassische ORFs

klassische ORFs

Abb. 2.14: Neu identifizierte ORFs an der 5 -néchstliegenden Position der cDNAs

Die kodierenden cDNAs wurden entsprechend dem ORF, der dem 5’-Ende am néchsten liegt,
unterteilt (Tab. S2). (A) Klassische ORFs wurden von neu identifizierten ORFs unterschieden
(Stern-Ginossar et al., 2012). (B) Transkripte mit neu identifizierten ORFs an der 5'-
nédchstliegenden Position enthalten uORFs upstream von klassischen ORFs (Abb. 2.15),
ausschlieBlich neu identifizierte ORFs (Abb. 2.16) oder 5 -erweiterte klassische ORFs (Abb.
2.17 A). Die Prozentangaben beziehen sich auf alle Transkripte der cDNA-Bank.

Der am besten charakterisierte HCMV uORF befindet sich upstream von UL4 (Abb. 2.15 A).
Dieser 22 Aminosduren kodierende uORF (ORFL33W, uORF?2) bestimmt die Translation von
UL4 (Alderete et al., 2001; Cao & Geballe, 1996; Degnin et al., 1993). Nach Translation von
ORFL33W arretieren die Ribosomen durch eine Blockade der Translationstermination und
verhindern eine Translation der downstream ORFs der mRNA. Durch eine suboptimale
Konsensussequenz im Umfeld des ORFL33W Startcodons ist durch leaky scanning ein
Umgehen des ersten 5'-AUG und eine Expression der downstream ORFs moglich (Cao &
Geballe, 1995). Ein oder mehrere vergleichbare uORFs befinden sich beispielsweise in
Transkripten wupstream der ORFs UL41A4-UL40, UL51-484 und UL73 (Abb. 2.15 B-D).
Interessanterweise existieren in den genannten Genregionen ebenfalls alternative
Transkriptionsstartpunkte, die den jeweiligen uORF ausschlieBen und eine Expression von

downstream Genen kontrollieren. Neben dem bereits beschriebenen UL4-5 Transkript (Abb.
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2.15 A, Klon-Nummer EE1266 & MEI106) wurde in der gleichen Genregion eine 3'-

coterminale mRNA ermittelt, die eine uORF-unabhéngige Transkription eines downstream
ORFs erlaubt (Abb. 2.15 A, EE1043). Dabei handelt es sich um einen internen ORF von ULS5,
ORFL35W.iORF1.

5 -AATAAA-3

= :—:—:F
ORFL33W(uORF2)
ORFL35W.iORF1

1,5kb | > EE1266, ME106
0,5kb [ > EE1043

5 -AATAAA-3

ORFL108C

1,3kb < | EE282, EE1414
1,2kb

<
0,7kb < EE706

| EE249

5 -AATAAA3 UL48A rORF89
—] 4 S (uEm- -
| | | B
5 -AATAAA-3 ORFL139C
o ue ORFL136C.ORF

4.9kb < | EE1223, ME73
2.1kb < EE478

rORF110 UL74A
ORFL173W

[
— === — ) i} }
| -
L
5 -AATAAA-3
FORFIOT 1ORFIOS ) roRe11y S am
rORF108
1.7kb | [ | > EL189

EL14, EL63, EL135,
0.8kb | | EL145, EL173

Abb. 2.15: uORFs upstream von klassischen HCMV ORFs

uORFs (griin) befinden sich in Transkripten der cDNA-Bank (schraffiert) upstream der
klassischen ORFs UL4-5, UL41A4-40, UL51-484 und UL73 (rot). Dargestellte uORFs sind
charakteristische Beispiele fiir die in vielen Transkripten enthaltenen uORFs (Abb. 2.14; Tab.
S2). Die UL4-5 Genregion exprimiert ein Transkript, das ausschlieBlich fiir einen neu
identifizierten ORF kodiert (blau; Abb. 2.14 B). Introns sind als Aussparungen dargestellt.
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Interne ORFs befinden sich innerhalb der klassischen ORFs. Diese liegen entweder im
Leserahmen, sodass daraus ein N-terminal-verkiirztes Genprodukt entsteht, oder auBerhalb
des Leserahmens. Beispiele fiir ersteren Fall sind der bereits erwdhnte interne ORF von ULS5
(Abb. 2.15 A) und die UL40 Genregion (Abb. 2.15 B). Durch alternative Startcodons, die
lediglich 42 Basenpaare entfernt voneinander liegen, entstehen zwei funktionell
unterschiedliche Genprodukte (UL40long & UL40short), die eine HCMV vermittelte NK-Zell
Evasion ermdglichen (Prod'homme et al., 2012; Tomasec et al., 2000; Ulbrecht et al., 2000).
Ein Transkript, das fiir das kiirzere dieser Proteine kodiert, konnte in der cDNA-Bank
nachgewiesen werden (Abb. 2.15 B, EE706). Weitere interne ORFs, deren Expression durch
eine entsprechende mRNA naheliegt, befinden sich in der Genregion von UL94. Die internen
ORFs von UL94, ORFL22IW.iORF2 und ORFL222W.iORFI (Tab. S2), befinden sich im
Gegensatz zu den zuvor erwdhnten internen ORFs nicht im Leserahmen von UL94, woraus

vollkommen neue Genprodukte resultieren wiirden.

Bemerkenswerterweise enthédlt die cDNA-Bank Transkripte, die ausschlieBlich fiir neu
identifizierte ORFs kodieren (Abb. 2.14 B). Dazu gehoren nicht nur die bereits behandelten
cDNA:s, die fiir die internen ORFs von ULS und UL94 kodieren, sondern auch Transkripte aus
intergenetischen Regionen (Abb. 2.16 A) oder antisense zu anderen kodierenden ORFs

lokalisierte Transkripte (Abb. 2.16 B; siehe auch 2.2.3).

ORFL268C  ORFL269C UL128

. ORFL270C
0,6kb <:| EE64, EE74, EL163, EL164

B 5 -AATAAA-3

- )
&=
0,6kb (I =

Abb. 2.16: ¢cDNAs mit ausschlieSlichem Kodierungspotential fiir neu identifizierte ORFs

Einige Transkripte der cDNA-Bank (schraffiert) kodieren nicht fiir klassische ORFs (rot),
sondern ausschlieBlich fiir neu identifizierte ORFs (blau; Abb. 2.14 B). Diese sind
beispielsweise zwischen ULI24 und ULI28 oder antisense zu UL102 lokalisiert. Introns sind
als Aussparungen dargestellt.
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Die intergenetische Region zwischen UL/24 und ULI28 wurde zwar lange als kodierend
angesehen, entsprechende ORFs wurden aber aufgrund mangelnder Konservierung in CMVs
anderer Spezies verworfen (Murphy et al., 2003a). Das ribosome profiling definiert kiirzere
ORFs in dieser Genregion, die durch Transkripte der cDNA-Bank abgedeckt werden (Abb.
2.16 A, EE64, EE74, EE163 & EL164).

Neben den bisher publizierten ORFs konnten in einigen Genregionen Transkripte detektiert
werden, die sich weder mit den klassischen noch mit den neu identifizierten ORFs decken.
Ein Beispiel hierfiir ist die UL36 Genregion, die fiir das anti-apoptotische VICA (viral
inhibitor of caspase-8-induced apoptosis) kodiert (Skaletskaya ef al., 2001). Der Leserahmen
von sowohl VICA als auch ein 5’-erweiterter Leserahmen (Abb. 2.14 B) mit nicht
kanonischen GTG Startcodon (ORFLI0C) wird von den cDNAs abgedeckt (Abb. 2.17 A,
EE247 & EES857). Ein 5 -verkiirztes UL36 Transkript hingegen stimmt mit keinem bisher
definierten ORF iiberein (Abb. 2.17 A, EE51). Potentielle kanonische ORFs liegen entweder
im Leserahmen (621 bp) oder auBerhalb des Leserahmens von UL36 (237 bp).

A 5 -AATAAA-3
=m:'
ORFL101C
1,7kb < [ | |  EE247,EEBST
0,9kb < < EE51
G—
B 5 -AATAAA-3 ULT11A
ORFL249C*
‘ INcRNA5.0 [ ]
3,5kb <:| [ D — EE10,EE14
1,3kb @ | EEE
3,2kb > EE834, EEB35

Abb. 2.17: Potentielle neue HCMYV ORFs

Neben Transkripten (schraffiert), die fiir klassische (rot) und neu identifizierte ORFs (orange)
kodieren enthédlt die cDNA-Bank auch 5'-verkiirzte (A) und 5 -erweiterte (B) Transkripte, die
fiir potentielle neue ORFs kodieren konnten (diinne schwarze Pfeile). ORFL249C*:
ORFL249C wurde im ribosome profiling nach Infektion mit dem HCMV-Stamm Merlin
identifiziert, ist jedoch in AD169 nicht konserviert und konnte hochstens als verkiirzte
Version exprimiert werden. Introns sind als Aussparungen dargestellt.
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Die ULI11A4-112 Genregion weist Transkription von beiden DNA-Stringen auf. Neben
ULI111A4 Transkripten und den Spleilvarianten von UL/I2 (Tab. S2; Wang et al., 2009a)
konnten in der Genregion nicht kodierende RNAs, wie das SpleiBprodukt der IncRNAS.0
(Abb. 2.17 B, EL13; siehe 2.2.4) detektiert werden. Ein weiteres Transkript enthdlt neben
weiteren kleinen potentiellen ORFs (Tab. S2) mit 1173 bp einen relativ grolen potentiellen
ORF, der in den HCMV-Stimmen konserviert ist und antisense zu ULI12 lokalisiert wire

(Abb. 2.17 B, EE10, EE14).

2.2.3 Antisense Transkription von kodierenden Genregionen

Antisense Transkripte sind eine allgegenwértige Beobachtung in Analysen von HCMV
cDNA-Banken (Ma et al., 2011; Zhang et al., 2007). ErwartungsgemiB treten auch antisense
Transkripte in dieser cDNA-Bank auf. 9,4 % aller Klone und 6,6% der nicht kodierenden
cDNAs enthalten weitreichende antisense Anteile zu kodierenden ORFs des Gegenstrangs
(Abb. 2.18). Dies entspricht deep sequencing Daten, die einen Anteil von 8,7% antisense
Transkription iiber das gesamte Genom verteilt zeigen (Gatherer ef al., 2011). Nach neuer
ORF-Definition stellt sich allerdings die Frage, ob auch antisense Transkripte
Kodierungspotential besitzen und nicht nur als Gegenstiick der sense mRNA zu betrachten
sind. Tatsdchlich kodiert ein antisense Transkript aus der ULI02 Genregion, in der sowohl
sense als auch antisense Transkripte auftreten (Zhang et al., 2007), fiir ORFL237C (Abb. 2.16
B, ME17). Das ORFL237C Genprodukt konnte per Massenspektrometrie nachgewiesen
werden (Stern-Ginossar et al., 2012). Weiteren bisher unbekannten antisense Transkripten
konnte laut ribosome profiling jedoch kein kodierendes Potential zugeordnet werden (Abb.
2.19). Das antisense Transkript der UL48 Genregion besitzt keinen potentiellen kanonischen
ORF (Abb. 2.19 A, EE704). Neu identifizierte ORFs in dieser Genregion liegen aullerhalb des
Transkripts. Die Spleivariante eines ULI15-121 antisense Transkripts (Abb. 2.19 B; siehe
auch 2.2.5; Gatherer et al., 2011) enthélt zumindest theoretisch kleine ORFs (Tab. S2), die
denen der IncRNAs dhneln (siche 2.2.4).
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IncRNAs
IncRNA1.2 (9,4%)
IncRNA2.7 (7,5%)

19,8%

antisense

kodierend

Abb. 2.18: Nicht kodierende cDNAs — IncRNAs und antisense Transkripte

Nicht kodierende cDNAs (Abb. 2.10 B) lassen sich in IncRNAs und antisense Transkripte
unterteilen.

Uberraschenderweise werden beide antisense Transkripte durch nicht kanonische Poly(A)-
Signale, die von der kanonischen Sequenz 5'-AATAAA-3" abweichen, terminiert (Abb. 2.19).
Insgesamt trifft dies auf 5,7% aller cDNAs zu. Nicht kanonische Poly(A)-Signale sind jedoch
nicht auf antisense Transkripte beschriankt, da beispielsweise das UL55 Transkript, welches
fiir das Glykoprotein gB kodiert, ebenfalls durch ein ungewdhnliches Poly(A)-Signal beendet
wird (Abb. 2.12 B).

5 -AAGAAA-3
0.6k (T e
B 5 -ATTAAA-3

3,8kb | L BT 1 [ 1 L ) wmes

Abb. 2.19: HCMYV antisense Transkripte

Antisense Orientierung von Transkripten der cDNA-Bank (schraffiert) zu klassischen ORFs
(rot). Introns sind als Aussparungen dargestellt. Nicht kanonische Poly(A)-Signale
terminieren die cDNAs (griine und blaue Balken).
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2.2.4 Nicht kodierende virale Transkripte der cDNA-Bank

Rein quantitativ stellen nicht kodierende Transkripte mit 45-65% einen Grofteil des
polyadenylierten HCMV Transkriptoms dar (Gatherer et al., 2011; Zhang et al., 2007). Zu
den vier Hauptklassen langer nicht kodierender (long non-coding, Inc) RNAs zihlen
IncRNA2.7 (beta2.7, McDonough et al., 1985), IncRNA1.2 (Hutchinson & Tocci, 1986),
IncRNA4.9 und IncRNAS.0. Allein mehr als 20% der viralen Transkription betrifft
IncRNA2.7 (Greenaway & Wilkinson, 1987; Spector, 1996). Ahnlich abundant finden sich
IncRNA2.7 (7,5%, 8 cDNAs) und IncRNA1.2 (9,4%, 10 cDNAs) in der cDNA-Bank wieder
(Abb. 2.18). Nur UL84 (7,5%, 8 cDNAs) kommt vergleichbar abundant vor (Tab. S2). Die
IncRNA4.9 konnte zwar nicht durch einen Einzelklon isoliert werden, cDNAs aus dieser
Region konnten aber durch PCR detektiert werden (Abb. 2.9). Die IncRNAS.0 gilt als stabiles
Intron, das durch Spleiflen eines groBBeren Primirtranskripts entsteht (Kulesza & Shenk, 2004;
Rawlinson & Barrell, 1993). Demzufolge ist IncRNAS5.0 aufgrund fehlender
Polyadenylierung nicht Bestandteil der cDNA-Bank. Das gespleiite 1,3 kb gro3e Produkt
konnte hingegen identifiziert werden (Abb. 2.17 B, ML13). Weitere bisher nicht bekannte
nicht kodierende Transkripte werden vom Gegenstrang transkribiert (Abb. 2.17 B, EE834 &
EE835). Vergleichbar mit der Frage nach dem Kodierungspotential von antisense
Transkripten wirft das ribosome profiling neues Licht auf die Funktion dieser abundanten
Transkriptklassen. Zahlreiche potentielle groBtenteils nicht kanonische ORFs befinden sich
auf diesen RNAs (Stern-Ginossar ef al, 2012). Im Folgenden wird der Begriff nicht

kodierend zur besseren Unterscheidung von klassischen mRNAs weiterhin verwendet.

Uberraschenderweise variiert der Anteil nicht kodierender Transkripte innerhalb von cDNA-
Banken mit oder ohne 5'-Cap Selektion der cDNAs. Wie bereits erwdhnt, liegt der Anteil
nicht kodierender cDNAs in der von Zhang et al. (2007) produzierten cDNA-Bank bei 45%
(Abb. 2.10 A). In der konventionellen pPSMART cDNA-Bank resultieren sogar 84,3% der
cDNAs aus nicht kodierenden Regionen, hauptsdchlich IncRNA2.7 und IncRNAIL.2
(Bachelorarbeit M. Preuten, 2011). Auch wenn dies das HCMV Transkriptom widerspiegelt,
ist eine einzige derart abundante Transkriptklasse fiir ein funktionelles Screening der cDNA-
Bank nicht von Nutzen. Es stellt sich aulerdem die Frage, ob die geringe cDNA-Diversitit
das gesamte Transkriptom abdecken kann. Hinzu kommt der geringe Anteil an full length
cDNAs. Beide Nachteile lassen die pPSMART cDNA-Bank im Gegensatz zur pENTR cDNA-

Bank fiir ein funktionelles Screening ungeeignet erscheinen. Nach 5'-Cap Selektion ist der
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Anteil nicht kodierender Transkripte zwar deutlich reduziert, stellt aber immer noch einen

wesentlichen Bestandteil der cDNA-Bank dar (26,4%, Abb. 2.10 B).

Insbesondere der Anteil an Transkripten der IncRNA2.7 Region sinkt von 57,1% (40 cDNAs)
auf 7,5% (8 cDNAs), der Anteil von IncRNA1.2 vergleichsweise nur von 18,6% (13 cDNAs)
auf 9,4%, (10 cDNAs). Mit spezifischen Primern lieB sich IncRNA2.7 im Uberstand der 5'-
Cap Aufreinigung nachweisen (Abb. 2.12 A). RNAs mit 5’-Cap binden den bead-gekoppelten
Antikorper und befinden sich im Verlauf der Aufreinigung im Pellet. Inwiefern die
IncRNA2.7 im Uberstand tatsichlich RNAs ohne 5°-Cap darstellen und ob diese eine
Funktion haben, bedarf weiterer Untersuchungen. Im Gegensatz zu IncRNA2.7 lie} sich
IncRNA1.2 in keiner Fraktion des Uberstands detektieren (Abb. 2.12 B), wodurch sich die

variierenden Anteile nicht kodierender Transkripte der cDNA-Bank erklaren.

A L S B
WQ r\:éQ §
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:I,QR\& 5 -Cap-Ak
template: / Uberstand Y@
)
kb
1,5 =—
1,0 — Ll <« IncRNA2.1
kb
1,0 =—
0,8 =—
0,6 —
04 —
<— IncRNA2.7

Abb. 2.20: IncRNA2.7 im Uberstand der 5'-Cap Aufreinigung

Uberstande der 5'-Cap Aufreinigung wurden mit spezifischen PCR-Primern auf die
Anwesenheit von IncRNA2.7 (A) und IncRNA1.2 (B) untersucht. BAC-DNA und Plasmid-
DNA der cDNA-Bank (24 hpi oder 72 hpi) dienen als Kontrolle.

2.2.5 Gespleifite virale Transkripte der cDNA-Bank

Spleilen von Primirtranskripten ist nicht nur im humanen Transkriptom, sondern auch bei
HCMV Transkripten zur Steigerung des Kodierungspotentials iiblich. Das HCMV Genom
enthélt 229 SpleiBdonoren und 132 SpleiBBakzeptoren, die 58 (Gatherer et al., 2011) bis 48
(Stern-Ginossar et al., 2012) der kodierenden RNAs betreffen. Aufgrund dessen wurden auch
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gespleifite Transkripte der cDNA-Bank untersucht. Die Mehrzahl der identifizierten
Spleifstellen bestétigt genomweite Analysen (Gatherer et al., 2011) und spezifische
Untersuchungen der Genregionen UL36 (Kouzarides et al., 1988), UL1114 (Kotenko et al.,
2000), ULI112 (Wang et al., 2009a; Wright & Spector, 1989) und UL122 (Stenberg et al.,
1985). Zusitzlich konnten finf SpleiBdonoren (UL52as, UL73, ULI112, ULI15-117as,
UL145-132) und zwei SpleiBakzeptoren (ULI12 und ULI15-121as), die bisher unerkannt
blieben, ermittelt werden (Tab. 2.2). Der SpleiBBakzeptor upstream von UL92 ist als
sogenannter Superakzeptor beschrieben, den 22 unterschiedliche upstream Exons nutzen
(Gatherer et al., 2011). Die Tatsache, dass UL92 und vergleichbare Gene (RL8A, UL124,
UL150A) downstream von Superakzeptoren ATG Startcodons besitzen, legt die Vermutung
untranslationierter /eader Sequenzen nahe. Gleichwohl entsteht im Fall von UL52as/UL92-94
ein potentieller neuer 5 -ORF (228 bp).

Genregion Spleilidonor Spleiltakzeptor
UL224 cagGTaaacgg cggttatcgtgtttttgc AGegt
UL36 aagGTaagecc ttttttctattctctaccAGgtg
UL52as/UL92-94 acgGTaacggt acttttccttecttttccAGgee
UL73 gggGTaagatt ttettttctccccatgacAGagg

alternativer 5’-Donor cggGTaattgg
UL92-94 cagGTgageeg acttttecttecttttccAGgee
ULIIIA ttgGTaggtca acgtagttttcctcttgtAGeaa
[RNAL.1 cagGTaggtoo cgggtttetttctettgtAGata
ULII2 acgGTgagtcc atgtgtcgtccegtetgt AGget
gegGTggectt aggagocgocggtgotesCGgtg
UL112-111Aas cagGTaggtgg ccgegtttettetcttgc AGgta
ULI15-121as acgGTaacgga tgaaacacctcacccaacAGgea
cagGTgagaaa acgttatatattgcatccAGeag
aagGTaactga tattgtagecgtgtaattt AGgtt
gtgGTaagtat cettgtgtttettgttccAGaaa
aagGTacgtgt tttttggtattattcaacAGgat
gagGTttgtac tcgtaatctaccttccacAGgge
cagGTgcggat taaccaaagaaatcacatAGgga
ULI22 gacGTaagtac tccatgggtettttctgc AGtca
acgGTacgtgt tctatttctcatgtgttt AGgee
tcgGTaagtct tgtcttcttatcaccatcAGgtg
ULI145-132 cagGTaggtta tetetegtettecttgtc AGett

Tab. 2.2: Spleifistellen der viralen Transkripte

Dargestellt sind jeweils die Exon/Intron Ubergiéinge. Beginn (GT) und Ende der Introns (AG)
sind hervorgehoben. Bisher unerkannte Splei3stellen sind fett markiert.
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Die groBe Mehrheit (99%) der eukaryotischen Spleiflstellen entspricht GT/AG
SpleiBdonor/SpleiBakzeptor-Paaren (Sheth et al., 2006). Dies gilt auch fir HCMV
Transkripte. Bisher konnte nur zwei Transkripte identifiziert werden, die von dieser Regel
abweichen (Gatherer et al., 2011; Rawlinson & Barrell, 1993). Im ersten Fall ist das GT
Dinukleotid durch GC, den hidufigsten nicht kanonischen Spleildonor (Sheth et al., 2006),
ersetzt. Im zweiten Fall variiert der SpleiBakzeptor von AG zu CG. Ein vergleichbarer nicht
kanonischer Spleiflakzeptor wird in einem UL/I2 Transkript der cDNA-Bank genutzt (Tab.
2.2). Zwei weitere Klone der cDNA-Bank (EE510, EL97) aus nicht kodierenden Regionen
weisen vermutlich artifizielle spleiBdhnliche Verkniipfungen auf und weichen an beiden
potentiellen Spleillstellen komplett von der GT/AG Regel ab. Wéhrend der reversen
Transkription kann insbesondere bei abundanten Transkripten ein template switch stattfinden,
wobei die entstehende cDNA aufgrund von repetitiven Elementen von einem RNA-femplate

zum néchsten springt (Houseley & Tollervey, 2010; Temin, 1993).

Zusammenfassung (2)

Die Analyse von cDNA Einzelklonen untermauert die kiirzlich publizierte Definition
eines erweiterten Kodierungspotentials des HCMV Genoms. Neue identifizierte ORFs
finden sich hdufig néchstliegend zum 5°-Ende der cDNA oder in Transkripten, die
ausschlieBlich fiir diese kodieren, wieder. Bisher unbeschriebene potentielle ORFs und
antisense Transkripte deuten eine noch groBere genetische Komplexitit an als bisher
bekannt. Coterminale 3’-Enden begrenzt durch ein gemeinsames Poly(A)-Signal sind in
HCMYV Transkripten weit verbreitet. Dadurch tragen 81% aller mRNAs die genetische

Information fiir mehrere ORFs.
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2.3 Expression der HCMYV c¢DNAs

2.3.1 Der lentivirale Vektor pMACE als Expressionsvektor der cDNA-Bank

Zur funktionellen Analyse der cDNA-Bank in einem Screening war eine Subklonierung in
einen Expressionsvektor erforderlich. Hierfiir wurde ein retroviraler Vektor pMACE (benannt
nach den zentralen funktionellen Elementen MIEP, attR, ccdB und EGFP) generiert. Dieser
erlaubt die Verpackung der HCMV c¢cDNA-Bank in pseudotypisierte, retrovirale Partikel, die
das Glykoprotein des Vesikuldren Stomatitis-Virus (VSV-G) in ihrer Hiille aufweisen und
damit eine effiziente Transduktion in =zahlreiche eukaryotische Zellen ermdglichen.
Ausgehend vom lentiviralen Vektor Tet-pLKO-puro, urspriinglich abgeleitet von HIV-1,
erfolgte die Herstellung von pMACE. Tet-pLKO-puro enthilt bereits die cis-aktiven
Elemente, die fiir eine Verpackung, reverse Transkription und Integration in das Genom der
transduzierten Zelle notwendig sind. In die retroviralen Sequenzen von Tet-pLKO-puro
mussten somit noch die fiir eine cDNA-Subklonierung erforderlichen att
Rekombinationsstellen sowie eine EGFP-kodierende Sequenz zur Messung der
Transduktionseffizienz eingefiigt werden. Die erfolgreiche Klonierung wurde per

Restriktionsverdau und Sequenzierung kontrolliert (Abb. 2.21).
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Abb. 2.21: Klonierung des lentiviralen Expressionsvektors pMACE

Schrittweise wurde der lentivirale Vektor Tet-pLKO-puro angepasst, um die Voraussetzungen
der cDNA Gateway-Klonierung zu erfiillen. Detaillierte Angaben finden sich im Text. Die
erfolgte Klonierung wurde durch den jeweiligen Restriktionsverdau kontrolliert. (A): 5929 bp,
1788 bp, 1045 bp (B): 3692 bp, 1920 bp, 1457 bp, 790 bp (C): 7649 bp, 2337 bp.
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Zuerst wurde die EGFP-Sequenz unter Kontrolle des SV40-Promotors in den lentiviralen
Vektor eingefiigt (Abb. 2.21 A). Die attR Rekombinationsstellen wurden zunichst hinter den
MIEP-Promotor in den pcDNA3.1-Vektor kloniert (Abb. 2.21 B) und danach in umgekehrter
Orientierung in den lentiviralen Vektor eingefiigt (Abb. 2.21 C & Abb. 2.22). Die umgekehrte
Orientierung ist erforderlich, da ansonsten der Poly(A)-Schwanz der einzufiigenden cDNA-
Sequenzen zu einem vorzeitigen Abbruch der Transkription des modifizierten lentiviralen
Genoms, die am 5’-LTR beginnt und erst mit einem Poly(A)-Signal am 3’-LTR endet, fithren

wiirde.

SV40
BsrGl MIEP Promotor

EGFP BsrGI

HIV-13 LTR

BsrGl

BsrGl AmpR

RRE Bg
HIV 5 LTR

HIV psi

Abb. 2.22: Funktionelle Elemente von pMACE

Zu den lentiviralen Elemente von pMACE gehdren der 5'-LTR, das Verpackungssignal psi,
das rev responsive element (RRE) und der 3'-LTR. Die Gateway-Rekombinationsstellen
(attR1 und attR2) flankieren das Toxin kodierende Gen ccdB. Zwei Promotoren, der SV40
Promotor und der major immediate early promoter (MIEP), kontrollieren jeweils die
Expression von EGFP und der noch zwischen die aff Rekombinationsstellen einzufiigenden
cDNA. Resistenzen sind gegen Ampicillin (AmpR) und Chloramphenicol (CmR) vorhanden.

Zwischen den aft Rekombinationsstellen befindet sich wie bereits im pDONR-Vektor ein

ccdB Gen, das erst nach Rekombination und zeitgleicher Entfernung des ccdB Gens ein
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Bakterienwachstum ermoglicht. Die Funktionalitidt des ccdB Gens wurde im Vergleich von
sensitiven (TOP10) und resistenten (ccdB Survival 2 TIY) E. coli Stimmen tiberpriift (Tab.
2.3). Wihrend nach Transformation des Kontrollplasmids pUC19 beide Stimme Kolonien
bilden, ist ein Bakterienwachstum nach Aufnahme von pMACE nur dem resistenten Stamm

moglich, da das ccdB Genprodukt ansonsten mit der E. coli DNA-Gyrase interferiert.

Vektor E. coli Stamm Transformationseffizienz
pUC19 TOP10 8,4x107

pUC19 ccdB Survival 2 TIR 1x10°

pPMACE TOP10

pMACE ccdB Survival 2 TIR 1x107

Tab. 2.3: Expression von ccdB verhindert Wachstum nicht-rekombinierter Klone

Die Plasmide pUC19 und pMACE wurden entweder in den E.coli Stamm TOP10 oder ccdB
Survival 2 TI® transformiert. Die Transformationseffizienz wurde anhand der Zahl der
Bakterienkolonien einer Verdiinnungsreihe ermittelt.

Die Uberfiihrung der cDNAs aus der pENTR ¢cDNA-Bank in den Expressionsvektor erfolgte
wiederum durch homologe Rekombination. In diesem Fall reagieren die attL
Rekombinationsstellen der pENTR cDNA-Bank mit den aftfR Rekombinationsstellen von
pMACE (Abb. 2.23). Es entstehen a#/B Rekombinationsstellen, die im lentiviralen Vektor die
cDNAs einrahmen und ein ccdB Gen enthaltendes Beiprodukt.

PENTR cDNA-Bank Expressions-cDNA-Bank Beiprodukt

Abb. 2.23: Uberfiihrung der cDNA-Bank in den Expressionsvektor pMACE

Vergleichbar mit dem ersten Rekombinationsschritt (Abb. 2.2) erfolgt eine zweite att
abhéngige Rekombination. Die attL-Rekombinationsstellen der pENTR cDNA-Bank
ermoglichen eine Rekombination mit den pMACE affR-Rekombinationsstellen. Nach
Rekombination ersetzten die cDNA Sequenzen erneut das Toxin kodierende Gen ccdB.
Verédndert nach Supercript Full Length cDNA Construction Kit II (Invitrogen).
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Nach dem Transfer der cDNA-Bank in pMACE wurden die subklonierten cDNAs erneut mit
den zuvor angewendeten Methoden analysiert. Hierbei zeigten sich vergleichbare
Eigenschaften der lentiviralen pMACE cDNA-Bank und pENTR cDNA-Bank hinsichtlich
cDNA-InsertgroBen sowie des Anteils an full length Klonen und HCMV kodierten
Transkripten (Abb. 2.24 & Tab. S2). Der Titer der pMACE cDNA-Bank entspricht mit
6,9x10* Klonen einem Vielfachen der urspriinglichen pENTR c¢DNA-Bank. Damit ist eine
vollstindige Ubertragung der urspriinglichen cDNA-Konstrukte in pMACE sichergestellt.

pPMACE mit cDNA-Inserts

cDNA-Inserts

BsrGI

Abb. 2.24: Inserts der cDNA-Bank nach Rekombination in pMACE

Plasmid-DNA individueller cDNA-Klone wurde isoliert und nach BsrGI-Restriktionsverdau
im Agarosegel aufgetrennt. Jede Spur entspricht einem Finzelklon. Die variierenden cDNA-
Banden sind jeweils vom Vektorriickgrat (5,6 kb & 2,1 kb) zu unterscheiden.

Ublicherweise besteht das lentivirale Genom aus den Genen gag, pol und env, die fiir die
Strukturproteine, Polymerase/Integrase/Protease und Oberfldchen-Glykoproteine kodieren.
Diese fiir Verpackung in virale Partikel, reverse Transkription und Integration notwendigen
Proteine fehlen in lentiviralen Vektoren und koénnen durch Ko-Transfektion von
Helferplasmiden bereitgestellt werden. Da Lentiviren einen eingeschrinkten Zelltropismus
aufweisen, erfolgt in der Regel eine Pseudotypisierung des env Gens durch Glykoproteine, in
diesem Fall VSV-G, die den Zelltropismus erweitern. Nach Ko-Transfektion der pMACE
cDNA-Bank mit Helferplasmiden konnen retrovirale Partikel aus dem Mediumiiberstand

gewonnen und zur Infektion von Zielzellen genutzt werden. Eine erfolgte Transduktion 1dsst
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sich anhand der EGFP-Expression ablesen. Der nach Transduktion bestimmte Virustiter

betrug demnach mindestens 1,2x10° IU/ml (Abb. 2.25).
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Abb. 2.25: Titerbestimmung der lentiviralen Partikel

EGFP wurde als Transduktionsmarker eingesetzt und im FACS detektiert. Aus der Zahl
EGFP" Zielzellen ergibt sich die Zahl lentiviraler Partikel. HEK293T Zellen wurden mit der
PMACE-cDNA-Bank und Helferplasmiden transfiziert. 1,2x10° RPE Zielzellen wurden mit
den lentiviralen Partikeln aus dem Zellkulturiiberstand (2 ml) der transfizierten Zellen
transduziert. Dargestellt ist ein reprdsentatives Resultat aus drei Experimenten.

Essentiell fiir eine funktionelle Analyse der transduzierten cDNA-Bank ist eine Expression
der cDNAs in den Zielzellen, die moglichst lang anhélt, sodass Effekte auf die IFN
Signaltransduktion analysiert werden konnen. Im Gegensatz zur transienten Transfektion von
Plasmiden werden lentivirale Vektoren stabil in das Genom der Zielzellen integriert. Dadurch
wird zumindest theoretisch eine cDNA-Expression auf unbegrenzte Zeit ermdglicht. Ein
weiterer Vorteil liegt in der hohen Transduktionseffizienz lentiviraler Vektoren. Durch eine
Sortierung der EGFP" Zellen im FACS lisst sich eine nahezu reine Population transduzierter

Zielzellen anreichern (Abb. 2.26).
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Abb. 2.26: Anreicherung transduzierter Zellen im FACS-Sorter

Lentiviral transduzierte RPE Zellen wurden im FACS-Sorter angereichert. Die Zunahme der
EGFP" Zellen wurde nach Rekultivierung der sortierten Zellen kontrolliert.

Der Begriff FACS (fluorescence activated cell sorting) wird im Folgenden synonym fiir
Durchflusscytometrie verwendet. Obwohl in den folgenden Experimenten hiufig
Sortierungsschritte vorausgehen, entsprechen die dargestellten Abbildungen, falls nicht anders
angegeben, Messungen am Durchflusscytometer. Abgelesen anhand der EGFP Expression in
Zellkultur ist die Transduktion der cDNA-Bank iliber mindestens drei Monate stabil. Somit
sind die zuvor angesprochenen funktionellen Analysen der cDNA-Bank iiber diesen Zeitraum

moglich. Eine lingere stabile Integration ist wahrscheinlich, wurde aber nicht getestet.

Als Expressionsnachweis der integrierten cDNAs wurde die zuvor per Slot Blot innerhalb der
pENTR-cDNA-Bank identifizierte US//-kodierende cDNA (Tab. S2, EE76) verwendet. Nach
Subklonierung in pMACE und Transduktion wurden die MHC-I Molekiile auf der
Zelloberflache durch eine Immunfiarbung mit dem monoklonalen Antikérper W6/32 per
FACS detektiert (Abb. 2.27). Mit leerem pMACE transduzierte Zellen zeigen eine
vergleichbare MHC-I Oberflachenexpression wie unbehandelte Zellen. Im Gegensatz dazu ist
nach Transduktion von US// die MHC-I Expression in 82% der Zellen aufgrund
proteasomaler Degradation deutlich reduziert. Dies zeigt, dass die antagonistische Wirkung
einzelner transduzierter cDNAs der cDNA-Bank mit dem entwickelten Expressionssystem

nachgewiesen und funktionell charakterisiert werden kann.
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Abb. 2.27: Expressionsnachweis einer transduzierten viralen cDNA

Die MHC-I Oberflichenexpression von RPE Zellen wurde im FACS detektiert. Nicht
transduzierte Zellen (ctrl) und transduzierte Zellen wurden entweder mit dem Fluoreszenz-
gekoppelten Sekundirantikorper oder mit Primar-(W6/32) und Sekundérantikorper inkubiert.
Transduziert wurde zuvor entweder mit dem pMACE-Leervektor oder mit einer fiir US11
kodierenden cDNA (Tab. S2, EE76). Prozentpunkte geben jeweils die Mengenverhéltnisse
der beiden betroffenen Quadranten wieder.

Zusammenfassung (3)

Die HCMV c¢DNA-Bank wurde in einen lentiviralen Expressionsvektor kloniert. Nach
Transduktion der cDNA-Bank erlaubt die stabile Integration der cDNAs in das Genom
der Zielzellen eine funktionelle Charakterisierung der kodierten Genprodukte und ihrer

biologischen Effekte.

53



ERGEBNISSE

2.4 Funktionelles FACS-Screening der c¢DNA-Bank nach IFN-

Antagonisten

Die zuvor erzeugte und in lentivirale Partikel verpackte cDNA-Bank sollte in Zielzellen
transduziert und im FACS auf ihre Fahigkeit, die IFN Signaltransduktion zu hemmen,
iiberpriift werden. Grundlage der FACS-Analyse ist die Verwendung von HLA-DR als
Marker fiir einen intakten IFN-y Signalweg in den verwendeten Zellen und die durch den
Vektor bereitgestellte Expression von EGFP als Marker fiir die erfolgte Transduktion. Das
IFN-y-induzierbare MHC-II Molekiil HLA-DR hat sich bereits in einem zuvor etablierten
Screening-System als geeigneter Marker erwiesen (Diplomarbeit M. Maywald, 2009). Nach
IFN-y Behandlung lésst sich die HLA-DR Expression im Vergleich zu unbehandelten Zellen
um das 20-fache induzieren. Auf dieser Basis lassen sich Zellpopulationen mit einem
unterbrochenen oder intakten IFN-y Signalweg im FACS eindeutig unterscheiden. Mit Hilfe
dieses Markers ldsst sich ebenfalls zeigen, dass eine vorausgehende HCMV Infektion eine
IFN-y induzierte Expression von HLA-DR vollstdndig inhibiert (Abb. 2.28 A). Gleiches gilt
fiir die IFN-y induzierbare IDO Expression (Abb. 2.28 B). In infizierten Zellen, die EGFP als
Marker exprimieren, ist demnach die IFN-y Signaltransduktion im Gegensatz zu nicht
infizierten Zellen unterbrochen. Eine vergleichbare Inhibition wird in transduzierten Zellen,

die IFN-antagonistische cDNAs exprimieren, erwartet.
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Abb. 2.28: Inhibition der IFN-y Signaltransduktion durch HCMV

MRC-5 Zellen wurden mock infiziert oder HCMV-GFP (AD169-GFP AUS2-11) infiziert
(MOI 0,5). HCMV-GFP exprimiert GFP als Marker der Infektion. Dargestellt sind EGFP"
infizierte Zellen. Die Behandlung mit IFN-y erfolgte ab 24 hpi mit 500 U/ml. 72 hpi wurde
die Expression von HLA-DR (A) und IDO (B) im FACS bestimmt. Die MFI der jeweiligen
Histogramme ist in der Legende angegeben.
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2.4.1 Zelllinien-Screening zur Etablierung einer IFN-induzierbaren Reporterzelllinie

Zur Identifizierung potentiell IFN-antagonistischer cDNAs ist eine FACS-Sortierung und die
damit verbundene Anreicherung der transduzierten EGFP', aber nicht IFN-responsiblen
Zellpopulationen erforderlich (Abb. 2.29). Im FACS-Sorter lassen sich die Zellpopulationen
nach IFN-y Stimulus anhand der Marker HLA-DR und EGFP trennen. EGFP-negative nicht
transduzierte Zellen und HLA-DR" Zellen, die einen intakten IFN-y Signalweg aufweisen
werden verworfen. EGFP" Zellen hingegen mit erniedrigter HLA-DR Expression deuten auf
eine mogliche IFN-antagonistische Wirkung der transduzierten cDNA hin. Diese lassen sich
nach erfolgter Sortierung rekultivieren und im Hinblick auf eine IFN-y Inhibition analysieren.
Da die iiber den lentiviralen Vektor eingebrachte cDNA ins Genom integriert wird, ergeben
sich stabile Zellpopulationen, die eventuell notwendige zusitzliche Sortierungen im FACS-
Sorter erlauben. Die Identifizierung des in den Vektor aufgenommenen Transgens der

Zellpopulationen wird durch im Vektor enthaltene Primer-Bindungsstellen ermdoglicht.
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Abb. 2.29: Prinzip des FACS-Screenings

Nach Transduktion der cDNA-Bank werden die Zellen mit I[FN-y stimuliert und anhand der
Marker EGFP und HLA-DR in repetitiven Sortierungsrunden im FACS aufgereinigt.
Detaillierte Erlduterungen finden sich im Text.

Um aufeinanderfolgende FACS-Sortierungen durchzufiihren, war zunéchst die Etablierung
einer IFN-induzierbaren Reporterzelllinie noétig. Diese sollte eine vergleichbar starke
Induktion der HLA-DR Expression wie die zuvor verwendeten Lungenfibroblasten MRC-5
aufweisen (Abb. 2.28), da sich diese als primdre Zellen nicht fiir eine zeitlich ausgedehnte

Screening-Prozedur eignen. Zu diesem Zweck wurde die IFN-y abhdngige HLA-DR
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Expression diverser Zelllinien getestet (Abb. 2.30). Hierbei zeigten einige Zelllinien auch
nach Behandlung mit IFN-y keine Expression von HLA-DR. Dazu gehdrten die Zelllinien
Jurkat (T-Zell-Lymphom), Daudi (Burkitt Lymphom), SKOV-3 (Adenokarzinom) und HuH-7
(Hepatom). Jurkat-Zellen sowie weitere hamatopoetische Tumorzelllinien exprimieren den
Transaktivator CIITA aufgrund einer epigenetischen Inaktivierung nicht (Kraiba et al., 1989;
Morimoto et al., 2004; Wetzler et al., 2003). Die B-Zelllinien 8866, 722.221 und BL-2 wiesen
bereits im unbehandelten Zustand eine hohe konstitutive HLA-DR Expression auf, aber diese
lie} sich nicht durch einen IFN-y Stimulus erhéhen. In der Zelllinie 2fTGH (Sarkom) sowie
den Monozyten-Zelllinien THP-1 und U937 ist eine deutlich erhéhte IFN-y induzierte HLA-
DR Expression zu erkennen. Allerdings wurde diese als nicht ausreichend betrachtet, um als
Grundlage fiir ein FACS-basierendes Screening zu dienen. Essentiell hierbei ist die eindeutige
Trennung von IFN-responsiblen und nicht responsiblen Zellen, die nicht gegeben ist, wenn
die jeweiligen HLA-DR-Verteilungen teilweise stark iiberlappen. Als mogliche Kandidaten,
die sich als Reporterzelllinie eignen, gelten demnach die Zelllinien ILN7 (Hautfibroblasten),
U373 (Astrocytom) und HeLa (Zervixkarzinom), die eine ausgeprigte IFN-y Antwort zeigen
(Abb. 2.30). RPE (retinal pigment epithelium) Zellen weisen im Vergleich eine noch
eindeutigere 60-fach erhohte IFN-y induzierte HLA-DR Expression mit lediglich minimalen
Uberschneidungen der IFN-responsiblen und nicht responsiblen Zellpopulationen auf (Abb.
2.30), wodurch im FACS-Screening eine klare Trennung der Zellpopulationen moglich ist.
Zusitzlich lassen sich transduzierte RPE Zellen im FACS effizient sortieren und anschlie3end
rekultivieren (Abb. 2.26). Dies gilt beispielweise nicht fiir ILN7 Zellen, die sich nach
erfolgter Sortierung im FACS nicht rekultivieren lieBen (nicht gezeigte Daten).
Praktischerweise gehoren RPE Zellen zu den wenigen produktiv mit HCMV-Laborstimmen
infizierbaren Zelllinien, obwohl die Replikationskinetik im Vergleich zu MRC-5 Zellen leicht
verzogert ist (Miceli et al., 1989; Zimmermann et al., 2014). Infolgedessen tritt auch die
Inhibition der IFN-y induzierten HLA-DR und IDO Expression leicht verspétet auf, ist jedoch
ebenso stark ausgepriagt wie in MRC-5 Zellen (Zimmermann et al., 2014). IDO, das zuvor als
hauptverantwortliches Effektormolekiil einer restringierten HCMV Infektion in RPE Zellen
beschrieben wurde (Bodaghi et al., 1999), ist somit auch in RPE Zellen den zu
identifizierenden Antagonisten der IFN-y Signaltransduktion unterworfen. Der zelluldre
Kontext in dem eine cDNA-Expression stattfindet entspricht somit am ehesten dem einer

viralen Infektion. Somit vereinen RPE Zellen die entscheidenden Kriterien einer geeigneten
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Reporterzelllinie fiir das folgende FACS-Screening nach HCMV kodierten IFN-y

Antagonisten.
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Abb. 2.30: HLA-DR als eindeutiger FACS-Marker IFN-y-sensitiver RPE Zellen

Die genannten Zelllinien wurden entweder unbehandelt oder 72 h nach Zugabe von 500 U/ml
IFN-y hinsichtlich der HLA-DR Expression im FACS untersucht.

2.4.2 Anreicherung eines Modell-IFN-Antagonisten im FACS

Das FACS-basierende Screening IFN-induzierter und transduzierter Zellen wurde durch die
Klonierung des Sendaivirus C-Proteins (SeV C) in einen lentiviralen Expressionsvektor und
die nachfolgende Analyse validiert. SeV C dient in diesem Fall als Modell-IFN-Antagonist,
der STAT1 bindet und dessen Degradation induziert (Garcin et al., 2000; Garcin et al., 2002).
Infolgedessen bleibt eine IFN-y induzierte Signaltransduktion nach Expression des C-Proteins
aus. Dies ist libertragen auf HCMV vergleichbar mit einer Expression der zu identifizierenden
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IFN-y Antagonisten. Entsprechend der zuvor etablierten FACS-Messung in RPE Zellen
wurden HLA-DR als Marker der IFN-y Signaltransduktion und EGFP als
Transduktionsmarker verwendet. Mit einem leeren lentiviralen Vektor transduzierte RPE
Zellen weisen eine vergleichbare HLA-DR Oberflichenexpression wie nicht transduzierte
Zellen auf (Abb. 2.31). Demnach interferieren eine Infektion mit lentiviralen Partikeln und
eine Integration des Vektors in das Genom nicht mit der IFN-y Signaltransduktion. Nach
Transduktion eines lentiviralen Vektors, der fiir das SeV C-Protein kodiert, ist die HLA-DR
Expression hingegen trotz IFN-y Behandlung in 90% der transduzierten Zellen deutlich
reduziert (Abb. 2.31). Auch hier wurde eine klare Trennung zwischen IFN-responsiblen und
nicht responsiblen Zellen erreicht. Demnach eignet sich das SeV C-Protein als Modell-IFN-
Antagonist, der eingesetzt werden kann, die Mdglichkeiten eines FACS-basierenden
Screenings nach IFN-y Antagonisten festzulegen. Aufbauend auf der Analyse des SeV C
Modells sollten im Folgenden die FACS-Sortierungen der transduzierten cDNA-Bank

durchgefiihrt werden, um virale cDNAs als potentielle IFN-y Antagonisten zu identifizieren.
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Abb. 2.31: SeV C-Protein als Modell-IFN-Antagonist

Nicht transduzierte und transduzierte RPE Zellen wurden ohne und mit Zugabe von 500 U/ml
IFN-vy analysiert. Lentivirale Vektorkonstrukte kodieren entweder nur fiir EGFP oder fiir SeV
C und EGFP. 72 h nach IFN-y Stimulation wurde die HLA-DR Expression im FACS
bestimmt.
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Nach Transduktion der cDNA-Bank wurde lediglich eine kleine Subpopulation erwartet, die
potentielle IFN-y Antagonisten kodieren. Die Mehrheit der transduzierten Zellen wiirde
zelluldre, aber auch virale cDNAs exprimieren, die keinerlei Einfluss auf die IFN-y
Signaltransduktion nehmen. Entsprechend wurde auch im Modellsystem eine Startpopulation
von 0,1% SeV C exprimierenden Zellen eingesetzt. Dabei ldsst sich der Anteil von SeV C
exprimierenden Zellen im Verlauf der FACS-Sortierungen anhand der EGFP Expression
messen (Abb. 2.32 A). Die verbleibenden 99,9% der Zellen wurden ebenfalls lentiviral
transduziert, exprimieren aber kein EGFP. Ausgehend von dieser Startpopulation erhdhte sich
der Anteil von SeV C exprimierenden Zellen mit jeder FACS-Sortierung der jeweiligen
Zellpopulationen mit geringer HLA-DR Expression schrittweise (Abb. 2.32 A). Innerhalb von
nur drei Sortierungsrunden wurde dabei eine 90%ige IFN-y insensitive Zellpopulation
angereichert. Aus genomischer DNA dieser Zellpopulation lieB sich per PCR die integrierte
SeV C Sequenz nachweisen (Abb. 2.26 B). Somit steht eine FACS-basierende Methode zur
Verfiigung, die es erlaubt, transduzierte Zellen, die IFN-antagonistische Proteine exprimieren,

zu isolieren und zu charakterisieren.
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Abb. 2.32: Anreicherung SeV C transduzierter Zellen durch FACS Sortierung

(A) Eine heterogene Zellpopulation mit 0,1% SeV C exprimierenden Zellen (Start) wurde im
FACS-Sorter in drei aufeinanderfolgenden Sortierungsrunden angereichert. Sortiert wurden
jeweils Zellen mit niedriger HLA-DR Expression nach vorangegangenen 72 h Behandlung
mit 250 U/ml IFN-y. Der Anteil der SeV C” Zellen wurde nach Rekultivierung der sortierten
Zellen anhand der Expression von EGFP im FACS ermittelt. (B) In transduzierten Zellen lésst
sich die SeV C Sequenz mittels PCR nachgewiesen. Die Primerbindestellen liegen im
lentiviralen Vektor und amplifizieren das klonierte Gen.
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2.4.3 Anreicherung einer IFN-insensitiven Subpopulation im FACS-Screening

Mit dem zuvor etablierten FACS-basierenden Screening sollte im Folgenden die HCMV
cDNA-Bank nach Transfektion in die Reporterzellline im Hinblick auf eine veridnderte IFN-y
induzierte HLA-DR Expression analysiert und entsprechende Zellpopulationen sortiert
werden. Da erwartet wurde, dass dies nur auf einen Bruchteil der transduzierten Zellen
zutrifft, war die Zahl der sortierten Zellen zu Beginn des Screenings relativ klein und im
FACS-Plot nicht unbedingt als eigenstindige Zellpopulation zu definieren, sondern eher als

einzelne Zellen zu erkennen (Abb. 2.33).

HLA-DR

Abb. 2.33: Sortierungsschema in Abhéngigkeit von der HLA-DR Expression

Dargestellt ist ein beispielhafter FACS-Plot wihrend der Auftrennung transduzierter (EGFP™)
und IFN-y behandelter Zellen im FACS-Sorter. Neben EGFP erfolgt die Sortierung entweder
aufgrund einer niedrigen oder hohen HLA-DR Expression 72h nach Stimulation mit 250 U/ml
IFN-y. Die gesetzten Markierungen geben den Anteil der sortierten Zellen wieder, die
rekultiviert und in anschlieBenden Sortierungsrunden weiter angereichert wurden.

Zusitzlich zu Zellpopulationen mit niedriger HLA-DR Expression wurden als Kontrolle auch
Zellpopulationen mit hoher HLA-DR Expression isoliert. Beispielsweise konnten
transduzierte cDNAs vergleichbar mit CIITA HLA-DR hochregulieren. Auflerdem sollte dies
sicherstellen, dass die Zellen durch die Screening-Prozedur nicht automatisch die Fahigkeit
einer intakten IFN-y Antwort verlieren. Die Anreicherung der sortierten Populationen wurde
jeweils nach Rekultivierung und Heranwachsen der Zellen im FACS iiberpriift. Da dies eine
gewisse Zeit ohne IFN-y im Zellkulturmedium in Anspruch nimmt, hatte die HLA-DR
Expression der Zellen wieder das Niveau nicht stimulierter Zellen erreicht. Deshalb war vor
jeder FACS-Analyse aber auch vor jeder weiteren Sortierung ein erneuter IFN-y Stimulus

notig. Eine Subpopulation, die eine iiber das IFN-y induzierte Niveau hinaus erhohte HLA-
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DR Expression aufweist, konnte auch nach zehn Sortierungsrunden nicht isoliert werden.
Jedoch ist bei Selektion von Zellen mit hoher HLA-DR Expression auch in Abwesenheit von
IFN-y HLA-DR detektierbar (Abb. 2.34). Die HLA-DR Expression war zwar schwicher als
nach IFN-y Behandlung, aber im Vergleich zu nicht behandelten Zellen deutlich erhdht. Dies
deutet auf eine konstitutiv erhohte HLA-DR Oberfldchenexpression oder einen verlangsamten
Turnover der HLA-DR Molekiile aus der vorausgegangenen Stimulation hin. Nach
Stimulation mit IFN-y erreichte die HLA-DR Expression wieder das Niveau nicht

transduzierter Zellen.

Sekundar-Ak -IFN-y +IFN-y

ctrl 1004 0 0t

Sortierungen der
Subpopulation 9x
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107 4 1074 1074
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HLA-DR

Abb. 2.34: Erhohte HLA-DR Expression in HLA-DR"*" Subpopulation

RPE Zellen (ctrl) und sortierte HLA-DR"" Subpopulationen nach der Rekultivierung wurden
hinsichtlich ihrer IFN-y induzierbaren HLA-DR Expression im FACS untersucht.
Unbehandelte und IFN-y stimulierte (72 h, 500 U/ml) Zellen wurden mit Fluoreszenz-
gekoppelten Sekundérantikdrper oder mit anti-HLA-DR Primér- und Sekundirantikrper
gefarbt.
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Bei der Selektion auf Zellen mit niedriger HLA-DR Expression hingegen war nach acht
FACS-Sortierungen eine Subpopulation detektierbar, die keine vollstindig intakte IFN-y
Signaltransduktion aufwies (Abb. 2.35). Im Gegensatz zur Sortierung des SeV C Modell-IFN-
Antagonisten waren zwar zusétzliche Sortierungsrunden notwendig, bis eine Subpopulation
mit erniedrigter HLA-DR Expression erkennbar war; aber diese Subpopulation konnte im
weiteren Verlauf des Screenings angereichert und nach 14 Sortierungsrunden nahezu

aufgereinigt werden.
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Abb. 2.35 wird fortgesetzt
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Abb. 2.35: Anreicherung einer HLA-DR" "¢ Subpopulation

Die HLA-DR Expression von RPE Zellen (ctrl) und sortierte HLA-DR™ "¢ Subpopulationen
nach Rekultivierung wurde im FACS bestimmt. 72 h nach Behandlung mit 500 U/ml IFN-y
erfolgte die Farbung mit Fluoreszenz-gekoppelten Sekunddrantikorper oder mit anti-HLA-DR
Primir- und Sekundérantikdrpern.

Trotz der Aufreinigung einer Subpopulation mit niedriger HLA-DR Expression blieb dies ein
heterogenes Gemisch transduzierter Zellen. Ob diese Zellen unterschiedliche cDNAs
integriert haben und in welchem Ausmal sie sich beziiglich des Transgens unterscheiden, war
nicht klar. Auflerdem verunreinigte nach wie vor ein kleiner Anteil IFN-y responsibler Zellen
die Population. Um Subpopulationen herzustellen, die sich einer einzigen cDNA zuordnen
lassen, wurden FACS-Einzelzellsortierungen durchgefiihrt. Die Einzelklone lieen sich wie
zuvor die gesamte Zellpopulation nach FACS-Sortierung rekultivieren und analysieren. Im
diesem Fall war es jedoch notwendig, durch letale y-Strahlung inaktivierte RPE Zellen
vorzulegen, die als bystander-Zellen das Uberleben des sortierten Einzelklons erleichtern,
sich aber nicht mehr selbst vervielfiltigen konnen. Somit wurden die bystander-Zellen nach
Expansion der Einzelklone automatisch entfernt und waren auch in der folgenden FACS-
Analyse nicht mehr als EGFP-negative Zellen detektierbar (Abb. 2.36). Alle Einzelklone

zeigten eine eingeschrinkte IFN-y induzierte HLA-DR Expression, die von Klon zu Klon
63



ERGEBNISSE

unterschiedlich stark inhibiert wird (Abb. 2.36). Aus dem Pool der cDNA-Bank kénnte somit

zehn cDNA-Klone isoliert werden, die potentielle IFN-Antagonisten exprimieren.
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Abb. 2.36: Einzelzellsortierungen der HLA-DR" "¢ Subpopulation

Zellen der 14 x sortierten HLA-DR"Y¢ Subpopulation wurden im FACS vereinzelt. Die
HLA-DR Expression der rekultivierten Einzelzell-Klone wurde 72 h nach Stimulation mit 500
U/ml IFN-y im FACS bestimmt.
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2.4.4 Stathmin-1 als potentieller Regulator des Jak/STAT Signalwegs

Nach Aufreinigung der IFN-insensitiven Subpopulation stellte sich die Frage, ob die
Genprodukte der integrierten cDNAs tatséchlich mit der Signaltransduktion interferieren oder
direkt auf den Marker HLA-DR wirken. Da auch HCMV Antagonisten der MHC-Klasse II in
der cDNA-Bank nachgewiesen wurden, wére auch eine verminderte HLA-DR Expression
beispielsweise durch die US2 vermittelte Degradation denkbar. Aufgrund dessen wurde IDO
als zusétzlicher Marker der IFN-y Signaltransduktion verwendet. Unabhingig von einer
Regulation der MHC Klasse II Molekiile induzierte IFN-y in RPE Zellen einen 9-fachen
Anstieg der intrazelluldren IDO Proteinmenge (Abb. 2.37 A). Dies war in der aufgereinigten
Subpopulation nicht der Fall. Dementsprechend ldsst sich die verminderte HLA-DR
Expression nicht auf einen direkten MHC-Klasse II Antagonisten oder eine Inhibition des
CIITA Promotors zuriickfiihren, sondern auf eine Inhibition der IFN-y Signaltransduktion.
Um festzustellen, zu welchem Zeitpunkt der Signaltransduktion sich diese Inhibition
manifestiert und welche Signalmolekiile betroffen sind, wurden Proteinlysate angefertigt.
RPE Zellen zeigten bereits zehn Minuten nach IFN-y Behandlung eine starke Tyrosin-
Phosphorylierung von STATI, die reguliert durch die negative Riickkopplung 24 Stunden
nach Stimulation zwar schwach, aber immer noch nachweisbar war (Abb. 2.37 B). Induziert
durch IFN-y war nach 24 Stunden auch ein Anstieg der IDO Proteinmenge erkennbar. Auch
die STATI1 Proteinmenge selbst war 24 Stunden nach IFN-y Behandlung erh6ht, da STAT1
zwar konstitutiv exprimiert wird, aber zudem IFN-y induzierbar ist. In Lysaten der
aufgereinigten Subpopulation war hingegen trotz [IFN-y Zugabe zu keinem Zeitpunkt Tyrosin-
phosphoryliertes STAT1 detektierbar und infolgedessen ist auch keine IDO Expression oder
ein Anstieg der STATI Expression mdglich (Abb. 2.37 B). Die Jakl (130 kDa)
Proteinmengen waren in den Ausgangszellen und den sortierten Zellen vergleichbar. Somit
liegt keine Degradation der Signalmolekiile vor. Demnach erfolgt die Inhibition vor oder bei
Phosphorylierung der STAT1 Molekiile. Allerdings ist anzumerken, dass in der sortierten
Subpopulation zuséitzliche kleinere Banden (100 kDa und insbesondere 75 kDa) stirker
erscheinen. Inwiefern diese Banden mogliche Degradationsprodukte von Jak1 darstellen oder

ob eine unspezifische Bindung des Antikorpers vorliegt, ist jedoch nicht klar.
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Abb. 2.37: Inhibition des IFN-y Signalwegs in der HLA-DR"**"*¢ Subpopulation

(A) RPE Zellen und Zellen der 14 x sortierten HLA-DR"™*" Subpopulation wurden 48h nach
Stimulation mit 500 U/ml IFN-y fixiert und permeabilisiert. Nach intrazelluldrer Farbung mit
anti-IDO Antikdrpern erfolgte die Detektion im FACS. Die MFI der jeweiligen Histogramme
ist in der Legende angegeben. (B) Die Proteinmengen der Komponenten der IFN-y
Signaltransduktion wurden im Western Blot bestimmt. RPE Zellen und Zellen der 14 x
sortierten HLA-DR™®"® Subpopulation wurden unbehandelt oder nach Inkubation mit 500
U/ml IFN-y lysiert. Die Dauer der IFN-y Behandlung betrug entweder 10 Minuten oder 24 h.
Der Nachweis von Tyrosin-phosphoryliertem STATI1, STATI, IDO, Jakl und B-Aktin
erfolgte mit spezifischen Antikorpern.

Um die cDNAs zu identifizieren, deren Genprodukte die IFN-y Signaltransduktion offenbar
beeinflussen, wurde genomische DNA der sortierten Subpopulationen und der Einzelklone
isoliert. Die integrierten cDNAs wurden per PCR amplifiziert und sequenziert. Zu Beginn des
Screenings lieBen sich aus dem Gesamtpool der transduzierten cDNAs aufgrund der
Diversitdt der cDNAs keine spezifischen Banden amplifizieren (Abb. 2.38). Dies dnderte sich
im Verlauf der Sortierungsrunden und der damit verbundenen Anreicherung von
Subpopulationen, die spezifische cDNAs integriert haben. Nach Sortierung der transduzierten
Zellen mit erhohter HLA-DR Expression lieB sich eine distinkte Bande bei 1,7 kb detektieren
(Abb. 2.38). In den sortierten Subpopulationen mit inhibiertem IFN-y Signalweg trat eine
distinkte Bande bei 1,2 kb auf. Auch alle Einzelklone haben eine cDNA der gleichen Grof3e
integriert. Daher ist davon auszugehen, dass das Genprodukt dieser ¢cDNA den IFN-y
antagonistischen Effekt vermittelt. Uberraschenderweise stellte sich nach Sequenzierung
heraus, dass beide cDNAs nicht viraler, sondern zelluldrer Herkunft sind. Die 1,7 kb grof3e

Bande entspricht PQLC2 (PQ loop repeat containing 2), einem lysosomalen Transporter
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kationischer Aminoséduren (Jezegou et al., 2012; Liu et al., 2012). Alle 1,2 kb groflen Banden
kodieren laut Sequenzierung fiir Stathmin-1, dem Produkt des STMNI Gens. Stathmin-1 ist
am besten charakterisiert als Regulator der Mikrotubuli-Polymerisation (Belmont &
Mitchison, 1996), scheint aber in diesem Fall auch eine IFN-y vermittelte Signaltransduktion

negativ zu beeinflussen.

PQLC2 Stathmin-1o

Abb. 2.38: Stathmin-1 cDNA integriert in HLA-DR™*""¢ Subpopulation

Praparationen der genomischen DNA transduzierter RPE Zellen vor oder nach FACS
Sortierungen wurden als PCR-femplate zur Bestimmung der integrierten cDNA eingesetzt.
Neben dem heterogenen cDNA-Gemisch der vollstindigen transduzierten cDNA-Bank als
Kontrolle wurden die aufgereinigten HLA-DR™® und HLA-DR"“"¢ Subpopulationen sowie
Einzelzellsortierungen untersucht. Die verwendeten PCR-Primer binden im lentiviralen
Vektor und amplifizieren die dazwischen liegende cDNA. Die PCR-Produkte wurden aus
dem Agarosegel isoliert und sequenziert. Die Pfeile ordnen den Banden die jeweiligen
Genprodukte der cDNA Sequenzen zu.

Das STMNI Gen exprimiert vier Transkriptvarianten, die fiir zwei Proteine, a und B, kodieren.
Die Transkriptvarianten 1, 2 und 3 variieren im 5°-UTR und nutzen im Vergleich zur
Transkriptvariante 4 ein alternatives flinftes Exon (Abb. 2.39). Die Transkriptvarianten 1, 2
und 3 kodieren fiir das gleiche Protein, Stathmin-1a. Die Transkriptvariante 4 kodiert fiir das
groflere Stathmin-1P. Die isolierte cDNA (die Sequenz findet sich in Abb. S1) stellt eine
bisher nicht identifizierte Transkriptvariante dar, die im Wesentlichen der Transkriptvariante
3 entspricht, sich aber durch kiirzere 5° und 3’-UTRs unterscheidet (Abb. 2.39). Trotzdem

enthélt die isolierte cDNA die vollstdndigen kodierenden Sequenzen fiir Stathmin-1a.
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Abb. 2.39: Stathmin-1 Transkriptvarianten

Die bisherigen vier Transkriptvarianten (NCBI Datenbank) und die isolierte cDNA sind
relativ zu ihrer Lage auf dem Chromosom 1 dargestellt (schraffiert). In Abhingigkeit vom
Gebrauch der jeweiligen Exons enthalten die Transkripte die kodierenden Sequenzen fiir
Stahmin-1a oder Stathmin-1p (rot). Poly(A)-Signale begrenzen die jeweiligen mRNAs (blaue
Balken). Introns sind als Aussparungen dargestellt.

Zur Validierung der IFN-y antagonistischen Wirkung von Stathmin-1 wurde die isolierte
cDNA in pIRES kloniert. In HeLa Zellen lieB sich Stathmin-1 als 17-18 kDa groes Protein
nachweisen (Abb. 2.40). Nicht transfizierte oder mit pIRES transfizierte Zellen wiesen eine
Basisexpression von Stathmin-1 auf, das ubiquitir exprimiert wurde. Mit pIRES-STMNI
transfizierte Zellen {iberexprimierten Stathmin-1 im Vergleich dazu. Bei Uberexpression von
Stathmin-1 war eine weitere 20 kDa groBe Bande detektierbar, die eine posttranslationale
Modifikation und Regulation von Stathmin-1 andeuten. Regulatorische Stathmin-1 Serin-
Hyperphosphorylierungen sind beschrieben (Cassimeris, 2002).
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Abb. 2.40: Stathmin-1 Uberexpression nach Transfektion

kDa

Die isolierte cDNA-Sequenz von Stathmin-1 wurde in pIRES kloniert. HeLa Zellen wurden
unbehandelt und 24 h nach Transfektion mit pIRES oder pIRES- STMNI lysiert. Im Western
Blot wurde die Stathmin-1 Proteinmengen mit Hilfe eines spezifischen Antikorpers bestimmt.
Als Ladekontrolle dient B-Aktin.
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Im FACS lieB3 sich eine Inhibition der IFN-y Signaltransduktion nach Transfektion erneut an
der HLA-DR Expression ablesen. EGFP diente als Transfektionsmarker. Erwartungsgemaf
zeigten nicht transfizierte und mit pIRES transfizierte Zellen eine vergleichbare IFN-y
vermittelte HLA-DR Induktion (Abb. 2.41). Bei Expression des Modell-IFN-Antagonisten
SeV C waren 91,5% der transfizierten Zellen nicht in der Lage, auf den IFN-y Stimulus zu
reagieren. Nach Uberexpression von Stathmin-1 waren dies immerhin 42,9% der
transfizierten Zellen. Eine Inhibition der IFN-y Signaltransduktion durch Stathmin-1 war
somit nachweisbar, aber im Vergleich zum SeV C-Protein schwicher ausgeprigt. Die
urspriingliche Identifizierung von Stathmin-1 als Antagonist der IFN-y Signaltransduktion im

FACS-Screening konnte somit in einem unabhingigen System bestitigt und validiert werden.
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Abb. 2.41: Stathmin-1 reduziert IFN-y induzierte HLA-DR Expression

HeLa Zellen wurden 24 h nach Transfektion mit pIRES, pIRES-STMNI oder pIRES-SeV C
mit fiir 48 h mit 500 U/ml IFN-y behandelt. Die Detektion von EGFP und HLA-DR erfolgte
im FACS.
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Zusammenfassung (4)

Die lentivirale Transduktion der cDNA-Bank erlaubt ein funktionelles Screening nach
viralen und zelluldren IFN-y Antagonisten in aufeinanderfolgenden Sortierungsrunden im
FACS. Die Oberflichenexpression von HLA-DR dient hierbei als stark induzierbarer
Marker des IFN-y Signalwegs. Als proof of principle konnte ein Modell-Antagonist der
IFN-y Signaltransduktion im FACS-Screening aufgereingt werden. Das Screening der
transduzierten cDNA-Bank fiihrte zur Identifikation von Stathmin-1 als einen neuen

potentiellen Regulator der STAT1 Aktivierung bzw. nachgeschalteter Prozesse.
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3 DISKUSSION

3.1 Einsicht in das komplexe HCMYV Transkriptom

Die Festlegung von ORFs innerhalb des HCMV Genoms war stets ein fortlaufender Prozess,
der durch Sequenzvergleiche mit klinischen Isolaten und verwandten CMVs anderer Spezies
wie Schimpansen (CCMYV), Rhesus-Makaken (RhCMV) und Maus CMV (MCMV) neue
ORFs etablierte und alte verwarf (Davison et al., 2003; Murphy et al., 2003a). Durch den
erheblichen Anstieg der potenticllen ORFs auf iiber 700 erscheint die Herausforderung,
HCMV ORFs zu definieren und deren Funktion zu untersuchen, umso komplexer (Stern-
Ginossar et al., 2012). Die Analyse einer viralen cDNA-Bank kann hierbei neue Einsichten in
das HCMV Transkriptom eréffnen. Obwohl die Kenntnis der gesamten Bandbreite der viralen
RNAs und den daraus resultierenden Proteinen essentiell fiir das molekulare Verstéindnis von
HCMV ist, sind genomweite Analysen bislang nur sehr begrenzt verfiigbar. Auffélligstes
Merkmale der untersuchten Transkripte waren alternative 5’-Startpunkte und 3’-coterminale
Enden der Transkription innerhalb einer Genregion. Die héufigste und wahrscheinlichste
Erklarung liegt in der Nutzung verschiedener Promotoren, die abhdngig von den zum
jeweiligen Replikationszeitpunkt zur Verfligung stehenden Transkriptionsfaktoren aktiviert
werden. Daraus ergibt sich ein sich dynamisch wandelndes Transkriptionsprofil, das sich auch
in early und late Transkripten der cDNA-Bank zeigt (Abb. 2.13 A; Guo & Huang, 1993;
Stern-Ginossar et al., 2012; Zhang et al., 2007). Viele weitere 5’-variierende und 3’-
coterminale Transkripte eines ORFs, aber auch ganzer Genregionen lassen auf eine
universelle Eigenschaft des HCMV Transkriptoms schlieBen, die durch die cDNA-Bank
bestitigt wird (Abb. 13 B-C; Tab. S2). Entsprechend verteilen sich 3’-coterminale
Transkripte, die denen der Genregionen UL32-30 (Ma et al., 2013), UL33-34 (Welch et al.,
1991), UL37-36 (Tenney & Colberg-Poley, 1991), UL57-54 (Smuda et al., 1997), UL83-82
(Ruger et al., 1987), UL93-99 (Wing & Huang, 1995), UL119-115 (Leatham et al., 1991),
ULI131A4-128 (Sun et al., 2010), UL139-141, UL142-145 (Qi et al., 2011), UL146-132 (Lurain
et al., 2006) und US27-28 (Welch et al., 1991) gleichen, iiber das gesamte Genom (Abb. 2.8).
Durch alternative Transkriptionsstartpunkte ergeben sich auch fiir interne ORFs kodierende
3’-coterminale Transkripte, die groBtenteils durch das ribosome profiling bestitigt wurden.

Beispiele hierfiir sind UL26 (Stamminger et al., 2002), UL34 (Biegalke et al., 2004), UL35
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(Liu & Biegalke, 2002), UL44 (Leach & Mocarski, 1989), UL117 (Qian et al., 2008) und
IRS1 (Romanowski & Shenk, 1997). Diese genetische Organisation erlaubt die Expression
von Proteinvarianten, deren Funktion durch coterminale 3'-Enden &hnlich ist, aber durch
spezifische N-terminale Enden eine Interaktion mit unterschiedlichen anderen Proteinen
zuldsst (Abb. 2.15 A-B; Prodhomme et al, 2012). Die Nutzung verschiedener
Transkriptionsstartpunkte und vermutlich alternativer Promotoren kann zum einen das
Kodierungspotential erhohen, aber auch die kontinuierliche Expression eines essentiellen
Gens im Replikationszyklus sicherstellen, die sich an eine sich verdndernde transkriptionelle
Maschinerie angepasst hat. Die Komplexitdt 3'-coterminaler Transkripte erklért sich demnach
aus der Kompaktheit des viralen Genom. Ein weiterer moglicher Nutzen 3’-coterminaler
mRNA-Strukturen ergibt sich aus Transkriptom-Analysen des Kaposi-Sarkom-Herpesvirus
(KSHV, HHV-8). Dieses ist in vielerlei Hinsicht vergleichbar mit dem HCMYV Transkriptom,
obwohl es sich um ein y-Herpesvirus handelt. Das komplexe KSHV Genom zeichnet sich
durch ein erweitertes Kodierungspotential aus, das sich aus uORFs (siche unten), internen
ORFs und ORFs mit nicht kanonischen Startcodons zusammensetzt. Ebenso treten IncRNAs,
antisense Transkripte und insbesondere weit verbreitete 3’-coterminale kodierende
Transkriptklassen diverser Genregionen auf (Arias ef al., 2014). Durch die 3’-coterminalen
Enden ergeben sich gemeinsame Bindestellen fiir miRNAs viralen Ursprungs in
intergenetischen Regionen und in 3'-ORFs verschiedener Transkriptklassen einer Genregion
(Bai et al., 2014). Dies ermoglicht eine umfassende posttranskriptionelle Feinjustierung der

KSHV Genexpression.

Die Komplexitidt des HCMV Transkriptoms duf3ert sich auch in der groBen Anzahl moglicher
kodierender ORFs, die sich auf den isolierten cDNAs wiederfinden (Abb. 2.11; Tab. S2).
Inwiefern diese ORFs tatsdchlich exprimiert werden, miissen weiterfithrende Experimente
individueller Genregionen auf Proteinebene beispielsweise durch C-terminale Epitop-
Markierungen oder Nachweise per Massenspektrometrie zeigen. Im Gegensatz zu dem hohen
Kodierungspotential ist die Zahl der mdglichen Poly(A)-Signale limitiert (Abb. 2.8). Dem
erweiterten Kodierungspotential mit mehr als 700 ORFs stehen lediglich 164 Poly(A)-Signale
(AATAAA) gegeniiber. Alternative nicht kanonische Poly(A)-Signale, wie sie auch in
humanen (Beaudoing et al., 2000; Tian et al., 2005) und KSHV Transkripten (Majerciak et
al.,, 2013) vorkommen, betreffen nur einen geringen Teil der HCMV Transkripte.

Infolgedessen ist die Nutzung des gleichen Poly(A)-Signals iiblich in vielen transkriptionellen
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Klassen und 77% (einschlielich der IncRNAs sogar 81%) aller mRNAs tragen die genetische
Information fiir mehr als nur einen ORF (Abb. 2.11; Tab. S2). Daraus ergibt sich die Frage,
ob die Haufung von polycistronischen Transkripten lediglich aus der Knappheit von Poly(A)-
Signalen entsteht oder ob sich diese auch zur Translation mehrerer ORFs von einer mRNA
eignen. In Abhingigkeit von der zelluldren Translationsmaschinerie ergibt sich grundsétzlich
eine 5 -abhingige Initiation der Translation. Abweichend davon, ergeben sich aber mogliche
Varianten dies zu umgehen und aus einem Transkript mehr als nur ein Genprodukt zu
generieren. Die alternative Nutzung von Startcodons zur Erhohung der Proteindiversitét ist fiir
diverse zelluldre und auch virale Gene, wie dem Gen der HSV Thymidinkinase, beschrieben
(Haarr et al., 1985; Liu et al., 2000; O'Donovan & Baraban, 1999). Betrachtet man HCMV,
deuten Translationsanalysen von Reportergenen und ausgewihlten Genregionen darauf hin,
dass von einem Transkript ausgehend bei nicht kanonischem Startcodon oder nicht optimaler
Kozak-Sequenz durch leaky scanning auch mehrere Proteine exprimiert werden konnen
(Stern-Ginossar et al., 2012; Tenney & Colberg-Poley, 1991). Die Nutzung nicht kanonischer
Startcodons ist hierbei hiufig eine Eigenschaft der neu definierten ORFs. Gleichwohl ist leaky
scanning auch in einem optimalen Startcodon-Kontext eingeschriankt moglich (Wang &

Rothnagel, 2004).

Kurze uORFs konnen die Translation des downstream ORFs positiv oder negativ beeinflussen
(Wang & Rothnagel, 2004; Yaman et al., 2003). Die Tatsache, dass fast 40% der humanen
mRNAs mindestens einen uORF oder ein upstream Startcodon enthalten, zeigt die Bedeutung
in der post-transkriptionellen Genregulation auf (Rogozin et al., 2001). Inklusive dem UL4
Transkript (Abb.2.15 A) weisen 14,2% der HCMV Transkripte solche 66 bp bis 156 bp
groflen uORFs auf, deren mechanistische Bedeutung fiir die Expression des downstream Gens
mit Ausnahme von UL4 ungeniigend untersucht ist. Vergleichbare uORFs upstream von
UL54 (ORFLI145C.iORF2, ORFLI145C.iORF1, ORF144C) und UL32 (rORF64) sowie ein
kurzer ORF der IncRNA2.7 (rORFY), die laut ribosome profiling exprimiert werden, knnen
entweder einen neutralen (Biegalke & Geballe, 1990) oder einen negativen Effekt (Geballe &
Mocarski, 1988) auf die Expression eines downstream Reportergens haben. Weiterfiihrende
Translationsanalysen von Reportergenen haben gezeigt, dass uORFs mit nicht kanonischen
Startcodons upsteam von US9 und ULI19 die downstream Expressionseffizienz modulieren
(Stern-Ginossar et al., 2012). Nach Translation eines kurzen ORFs und einer relativ kurzen

intercistronischen Sequenz kann die 40S Untereinheit auch mit der mRNA assoziiert bleiben
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und die Translation an einem downstream AUG reinitiieren (Jackson et al., 2012). Dies ist
sogar in bis zu vier aufeinanderfolgenden uORFs zu einem gewissen Anteil moglich (Wang &
Rothnagel, 2004). Kurze uORFs sind auch in KSHV Transkripten weit verbreitet (Arias ef al.,
2014). Ein bicistronisches KSHV Transkript, das fir ORF35 und ORF36 kodiert, enthélt zwei
uORFs, uORFI und uORF2. Wéhrend die Translation von uORF1 die Expression beider
downstream ORFs inhibiert, ermoglicht die Translation von uORF?2 erst eine Expression von
ORF36 durch Reinitiation der Ribosomen bemerkenswerterweise nach 332 Basenpaaren, die
zwischen beiden ORFs liegen (Kronstad et al., 2013; 2014). Die exakte Sequenz der uORFs
ist dabei nebensdchlich. Demnach sind die resultierenden Genprodukte der uORFs im
Gegensatz zum Mechanismus des UL4 uORF zumindest fiir die Regulation der downstream
ORFs nicht von Bedeutung. Die regulatorische Wirkung ergibt sich schon aus der Translation
der uORFs und definiert den 5’-Cap-abhéngigen bicistronischen Charakter des Transkripts.
Durch einen &hnlichen Mechanismus regulieren zwei uORFs die Zellstress-abhingige
Expression des zelluliren Gens ATF4 (Vattem & Wek, 2004). Bemerkenswerterweise finden
sich mehrere aufeinanderfolgende uORFs ebenfalls in HCMV Transkripten (Abb. 2.15 C-D).

Translation von IRES Elementen der RNA-Viren findet unabhingig vom 5'-Cap statt.
Allerdings sind IRES Strukturen auch in einigen zelluldren Transkripten mit entsprechendem
5’-Cap enthalten, wobei dem 5’-Cap eine RNA-stabilisierende Funktion zukommt (Fitzgerald
& Semler, 2009). In DNA-Viren sind identifizierte IRES Elemente eher uniiblich. Die
Expression von KSHV vFLIP (viral FLICE inhibitory protein) wird iiber ein IRES Element
bestimmt (Bieleski & Talbot, 2001; Grundhoff & Ganem, 2001; Low et al., 2001).
Bemerkenswerterweise ist diese IRES innerhalb der kodierenden Region des upstream Gens
v-Cyclin und nicht in einer 5’-UTR lokalisiert. Vergleichbar befindet sich eine potentielle
HCMV IRES, die eine Expression von ULI38 kontrolliert, upstream innerhalb von ULI36
und weist eine hohe Sekundérstruktur auf (Grainger et al., 2010). Die UL138 IRES ist el[F4G-
abhingig wie die KSHV IRES (Othman ef al., 2014) und dhnelt somit eher zelluldren IRESs
im Gegensatz zu den elF4G-unabhingigen IRES Elementen der RNA Viren. Auflerdem ist
die Translation des Epstein-Barr-Virus (EBV) EBNAI1 (EBV nuclear antigen 1) Proteins
(Isaksson et al., 2003), des y-Herpesvirus 68 Proteins MK3 (Coleman et al., 2003) sowie der
beiden Marek’s disease virus (MDV) Proteine RLORF9 (Tahiri-Alaoui et al., 2009b) und
ppl14 (Tahiri-Alaoui ef al., 2009a) reguliert durch eine IRES.
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Weitere grundsitzliche virale Strategien umfassen das ribosome shunting und das
frameshifting (Firth & Brierley, 2012). Diesbeziiglich liegen jedoch keine CMV- oder
Herpesviren-spezifischen experimentellen Analysen vor. Shunting ist im Gegensatz zur IRES
ein 5°-Cap abhidngiger Prozess, in dem die 40S Untereinheit grofere hiufig
sekundarstrukturreiche Bereiche der mRNA {iberspringt und erst dann mit der Translation
einsetzt. Bei liberlappenden ORFs ist ein frameshifting zur Expression des downstream ORFs

moglich, wie es bei Expression des HIV Gag-Pol Polyproteins auftritt.

Insgesamt unterstiitzt das Auftreten von mRNAs, die spezifisch fiir neu definierte ORFs
kodieren, die Ergebnisse von Stern-Ginossar et al. (2012) und die postulierte erweiterte
Kodierungskapazitit des HCMV Genoms. Auch wenn der Nachweis auf mRNA Ebene keine
Aussage iiber deren tatsdchliche Translation zulésst, setzen die hdufige Positionierung dieser
ORFs am 5’-Ende der mRNA (27,4%; Abb. 2.14 A) und exklusiv fiir neu identifizierte ORFs
kodierende Transkripte (9,4%, Abb. 2.14 B) zumindest die Voraussetzungen einer
Expression. Die daraus resultierende Proteinvielfalt wird zusitzlich erweitert durch
alternatives Spleilen der Primértranskripte. Insgesamt 23,6% der untersuchten Transkripte
enthielten Spleifstellen. Die Identifikation zusétzlicher Spleifistellen zeigt, dass Spleilen noch

hiufiger vorkommt als bisher angenommen (Tab. 2.2).

Einen erwartet hohen Anteil der cDNA-Bank nehmen nicht kodierende Transkripte ein. Es ist
zwar moglich, dass nicht kodierenden Transkripten keine Funktion zukommt und diese dem
Scannen der Ribosomen nach Startcodons entsprechend nur ein Hintergrundrauschen der
allgemeinen Transkription darstellen, es erscheint aber aus evolutiondrer Sicht
unwahrscheinlich. Vergleichsweise werden nur 2% des humanen Genoms zur
Proteinexpression genutzt, wihrend dem iiberwiegenden Anteil an RNAs kein
Kodierungspotential zugeschrieben wird (Birney et al., 2007). Dazu zdhlen nicht nur kleine
housekeeping RNAs wie tRNAs, rRNAs snRNAs oder snoRNAs, sondern auch IncRNAs.
Diese IncRNAs besitzen ein 5'-Cap, konnen gespleifit sein, sind polyadenyliert und dhneln
somit stark mRNAs. Ungefidhr 6700 IncRNAs sind zurzeit im humanen Genom identifiziert
(Jia et al., 2010), deren phylogenetische Konservierung fiir eine funktionelle Bedeutung
spricht (Ponjavic et al., 2007). Bekannte IncRNA Funktionen umfassen die Regulation von
Transkriptionsfaktoren (Martianov et al., 2007) und epigenetische Modifikationen (Rinn et
al., 2007). Nicht kodierende RNAs fungieren auch als scaffold in verschiedenen nukledren

Strukturen, die die Akkumulation spezifischer Proteine kontrollieren (Mao et al., 2011;
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Shevtsov & Dundr, 2011). In 40% der zelluliren IncRNAs wurden Verdnderungen im
Expressionsniveau nach Infektionen von Maus-adaptierten SARS-Coronaviren und
Influenzaviren beobachtet, die dem Expressionsprofil nach IFN- Behandlung dhneln (Peng
et al., 2010). Dies deutet auf eine mogliche Rolle bei der Immunantwort hin. Insofern wére
eine Kompetition der HCMV IncRNAs mit den zelluliren IncRNAs insbesondere in

Anbetracht ihrer Abundanz vorstellbar.

Am Beispiel der IncRNA2.7 soll die Schwierigkeit erldutert werden, die Funktion von
IncRNAs aufzukldren. Einem hohen Selektionsdruck entsprechend ist die IncRNA2.7
Sequenz nicht nur in HCMV Laborstimmen, sondern auch in klinischen Isolaten hoch
konserviert (>99%; McSharry et al., 2003). Eine Publikation beschreibt die IncRNA2.7 als
einen Inhibitor der Mitochondrien-vermittelten Apoptose (Reeves et al., 2007). Aufgrund
ihrer Abundanz konnten solche RNAs einen hohen Sittigungsgrad der Mitochondrien
erreichen. AufBlerdem wire eine schnelle Wirkung ohne vorausgehende Translation
sichergestellt. Im Gegensatz zu einer Funktion auf RNA-Ebene, aber in Ubereinstimmung mit
der Assoziation von IncRNA2.7 mit Polysomen (Lord et al., 1989), werden viele kurze ORFs
postuliert, von denen zwei per Massenspektrometrie nachgewiesen werden konnten (Stern-
Ginossar et al., 2012). Widersprechende Daten stellen eine Ribosomen Belegung von
IncRNAs fest, die denen von klassischen nicht kodierenden RNAs, wie snRNAs, snoRNAs,
miRNA Vorldufern und 5°-UTRs, entspricht (Guttman et al., 2013). Jedoch zeigen die
Ribosomen footprints von IncRNAs auch weitere Markenzeichen der Translation, wie eine
Koprizipitation mit 80S Ribosomen und eine Reaktion auf Inhibitoren der
Translationselongation, die sich von nicht-ribosomalen RNA-Protein Komplexen auf
klassischen nicht kodierenden RNAs unterscheidet (Ingolia et al., 2014). In dem Fall konnte
die Expression jedoch nur von dem mit einem 5’'-Cap ausgestatteten Anteils der IncRNA2.7
erfolgen (Abb.2.20). Derartige sehr kleine Proteine sind zwar ungewdhnlich, aber auch von
den Drosophila pri und scl RNAs, die zuvor als nicht kodierend angesehen wurden, werden
lediglich 11 bis 32 Aminosduren grofle Genprodukte exprimiert, denen eine entscheidende
Bedeutung in der Embryogenese und der Muskelkontraktion zukommt (Galindo et al., 2007;
Kondo et al., 2007; Magny et al., 2013). Bezeichnenderweise sind die Zahl kleiner Peptide
und deren charakterisierte Funktionen stindig ansteigend (Andrews & Rothnagel, 2014;
Ladoukakis et al., 2011). Auch KSHV Transkripte, die zuvor als nicht kodierend bezeichnet

wurden, zeigen im ribosome profiling vergleichbar mit den HCMV IncRNAs eine Translation
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von Peptiden kleiner als 100 Aminosduren (Arias et al., 2014). Die Frage, ob diese sehr
kleinen Proteine eine Funktion haben oder eine rasche Degradation eintritt, ist gegenwértig
offen. Gleichwohl wiirde dies das immunologische Repertoire der infizierten Zellen
verdndern, da MHC-I gebundene Peptide mit groBerer Effizienz aus schnell degradierten
Polypeptiden generiert werden (Yewdell, 2011). In der Tat lieB sich die Aktivierung von T-
Zellen HCMV-positiver Donoren nach Stimulation mit Peptiden der IncRNA2.7 nachweisen
(Ingolia et al., 2014). Dies zeigt die natiirliche Exposition mit diesen Translationsprodukten
nach HCMV Infektion. Aullerdem kann iiber eine Rolle dieser Polypeptide in der Regulation
der mRNA Stabilitdt durch nonsense mediated decay (Schoenberg & Maquat, 2012) oder als

Proto-Proteine in der Evolution neuer Proteine spekuliert werden (Carvunis et al., 2012).

Falls tatsdchlich keine Proteine kodiert werden, bedeutet dies nicht, dass diesen RNAs keine
Funktion zukommt. Einige Viren haben RNA-basierende Immunevasionsstrategien
entwickelt, die PKR und den IFN-Signalweg inhibieren. Adenovirus VA RNAs und EBV
EBER RNAs sind kleine nicht kodierende, allerdings auch nicht polyadenylierte RNAs, die
eine PKR Aktivierung verhindern (Burgert et al., 2002; Clemens et al., 1994). Eine
regulatorische Funktion der iiberwiegenden nicht kodierenden RNAs von HCMYV hinsichtlich
einer Aktivierung des IFN-o oder IFN-y Signalwegs konnte jedoch nicht festgestellt werden
(Masterarbeit M. Preuten, 2013; unpublizierte Beobachtungen A. Zimmermann, HHU
Diisseldorf). Weitere virale RNAs, deren Funktion auf Transkript-Ebene liegt, sind HSV-1
LAT (Perng et al., 2000) und KSHV PAN (Rossetto & Pari, 2014). Drei oriLyt assoziierte
nicht kodierende HCMV RNAs, SRT (smallest replicator transcript), vVRNA-1 und vRNA-2,
sind aufgrund fehlender Polyadenylierung nicht Bestandteil der cDNA-Bank (Huang et al.,
1996; Prichard et al., 1998). Die IncRNA4.9 zeigt eine Interaktion mit den Chromatin
remodellierenden Komponenten des PRC2 (polycomb repression complex 2) Systems und
der MIEP Region in CD14" Monozyten (Rossetto et al., 2013). Auf diese Weise konnte

IncRNA4.9 vermutlich die Genexpression wihrend der Latenz steuern.

Eine Sonderstellung nimmt das ULI44-145 Transkript ein, da es kodierende und nicht
kodierende Eigenschaften vereint. Zwischen den funktionellen ORFs ULI/44 und ULI45
(Poole et al., 2006; Stern-Ginossar et al., 2012) enthidlt das Transkript ein miRNA decay
element (miRDE), das sequenzspezifisch die Degradation der zelluldiren miRNAs miR-17 und
miR-20a einleitet (Lee ef al., 2013). Die Degradation dieser miRNAs beschleunigt die Virus
Produktion. Vergleichbare miR-27 degradierende miRDEs bestehen in der HSUR1 RNA von
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Herpesvirus saimiri (Cazalla ef al., 2010) und im MCMV m169 Transkript (Libri et al., 2012;
Marcinowski et al., 2012).

Eine zweite Klasse nicht kodierender Transkripte, die antisense Transkripte, sind weit
verbreitet im humanen Transkriptom, aber auch in viralen Transkriptomen, wie dem von HSV
(Chen et al., 2004; Kozak & Roizman, 1975; Zhang et al., 2006). Auch im HCMV Genom ist
die Transkription in antisense Orientierung in den meisten Genregionen {iiblich (Gatherer et
al., 2011; Ma et al., 2011; Zhang et al., 2007). Uber eine Funktion der HCMV antisense
Transkripten kann nur gemutmallt werden. Die offensichtlichste Funktion liegt in der
Regulation der semse Gegenstiicke. Dies kann auf transkriptioneller Ebene durch
transkriptionelle Interferenz oder remodeling des Chromatins und posttranskriptionell durch
eine verdnderte RNA Prozessierung oder eine eingeschrinkte Translation erfolgen (Wight &
Werner, 2013). Interessanterweise kann die Bindung von antisense RNA auch zur Stabilitét
von mRNA beitragen, indem die transiente RNA-Duplex eine Degradation durch RNasen
verhindert (Faghihi et al., 2008) oder Bindestellen fiir miRNAs maskiert werden (Faghihi et
al., 2010). Letzteres ist beispielweise bei IFN-ol mRNA der Fall und erhoht die IFN-al
Protein Produktion (Kimura et al., 2013). Einige antisense Transkripte konnten auch als
Vorldufer von miRNAs dienen. HCMV exprimiert 13 im Genom verteilte pre-miRNAs, die in
24 maturen miRNAs resultieren und regulierend auf zelluldre und virale Ziel-mRNAs wirken
(Hook et al., 2014). Keines der antisense Transkripte der cDNA-Bank entspricht jedoch den
bisher identifizierten miRNAs.

Eine extensive Uberlappung von kodierenden RNAs wird als uniiblich betrachtet. Die
Identifizierung des proteinkodierenden ULI50A4, der komplett antisense zu UL150 lokalisiert
ist (Gatherer et al., 2011) und die ribosome profiling Daten (Stern-Ginossar et al., 2012)
hinterfragen dies. LUNA (latency unique natural antigen), dem Genprodukt eines Latenz-
assoziierten UL8I-82 antisense Transkripts des ULS82 Gens, das fiir das Tegumentprotein
pp71 kodiert, wird eine Rolle in der Etablierung der Latenz und der Reaktivierung zugeordnet
(Bego et al., 2005; Keyes et al., 2012). Betrachtet man die antisense Transkripte der cDNA-
Bank, erscheint abhéngig vom Transkript sowohl die Regulation der sense RNA (Tab. S2,
EE704, ML28) oder eine unabhingige Expression neuer ORFs (Tab. S2, ME17, EE10, EE14)
moglich. Vergleichbar mit HCMV besteht das KSHV Transkriptom aus vielen iiberlappenden

sense-antisense RNA-Paaren. Zwei antisense KSHV Transkripte des RTA Gens regulieren
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nicht die RTA Genexpression, sondern kodieren kleine Oligopeptide mit 17-48 Aminosaduren

(Xu & Ganem, 2010).

Auffilligstes Merkmal der cDNA-Bank von Zhang et al. (2007) ist der mit 55% sehr hohe
Anteil von Transkripten in antisense Orientierung zu kodierenden Regionen im Vergleich zu
lediglich 6,6% in der 5'-Cap selektionierten cDNA-Bank. Generell weisen antisense
Transkripte ein 5'-Cap und eine Polyadenylierung auf (Wight & Werner, 2013), jedoch gibt
es Poly(A)-negative Ausnahmen (Kiyosawa et al., 2005). Tatsichlich ist in einigen antisense
Transkripten von Zhang et al. (2007), die an einem genomischen Poly(A)-Trakt enden, das
3’-Ende der Transkripte ungewiss. Zudem resultieren die hohen Werte von antisense
Transkripten aus veralteten ORF Definitionen. Beispielsweise werden UL3 und ULI2 nicht
mehr als funktionelle ORFs angesehen. Dementsprechend wiirden UL3as-UL4-6, ULI2as-
ULI13 und weitere Transkripte nicht mehr in diese Kategorie fallen. Auch IncRNA2.7 und
IncRNA1.2 Transkripte wurden aufgrund ihrer Orientierung zu den veralteten ORF
Definitionen von RL2-3 und RLS als antisense gekennzeichnet. Dementsprechend sind 48%
der von Zhang et al. (2007) als antisense beschriebenen Transkripte nicht gegeniiber einem
kodierenden ORF lokalisiert. Von vielen dieser antisense Transkripte (24%) konnte auch
keine sense RNA ermittelt werden, sodass die antisense Orientierung als bevorzugte
Transkriptionsrichtung angesehen werden muss. Auflerdem ist bei einem kompakten Genom,
wie dem von HCMV, eine Uberlappung an 5” oder 3"-UTRs der Transkripte unausweichlich,
aber nicht zwangsliufig antisense im Sinne der zuvor beschriebenen regulatorischen
Funktionen hinsichtlich des sense Gens. Beispielsweise ist in dem UL72as-UL73 Transkript
der cDNA-Bank der UL72as Anteil des Transkripts eher als 5'-UTR oder als regulatorisches
Element des downstream ORFs UL73 zu sehen (Abb. 2.15 D; EL189). Bei Bertiicksichtigung
solcher kodierender antisense Transkripte entspricht der antisense Anteil der cDNA-Bank mit
27% tatsédchlich ziemlich genau dem oben beschriebenen korrigierten Wert von Zhang et al.

(2007).

3.2 Die cDNA-Bank als Instrument zur Entschliisselung von HCMV

Genfunktionen

Als Resultat der HCMV Transkript-Komplexitit ist die Gen-Funktionszuordnung durch die

Analyse von Deletionsmutanten erschwert. Hiufig ist bei Deletionen des HCMV Genoms
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nicht nur ein ORF betroffen und es ist eine groBere Aufmerksamkeit bei der gezielten
Konstruktion dieser Deletionen vonndten. Deshalb erscheint fiir genomweite Studien ein gain
of function Ansatz sinnvoller. Die relativ gro3e Anzahl von knockout oder knockdown Studien
im Vergleich zu gain of function Ansétzen zur Identifikation der Funktion von HCMV Genen
spiegelt sich auch in der Schwierigkeit wider, verldsslich full length Transkripte zu klonieren.
Die 5’-Selektion der cDNAs und die Klonierung mit Hilfe der Gateway Technologie umgeht
dieses Problem. Im Gegensatz zu herkdmmlichen Methoden der cDNA-Bank Produktion
werden ausschlieBlich full length Klone hergestellt (Abb. 2.4). Neben den untersuchten
zelluldren Transkripten der cDNA-Bank bestitigen Northern Blot Analysen isolierter RNA
aus infizierten MRC-5 Zellen die korrekte GroBe der cDNAs (Bachelorarbeit Nadine Miiller,
2015). Untersucht wurden mRNAs aus den Genregionen UL33-34, UL36, UL40-44, UL91-95
und US78-20 mit Sonden, die vor dem jeweiligen Poly(A)-Signal binden. Dabei konnten
mRNAs in den entsprechenden Gréf8en der cDNA Konstrukte mit Ausnahme der 0,9 kb UL36
cDNA identifiziert werden. Zusdtzliche mRNAs, die in der Lange von den isolierten
Einzelklonen abweichen, deuten eine noch groBere Komplexitit an. Die variierenden
Transkriptldngen in einzelnen Genregionen sind somit nicht als Artefakte der cDNA-Synthese
zu werten, sondern entspringen alternativen Startpunkten der Transkription oder dem
SpleiBen. Die Gateway Rekombination erlaubt eine effiziente und schnelle Uberfiihrung der
cDNA-Bank in andere Vektoren (Abb. 2.24; Hartley et al., 2000), die alternative Screening
oder Analysemethoden erlauben. Beispielsweise existiert eine Reihe von Gateway-
kompatiblen Vektoren, die den Austausch von Promotoren und Selektionsmarkern
ermoglichen (Campeau et al., 2009). In diesem Fall erforderte die Zeitspanne des FACS-
basierenden Screenings eine stabil anhaltende Expression der cDNA-Bank. Lentivirale
Vektoren und Partikel haben sich als effiziente Transportmittel fiir Transgene in
verschiedenste Zelltypen erwiesen (Matrai et al., 2010). Der hergestellte pMACE Vektor
enthdlt die lentiviralen Elemente, um eine optimale Virus Produktion und Transgen

Expression in den Zielzellen sicherzustellen.

Der HCMV MIEP Promotor im lentiviralen Vektor sichert eine starke konstitutive Expression
des Transgens. Abhingig vom Transgen oder der Zelllinie kann die Promotorstirke jedoch
variieren (Qin et al., 2010; Skalamera et al., 2011). In RPE Zellen ist eine ausreichend starke
Expression der transduzierten cDNAs sichergestellt (Abb. 2.27). Als Alternative bietet sich

der EFla Promotor an, der sich fiir cDNA-Banken und verschiedenste Transgene als stabiler
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langzeitaktiver Promotor erwiesen hat, jedoch im Vergleich zum MIEP in einigen Zelllinien
eine schwichere Expression des Transgens zur Folge hat (Mao ef al., 2008; Skalamera et al.,
2011). Eine Subklonierung der cDNA-Bank in einen entsprechend modifizierten lentiviralen

Vektor ist mittels Gateway problemlos moglich.

Die Liange der HCMV Transkripte liegt in der Mehrheit zwischen 1 kb und 4 kb (Abb. 2.7),
aber auch 10 kb Transkripte konnen produziert werden (Ma et al., 2012; Wing & Huang,
1995). Es stellt sich die Frage, inwiefern stark vom natiirlichen lentiviralen Genom
abweichende cDNA-Vektor Konstrukte erfolgreich in lentivirale Partikel verpackt werden
konnen. Bis zu einer Insertgrofle von 3,5 kb konnte kein groBenabhéngiger Unterschied im
Virustiter ermittelt werden (Skalamera et al., 2011). Bei groBeren Inserts féllt der virale Titer
mit steigender Vektorlinge (Kumar et al.,, 2001). Es existiert aber kein absolutes
Verpackungslimit. Selbst eine provirale RNA von 17,5 kb wurde verpackt. Der pMACE
Vektor (7,7 kb) bietet somit Platz fiir anndhernd 10 kb cDNA. Betroffen von einem
vermutlich geringeren Virustiter wéren lediglich 7,5% der viralen Konstrukte (Tab. S2).
Neben der InsertgroBe ist der Virustiter auch abhidngig von den eingefiigten kodierenden
Sequenzen. Betrachtet man humane Gene, betrifft dies in der Regel mitochondriale Proteine
oder Genprodukte, die mit Apoptose in Verbindung gebracht werden (Skalamera et al., 2012).
Jedoch kann auch eine Uberexpression unter Umstéinden cytotoxisch wirken, selbst wenn das
Genprodukt per se nicht cytotoxisch ist. Eine durch Uberexpression induzierte Cytotoxizitit
betrifft hdufig Gene, die unter normalen Umstdnden konstitutiv exprimiert werden (Vavouri et
al., 2009). Dies spricht flir eine cytotoxische Wirkung der Gendosierung und gegen eine
intrinsische Cytotoxizitdt. Vergleichbar scheint das MCMV Genprodukt von M27 bei
Uberexpression eine cytotoxische Wirkung zu haben (persdnliche Kommunikation M.
Trilling, Universitidt Duisburg-Essen), weist im Replikationsverlauf jedoch eine durchgéngige
Expression auf (Zimmermann et al., 2005). Es ist nicht auszuschlieBen, dass aufgrund einer
derartigen Cytotoxizitdt im FACS Screening nach IFN-Antagonisten kein viraler Kandidat
identifiziert werden konnte. Auch miRNAs oder andere RNAs ohne 5-Cap und
Polyadenylierung, die aufgrund der gewidhlten Art der cDNA-Synthese in der cDNA-Bank
fehlen, kommen als mogliche IFN-y Antagonisten in Frage. Aullerdem ist nicht
auszuschlieBen, dass die Inhibition der IFN Signalkaskade aufgrund einer synergistischen
Wirkung mehrerer Genprodukte erfolgt, deren cDNAs nicht gleichzeitig innerhalb einer

transduzierten Zelle exprimiert wurden.
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Trotzdem liefert die c¢DNA-Bank eine das HCMV Transkriptom umfassende
Analysemoglichkeit. Insgesamt weist die cDNA-Bank nicht die bereits erwidhnten Nachteile
der zuvor publizierten cDNA-Banken auf (Ma et al., 2011; Zhang et al., 2007). Bedeutende
immunregulatorische Genprodukte wie US2 und UL40, die zum gewihlten Zeitpunkt ein
geringes Expressionsniveau aufweisen und nicht in den bisherigen cDNA-Banken vertreten
waren, konnten im Southern Blot, mittels PCR und als Einzelklone nachgewiesen werden
(Abb. 2.5; Abb. 2.9; Tab. S2). Dies lasst auf die Existenz wenig abundanter mRNAs in der
cDNA-Bank schlieBen. Aulerdem konnte durch 5"-Cap Selektion nicht nur der Anteil an ful/
length Transkripten erhoht, sondern auch der Anteil an nicht kodierenden Transkripten
erheblich reduziert werden. Im Gegensatz dazu fiihrt die von Ma et al. (2011) verwendete
SMART Klonierung zu einer &uflerst hohen Anzahl von 5’-verkiirzten cDNAs
(Bachelorarbeit M. Preuten, 2011) Die Klonierung von full length Klonen ist somit nicht
sichergestellt und ein vorzeitiger cDNA-Strangabbruch kann nicht ausgeschlossen werden.
Zumindest 18% der Klone (Ma et al., 2011) weichen vom erwarteten 5’-Ende der mRNA ab.
Eine Aussage, inwiefern diese Klone alternativen Startpositionen der Transkription oder
Artefakten wihrend der cDNA-Synthese entstammen, ist entsprechend schwierig. Die relativ
gleichmifBige Streuung von cDNA-5'-Enden deutet jedoch eher auf eine statistische

Verteilung durch Strangabbriiche hin.

Neben der Qualitdt der Transkripte spricht die mangelnde Mdoglichkeit eines ausgedehnten
funktionellen Screenings gegen die publizierten cDNA-Banken. Die von Zhang et al. (2007)
verwendeten Klonierungsvektoren erlauben nur eine transiente Expression der cDNAs. Im
Fall des pSMART Vektors wiren sogar aufwendige Subklonierungen in einen
Expressionsvektor flir Analysen auf Proteinebene erforderlich. Eine HCMV ORF-Bank
(Salsman et al., 2008), die auf der Klonierung einzelner ORFs in Expressionsvektoren beruht,
erlaubt zwar die Analyse der jeweiligen ORFs, ist jedoch mehr als unvollstdndig, da mehr als
500 virale Genprodukte aufler Acht gelassen werden. Demgegeniiber weisen 27,4% der
Transkripte der cDNA-Bank einen dieser neu identifizierten ORFs am 5'-Ende der cDNA auf
(Abb. 2.14 A). Auch von den etablierten ORFs fehlen 67 in der ORF-Bank, von denen 31
entweder in den Einzelklonen oder den PCR-Analysen der cDNA-Bank nachgewiesen
wurden. Zudem verdndert die gewéhlte C-terminale SPA-Markierung in einigen Féllen die
Lokalisation und damit einhergehend vermutlich die Funktion des Fusionsprodukts (Salsman

et al., 2008). In einem alternativen Screening-Ansatz, der auf der proteasomalen Degradation
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eines Fusionsprodukts von Jak1 und eines Selbstmordgens beruht, konnte ein HCMV Gen der
transduzierten cDNA-Bank als ein moglicher Kandidat ermittelt werden, der eine Jakl
Degradation vermittelt (personliche Kommunikation S. Howe, Universitidt Duisburg-Essen).
Interessanterweise war das betroffene Gen nicht Bestandteil der ORF-Banken, die zeitgleich
untersucht wurden. Dies zeigt, dass sich die cDNA-Bank durchaus zur Identifikation von
viralen Genen in einem funktionellen Screening eignet. Dementsprechend ergibt sich auch die
Moglichkeit eines FACS-Screenings der transduzierten cDNA-Bank nach HCMV Genen,
deren Genprodukte die Expression von Molekiilen auf der Zelloberflache modulieren. Neben
den Inhibitoren der MHC Klasse I und II existieren weitere bisher nicht identifizierte
Genprodukte, die die Expression zelluldrer Oberflachenproteine nach HCMV Infektion auf
transkriptioneller Ebene oder posttranskriptionell verdndern. Zu diesen Oberflachenproteinen
zdhlen das Adhésionsmolekiil CD90/Thy-1 (Leis ef al., 2004), die Komplement-Regulatoren
CD46 und CD50 (Spiller et al., 1996) sowie die Aminopeptidasen CD10 und CD13 (Phillips
et al., 1998).

3.3 Stathmin-1 — mehr als nur ein Regulator der Mikrotubuli-

Organisation?

Das Screening nach viralen IFN-y Antagonisten lieferte iliberraschenderweise zelluldre
Kandidaten, die HLA-DR als FACS-Marker der IFN-y Signaltransduktion positiv und negativ
beeinflussen konnen. In sukzessiven FACS-Sortierungsrunden wurden Stathmin-1
exprimierende Zellen aufgrund niedriger HLA-DR Oberflichenexpression nach IFN-y
Stimulation aus dem cDNA-Pool transduzierter Zellen angereichert. Mit einer Inhibition der
IFN-y Signaltransduktion iibereinstimmend, zeigten Stathmin-1 {iberexprimierende Zellen
keine Induktion von IDO oder STAT1 Phosphorylierung nach IFN-y Zugabe. Transiente
Uberexpression von Stathmin-1 beeinflusst die IFN-y induzierte HLA-DR Expression
ebenfalls negativ, auch wenn die Inhibition im Vergleich zur lentiviralen Transduktion von
Stathmin-1 und zum Modell-IFN-Antagonisten SeV C schwécher ausfillt. Im Fall eines
konstitutiv exprimierten Proteins wie Stahmin-1 ist auch eher von einem Feintuning des IFN-
Signalwegs unter bestimmten Umstdnden als von einer kompletten Inhibition, wie es nach
Virusinfektion vonnoéten ist, auszugehen. Dies liefert moglicherweise eine Erkldarung fiir die

zusitzliche Zahl an Sortierungsrunden bis zur Aufreinigung der Stathmin-1 exprimierenden
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Subpopulation (Abb. 2.35) im Vergleich zu der anfinglichen Etablierung der Methode durch
Sortierung SeV C exprimierender Zellen (Abb. 2.32 A). Alternativ wére auch denkbar, dass
ein geringerer Anteil an Stathmin-1 cDNA in der cDNA-Bank den Prozess verlidngerte. Da
Stathmin-1 als Onkoprotein beschrieben ist (siche unten), das den Zellzyklus reguliert
(Belletti & Baldassarre, 2011; Curmi et al., 1999), konnten sich auch durch eine beglinstigte
Proliferation Stathmin-1 exprimierende Zellen angereichert und andere Kandidatengene
verdringt haben. Dies verdeutlicht die Bedeutung einer unabhidngigen Validierung der
Stathmin-1 vermittelten IFN-antagonistischen Wirkung durch die Transfektion von pIRES-
STMNI, die eine Inhibition der IFN-y induzierten HLA-DR Expression bestétigt (Abb. 2.41).
Nach Selektion auf transduzierte Zellen mit hoher HLA-DR Expression konnte eine PQLC2
(PQ-loop repeat containing 2) exprimierende Zellpopulation isoliert werden. Diese weisen
entweder eine konstitutiv erhohte HLA-DR Oberfldchenexpression oder einen verlangsamten

Turnover der HLA-DR Molekiile aus der vorausgegangenen IFN-y Stimulation auf.

In beiden Faillen, Stathmin-1 und PQLC2, besteht laut Literatur kein unmittelbarer
Zusammenhang zwischen der Proteinfunktion und einer Regulation des IFN-y Signalwegs
oder der Prisentation von MHC-Klasse II Molekiilen. PQLC?2 ist ein lysosomaler Transporter
der kationischen Aminosduren Lysin, Arginin und Histidin (Jezegou et al., 2012; Liu ef al.,
2012). Die wenig charakterisierte Familie von PQ-loop Proteinen wird definiert durch
Cystinosin (PQLC4), einen lysosomalen Cystin Transporter (Kalatzis et al., 2001; Town et
al., 1998). PQ-loop Proteine besitzen sieben helicale Transmembrandoménen und ein
dupliziertes Motiv, den PQ-loop, dem eine fiir den Transport-Mechanismus essentielle

Funktion zugeschrieben wird (Ruivo ef al., 2012).

Stathmin-1 (vom griechischen stathmos = Relais) oder Onkoprotein 18 (Opl8) wurde
urspriinglich als ein durch zahlreiche Stimuli wie Wachstumsfaktoren und Hormone
induzierbares Phosphoprotein identifiziert (Sobel & Tashjian, 1983), das in Leukdmiezellen
stark liberexprimiert ist (Hanash et al., 1988). Die Reduktion der Stathmin-1 Expression hebt
den transformierenden Phédnotyp von Leukidmiezellen auf (Jeha et al., 1996). Obwohl in
Stahmin-1 knockout Méusen zunichst kein aberranter Phinotyp beobachtet wurde (Schubart
et al., 1996), tritt eine altersbedingte Axonopathie im zentralen und peripheren Nervensystem
auf (Liedtke er al., 2002). AuBlerdem wurde eine Dysregulation der Angstkontrolle und
Gefahrenerkennung in Stathmin-1 defizienten Médusen beobachtet (Martel et al., 2012;
Shumyatsky et al., 2005). Am besten charakterisiert ist Stathmin-1 als ein Inhibitor der
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Mikrotubulipolymerisation (Belmont & Mitchison, 1996). Stathmin-1 ist in punktuellen Spots
im Cytoplasma und wéhrend der Mitose an den Spindelpolen lokalisiert (Gavet et al., 1998).
Wihrend Stathmin-1 in den meisten, wenn nicht allen, proliferierenden Zellen und Neuronen
exprimiert wird (Rowlands et al., 1995), ist die Expression verwandter Proteine auf das
Nervensystem beschriankt (Ozon ef al., 1997). Dazu zédhlen SCG10, SCLIP und RB3 mit zwei
SpleiBBvarianten RB3” und RB3 "', die eine C-terminale SLD (stathmin-like domain) Doméne
hoher Homologie teilen (Cassimeris, 2002). Dementsprechend ist jedes dieser Proteine in der
Lage, Mikrotubuli zu destabilisieren (Charbaut et al., 2001). Auf molekularer Ebene bindet
Stathmin-1 an zwei Tubulin Molekiile und inhibiert eine Polymerisation entweder durch
Sequestration der freien Tubuline oder durch die Induktion einer Depolymerisation, die als
Mikrotubuli-Katastrophe bezeichnet wird (Belmont & Mitchison, 1996; Curmi et al., 1997;
Howell et al., 1999). Phosphorylierungen der zwei Stathmin-1 Spleivarianten, o und f,
finden an vier Serinen (Serl6, Ser25, Ser38 und Ser63) statt und verhindern in verschiedenen
Kombinationen die Tubulin-Bindung, wodurch die Mikrotubuli destabilisierende Wirkung
inaktiviert wird (Cassimeris, 2002). Es ist nicht klar, inwiefern die multiplen Kombinationen
der Phosphorylierungen fiir die Weiterleitung individueller Stimuli erforderlich sind, aber der
hohe Grad der Spezifitidt der Phosphorylierung bestimmter Serinreste durch unterschiedliche
Kinasen (u.a. MAPKs, CDKs, PKA) spricht dafiir.

Aktiviertes STAT3 interagiert mit Stathmin-1 und sequestriert dieses, sodass Mikrotubuli
polymerisieren kénnen (Ng et al., 2006; Verma et al., 2009). Dadurch ergibt sich ein
proviraler Effekt fiir Hepatitis C Viren (McCartney ef al., 2013). Eine derartige Sequestration
des STMN-1-STAT3 Komplexes scheint jedoch die Funktion von phosphoryliertem STAT3
als Transkriptionsfaktor nicht zu unterbinden (Ng et al., 2006). Trotzdem stellt sich die Frage,
welche Rolle STAT1-STAT3 Heterodimere einnehmen (Delgoffe & Vignali, 2013) und
inwiefern Stathmin-1 solche Komplexe auch direkt mit verwandten STAT Molekiilen wie
STATI1 eingehen kann, um eine IFN-y Signaltransduktion zu unterbinden. Zumindest sind
auch im Fall von STATI1 Protein-Interaktionen und nicht-transkriptionelle Funktionen
beschrieben, die vom klassischen Signalweg abweichen (Dimco et al., 2010; Kim & Lee,
2007).  Derartige Interaktionen sind mdglicherweise auch  abhdngig vom
Phosphorylierungsstatus von Stathmin-1. Mehrere herpesvirale Serin/Threonin-Kinasen, HSV
ULI13, EBV BGLF4, KSHV ORF36 und auch HCMV UL97, phosphorylieren Stathmin-1
nach Transfektion in HeLa Zellen (Chen ef al., 2010). Nachfolgende Untersuchungen miissen
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zeigen, ob dieser Effekt nicht nur in EBV infizierten Zellen, sondern auch nach HCMV

Infektion nachzuweisen ist.

Die miRNA-223 beeinflusst die Stabilitdt der Stathmin-1 mRNA negativ und reduziert
folglich auch die Stathmin-1 Proteinmenge. Deshalb ist die miRNA-223 Expression in
diversen Tumoren (Kang et al., 2012; Wong et al., 2008) aber auch nach einer Infektion mit
Denguevirus vermindert (Wu et al, 2014). Damit iibereinstimmend ist die Stathmin-1
Proteinmenge nach Denguevirus Infektion erhdht und eine Stathmin-1 Uberexpression
steigert die Denguevirus Replikation. Ob diese Stathmin-1 Uberexpression lediglich das
Mikrotubuli Netzwerk verdndert oder weiterreichende Konsequenzen hat, bedarf weiterer
Untersuchungen. Ohne eine Verkniipfung zu Stathmin-1 herzustellen ist die miRNA-223 auch
als antiviraler Faktor in HIV-1 und SARS-Coronavirus Infektionen beschrieben (Mallick et
al., 2009; Wang et al., 2009b). Sich widersprechende erhohte und erniedrigte Stathmin-1
Proteinexpressionsmengen wurden nach Rabiesvirus Infektionen beobachtet, die sich
vermutlich durch die differentielle Regulation unterschiedlicher Isoformen ergeben (Zandi et
al., 2009). Folgt man diesen Uberlegungen, wiren auch die miRNA-223, Stathmin-1 mRNA
und Proteinmengen nach HCMV Infektion von Interesse. Pralimindre Real-Time PCR Daten
zeigen Uberraschenderweise eine erhohte miRNA-223 Expression 24 hpi nach MCMV
Infektion in der Leber (personliche Kommunikation S. Rattay, HHU Diisseldorf). Es stellt
sich die Frage, ob eine Stathmin-1 Uberexpression und ein Stathmin-1 knockdown die HCMV
Infektion positiv beziehungsweise negativ beeinflussen. Bedenkt man, dass virale Proteine
sowohl Aktivierungsstatus als auch die Proteinexpression von Stathmin-1 modulieren, ist eine
Kldrung einer moglichen Wechselwirkung zwischen Stathmin-1 und Viren von Bedeutung.
Insbesondere im Hinblick einer potenziellen Funktion als Regulator des IFN-Signalwegs kann

dies grundlegende Erkenntnisse iiber die Mechanismen der angeborenen Immunitit liefern.
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4 MATERIAL UND METHODEN

4.1 Materialien

4.1.1 Gerite

Blotting-Apparatur:

Durchflusscytometer:

Elektrophorese-Kammern:

Elektroporator:
FACS-Sorter:

Gel Dokumentation:

Hybridisierungsofen:
Inkubatoren:

Mikroskope:

Photometer

Power-Supplies:

Stickstofftank:
Sterilbinke:

Thermoblocke:

Fastblot B64, Biometra

Turbo Blotter, Schleicher & Schuell
SRC 072/0 Minifold, Schleicher & Schuell

FACSCanto II, BD

Agagel mini, Biometra

Agagel maxi, Biometra
Minigel-Twin, Biometra

Gene Pulser II, Biorad

MoFlo XDP, Beckman-Coulter
Ge iX Imager, Intas
ChemoFluorBlot Epi-UV, Intas
OV5, Biometra

BBD 6220, Heraeus

TS100, Nikon

Axiovert 40 CFL, Zeiss

UV mini 1240, Shimadzu
Power Pack P25T, Biometra
EPS 301, Amersham

EV202, Consort

Biosafe MD, Cryotherm

Hera Safe, Heraeus

ThermoStat plus, Eppendorf

Thermomixer Comfort, Eppendorf
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Thermocycler:
UV-Crosslinker:

Vortexer:

Wiegeschiittler:

Zentrifugen:

MATERIAL UND METHODEN

T1 und T3000, Biometra
CL-1000, UVP

L46, Labinco

VV3, VWR

3017, GFL

5810R, Eppendorf
5415D, Eppendorf
5415C, Eppendorf
5417R, Eppendorf
3K30, Sigma-Aldrich
Allegra X-15R , Beckman-Coulter
J2-21, Beckman-Coulter

Avanti J-E, Beckman-Coulter

4.1.2 Chemikalien und Biochemikalien

Acrylamid (Rotiphorese-30) Roth

AEC (3-Amino-9-ethyl-carbazol) Sigma-Aldrich
Agar Invitrogen
Agarose Biozym
Ampicillin Roth

APS (Ammoniumpersulfat)
Bacitracin
B-Mercaptoethanol

Borséure

Bromphenolblau

BSA (bovine serum albumin)
CaCl,

Complete Protease Inhibitors

Riedel-de Haen
Sigma-Aldrich

Roth

Merck

Merck

New England Biolabs
Roth

Roche
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Coomassie Blue G-250

DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindol-Dihydrochlorid)

DIG-Blocking-Reagenz

DIG-Easy Hyb

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)

DMSO (Dimethylsulfoxid)
dNTPs

DTT (Dithiothreitol)
EDTA (Ethylendiamintetraacetat)
Essigsédure

Ethanol

Ethidiumbromid

FCS (fetal calf serum)
Formaldehyd 37%
Glycerol

Glycin

HCI

Hyperladder I (DNA-Grofenstandard)
IFN-y

Isopropanol

KCl

KH,PO4

Kanamycin
LB(Luria-Bertani)-Medium
Leupeptin

Milchpulver

Maleinsdure

Methanol

MgClz
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LKB
Polysciences
Roche

Roche
Invitrogen
Roth

Roche

Serva

Merck

Roth

Merck

Biorad
Invitrogen
Merck

Roth

Neolab

Roth

Bioline

PBL Interferon Source
Merck

Roth

Merck
Sigma-Aldrich
Roth
Sigma-Aldrich
Sucofin

Roth

Merck

Roth



Na-Citrat

NaCl
Na-Deoxycholat
NaF

Na,HPO4 2H,0
NaOH
Na-Vanadat
NP-40/Igepal

PBS (phosphate buffered saline)

PEI (Polyethylenimin)

MATERIAL UND METHODEN

Penicillin (10.000 U/ml)/Streptomycin (10.000 pg/ml)

Pepstatin

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)

Phosphorséure

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)

Ponceau-S

RPMI-1640 GlutaMAX
Protaminsulfat
Proteinase K
Saccharose

Saponin

SDS (Natriumdodecylsulfat)
Sorbitol

TEMED

Tris-Base

Trypsin 2,5%
Tween-20
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Roth

Roth

Roth

Alexis

Merck

Merck

Alexis
Sigma-Aldrich
Invitrogen
Sigma-Aldrich
Invitrogen
Sigma-Aldrich
Roth

Merck

Roth

Roth
Invitrogen
Merck

Roche

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth
Invitrogen

Sigma-Aldrich
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4.1.3 Puffer und Losungen

AP-Puffer 100 mM Tris/HCIL; pH 9,5
100 mM NacCl

Bradford-Ldsung 8,5% (v/v) Phosphorséure
4,75% (v/v) Ethanol

100 mg/l Coomassie Blue G-250

FACS-Puffer 10x PBS; pH 7,4
3% FCS
LB-Agar LB-Medium

1,5% (w/v) Agar

LB-Medium 1% (w/v) Trypton
5% (w/v) Hefeextrakt
5% (w/v) NaCl

Lammli-Puffer (10x) 252 mM Tris

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

Maleinsdurepuffer 100 mM Maleinséure; pH 7,5
150 mM NaCl

PBS (1x); pH 7,4 136 mM NacCl
2,6 mM KCl

1,8 mM NazHPO4 2H20
1,5 mM KH,PO4

Ponceau-Losung 0,1% (w/v) Ponceau-S

5% (v/v) Essigsdure
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Proteinase K-Puffer (4x); pH 8,0 2% (w/v) SDS
40 mM Tris
20 mM EDTA

RIPA -Lysepuffer 50 mM Tris/HCIL; pH 7,5
150 mM NacCl

1% (v/v) NP-40/Igepal
0,1% (v/v) SDS

1% (v/v) Na-Deoxycholat
0,2 nM PMSF

I mM DTT

1 pg/ml Leupeptin
1ng/ml Pepstatin

50 mM NaF

0,1 mM Na-Vanadat

Complete Protease Inhibitors

SDS-Probenpuffer (5x) 0,25 M Tris/HCI; pH 6,8
25% ( v/v) Glycerol
20% (w/v) SDS
0,5% (v/v) B-Mercaptoethanol

eine Pipettenspitze Bromphenolblau

Semidry-Blot-Puffer (10x) 480 mM Tris
280 mM Glycin
20% (v/v) Methanol

Sorbitol-Kissen 20% (w/v) Sorbitol
50 mM Tris; pH 7,4
1 mM MgCl,
100 pg/ml Bacitracin
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SSC (20x) 3 M NaCl
0,3 M NaCitrat

TBE (10x) 900 mM Tris
900 mM Borsaure
20 mM EDTA; pH 8,0

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

eine Pipettenspitze Bromphenolblau

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

4.1.4 Primer

Alle verwendeten Primer wurden von MWG-Biotech synthetisiert.

Tab. 4.1: Klonierungsprimer

pMACE 5°-3"

MM-MIEPattR fwd gagatcgattccatagagcccaccgeatce
MM-MIEPattRrev gaggaattcgttgacattgattattgacta
MM-pcDNA-ccdBml gectgatgaatgetcatccggagttecgtatggcaatgaaagacg
MM-pcDNA-ccdBm2 cgtctttcattgccatacggaactccggatgagcattcatcagge
MM-attRfr1 fwd gagaagcttacaagtttgtacaaaaaagct
MM-attRfrlrev gaggaattccggatgagcattcatcaggeg
MM-attRfr2fwd gaggaattccgtatggcaatgaaagacggt
MM-attRfr2rev gagctcgagaccactttgtacaag aaagcet
MM-SV40prEGFPfwd gagccaaggeagecctggetgtggaatgtgtgtcagtt
MM-SV40prEGFPrev gaggtaccttacttgtacagctegtceeatg
pIRES-STMNI

MM- Stathmin1fl1 gagctcgagagagtgtggtcaggeggeteg

MM- Stathmin1f12 gagggatccgtcaccaacageactgtgeag
puc2CL6IEGwo-SeV C-HA

MM-SeVCfwd gaggctagcatgccttcattcttaaagaaga
MM-SeVCHArev gagtctagatcaagegtaatctggaacatcg
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Tab. 4.2: HCMV PCR-Kontrollprimer

fwd 5°-3"

tatggatcctttttttttggtetttttaggttc

IncRNA2.7 tatcgccggeggaaaggatggaaacatggaatac
IncRNA1.2 tatggatcctgaattcttcgagttatcggaaag tatcgcecggegagatcgetgetgeeccggeg
RL8A-RLIA ccagcggaattcaaacageggacagtcccacg gaggggaagcttctattggattcggeattgg
RL10 gtgaagcttatgtatcegegtgtaatgeac agatatcagcgacgttgtcgtcctegtee
RL11 cggattcccaagaggcagac tgttcagegteetgttcece

RL13 atggactggcagtttacggttaag ctacatcataccatgtatccgttctagtge
ULI1 atgtaaaaacacccatcac tacatggaaaatcacagtc

UL14 ttcgetggtggtggacgeac caggctgtgggtetegttge

UL16 acgagatcatcggegtgget cggacgtagaggegetegat

UL18 gaaagcttgggoccgecaccatgatgacaatgtggt ctceggatececgttagetgtcgggtgatcagggac
UL23 ggaagatctcgcgatgtcggtaatcaagga ggaattcgtttaaaccgegtcgtcaaaaagttggtg
UL24 ggaagatctacatggaggagacceggge ggaattcgtttaaacacggtgctgacgtectttgg
UL27 ggegtgettgggatgtttg ctgtcgtgatgatgaggagttttg

UL37 cgtgctagcatggtttetgtgtggetgttgttgac geaggatcctcagacgatccgatgaacgtc
UL40 gacggtggtaactgtggtggag tegggttcttgeggttctg

UL42 gaccgaacgtggegggtegeagcttcagatggtagg ctcaatattaaaggtttggagaagaccttcctgtge
UL43 tgggtaaaacagtcgeggge ggeccacggeaactggttaaa

UL44 atcgtcggatccatggatcgeaagacgegecte agcaatgeggecgectagecgeacttttgettctt
UL50 tcctccagaggccgacgcgeggaccceteccgacgtee atcctggaggg oagtcggceccggotaaa
IncRNA4.9 cgtctctccaaggaacactggg cgagcaccaaaggctaagtcg

UL73 agttctggtaacaattcatccacgtcaacctctgea geeggaacaccgecgggcetgtaaatetgtecaccect
UL75 ctctaagcttctatgeggeccggecte ctgaattctcagcatgtcttgagcatge
ULS2 cgtctagatgtctcaggeategtect cgtctagatgeggggtegactgegtgg
UL99 getctgggtegecaggtgtete ggegeggagtectgggtgtgtcggg
UL100 ctgaattcttaagcgtcctcgaagtctte gagaggatccatggeeccctegeacgtggataagg
ULI11A aaagccgeagtgtegtccag accgcctcaacaaccagtec

UL114 ttcgetggtggtggacgeac caggctgtgggtetegttge

UL115 gtgaagcttatgtgcegecgeeeggattg agatatcagcgcgageatccactgettgag
ULI16 cgcaatgtctacgctgetctgag ttcceeeteeccttetgtatee

UL117 tcgceccagacagacttecg ggacgcaaaactecgetee

UL120 getgtagttgaccttgetggtgag ggtggtaagtctgggaagatggg
UL123 ggatcggeccccagaatgtact tggcggcattgcagaacttg

UL128 acccgttgatacctgetggaac cactttcactgectgettetgtg

UL130 gtgaagcttatgetgeggcttctgcettcgteac agatatcagcaacgatgagattgggatgggtac
UL148 tgacaccagccaaccctetget gcgeecgatttagtaageagee

US2 ggaqatcactaaagccggggaaga acacgaaaaaccgcatccacatc

US3 tettgttcctgagactegegga acccctacggtcaggageacaa

US6 cccgaaaacccttetetetetgte tcaggagccacaacgtcgaatce

US7 cctgcaatacagaagggaatttgtaaaa aggtcaaaagattatatgtaggttttccgg
US8 tgctgttgggtaacgetgget gecggatcctcaacataaggacttttcacacttttggg
US10 tattcgcgaggtggataataaccg tgtacattctgctgcccacgga

US11 ttcgatgaacctccgeectt tggtccgaaaacatccaggga

US12 cctggattaccacggtgegat cgatacattgcccttctggage

US13 atggaacacggtctggtcge ggtttttgcececteectte

US18 ggcaacgacagaccgatgac getcettccaatggttgaaacge

US24 agattagcacggacagccca ccactctgcggagaatgacg

US26 gtcgggtcggacgataaace gggtgtggtegacgaate

US28 gctactaccgeatttccagaatcg aaacttggtgcccacgaagacg

US34 ttggtctgctegtetggattg tgctgecgacaggtaagatge

Tab. 4.3: Standard-Sequenzierprimer

cgcaaatgggeggtaggegtg

ml3 gtaaaacgacggccagtg

[CMViwd |
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Tab. 4.4: Sequenzierprimer von viralen Klonen

weitere Sequenzierungsprimer (Bachelorarbeit T. Stephan, 2014)

Klon 537 Klon 537

EE10 atgcggctgetgggggaccaac EE857 caccactttgaactctectacce
EE10.2 ccgteggtgccggeggecacgt ME73 gagagatcctccgtgagaagac
EE10.3 cggtagacgecggegeegeaace ME73.2 ggccteggecgeegeegecace
EE10.4 aacagaggctgggageccgaca ME73.3 agccgagegggagecgstgacs
EE10.5 agacaacgtggttcttgtacgt ME73.4 geggaaacccgetctacgtact
EES1 gecaacggeatgeegeccctea ME73.5 ggeggcecacattgtgecageagg
EES57 ccatcttttaatcaatcagegt ME73.6 ccggeggtgttggageggegee
EE64 cagatatcacaagtttgtacaa MES81 cgttcctccgattaccgcaaca
EE76 atatatagactgaagcggagtg ME104 ctgacggtgoagtgcgttaacg
EES81 tcgectgecgeatcgataccag ME104.2 gagacgctgegcetacgtctact
EE89 atcgtgcgcectatcactcaate ME106 caccttttattactcttgttac
EE9.2 acgctgaatcggggttgectgt ME127 ttacaccttctgtacccatcee
EE103 gaggccgeactggacgacgtca ME130 tgctgaggtettgteggegteg
EE103.2 gaagaaatggaagcgaataage ME138 cgttggttaagcgctactttcg
EE103.3 ggcgeccaaaccgeaggagetg ME138 aaagaccgctgcectcgttatce
EE103.4 gtttacctcatgcggcaatcgg EL3 cctecggtggaggeggtggtts
EE103.5 tggaggtctgegagaggaagtc EL3.2 gtgegetggtggttgtgtggat
EE154 aaccagcaagtcaacaaaagac EL3.3 aacccegttgtegecacegecg
EE247 tcaaggaaacatccttcagegt EL19 ctgggggcgeccatgatcgecg
EE247.2 ggggatgatgagcacgatggte EL19.2 accgacggcgaaaacaccgtcg
EE249 gecgecagacctccaacaacac EL34 aaaagaccaccgcacageacga
EE301 cgatctccgtataggtagatga EL34.2 gacggtgecaggagtccgaggcg
EE301.2 ttatcctcgeacttcttcgete EL97 cgattcttgaagacaatattct
EE478 agcgcttcgacgecegegetga EL189 tcccggatgcetgetetttgtcg
EE478.2 tcagacgggcgagtaccgcgac EL197 gacctcagcgacgcetacgaatg
EE578 aaccgtgecegttttcacagea EL200 actaacagcgtgtcatcgtacg
EE578.2 geggtcgtaageggeageatgg EL200.2 aatgagacaggtcgegtaccge
EE578.3 gtgagtctcetcagettgttgt EL211 ggccactcggggaatcgeggea
EE704 ttgeggacccaaaatttggtec ML1 ctacctggaggagatggcctta
EE788 ggatatcgcacaagttttcgac ML1.2 tcaacctgttggacgacacgga
EE824 gtttcecegtetecteceecte ML22 ggtgstoaccgeegettcggee
EE834 tcgagatatcaaacttcaaata ML28 tccaccgcaatgtctacgetge
EE834.2 tgtttccatcatcacgatgagt ML28.2 ggtgacgttgtgeaacttgage
EE834.3 ttacttgctatcacacgaaatg ML28.3 acaacacagcagccgctectet
EE834.4 aggcagtagataccagattctc ML28.4 gegtataggagtcctaggtcgg
EE852 aatcatgaaagcaagaggcagc

4.1.5 Plasmide

pIRES-SeV C-HA

pIRES-STMN1
pDONR
pMACE

Tet-pLKO-puro

(J. Rashidi-Alavijeh, HHU Diisseldorf, Universitidt Duisburg-

Essen)

(4.1.4; Tab. 4.1)

(Invitrogen)

(2.3.1;4.1.4; Tab. 4.1)

(Addgene)
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(H. Hanenberg, HHU Diisseldorf, Indiana University School of

Medicine Indianapolis)

puc2CL6IEGwo-SeV C-HA (4.1.4; Tab. 4.1)

pCD/NL-BH; pcz-VSV-G

(H. Schaal, HHU Diisseldorf)

4.1.6 Antikorper

Tab. 4.5: WB und FACS Antikorper

Bezeichnung Spezies Hersteller Katalog-Nr. Verdiinnung
p-Tyr701-STAT1 Kaninchen R&D AF2894 1:1000
STATI1 Kaninchen Santa Cruz sc-346 1:1000
HLA-DR Maus Leinco H131 1:50
1DO Maus Millipore 05-840 1:500 (FACS); 1:1000 (WB)
Jak1 Maus BD 610231 1:1000
MHC-I (W6/32) Maus - - 1:50
Stathmin-1 Maus Santa Cruz sc-48362 1:100
B-Aktin Maus Sigma A2228 1:20.000
a-Maus-APC Ziege BD 550826 1:300
a-Maus-POD Ziege Dianova 115-035-003 1:3000
a-Kaninchen-POD Ziege Sigma A6154 1:3000

4.1.7 E. coli Staimme

XL1-Blue

TOP10

DH10B T1 Phage-Resistant

ccdB Survival 2 TIR

F'::Tnl10 proA+B+ laclq A(lacZ)M15/recAl endAl gyr496
(Nalr) thi hsdR17 (tK- mK+) gIinV44 relAl lac

FmcrA A( mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80/lacZAM15 A lacX74
recAl araD139 A( araleu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1
nupG

FmcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ©80lacZAM15 AlacXT74
recAl endAl araD139A(ara, leu)7697 galU galK N'rpsL nupG
tonA

FmerA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ©80lacZAM15 AlacXT4

recAl araA139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str™) endA1l
nupG fhuA::1S2
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4.1.8 Humane Zelllinien

MRC-5 fetale Lungenfibroblasten, ATCC CCL-171
RPE retinale Pigment-Epithelzellen, ATCC CRL-2302
HeLa Zervixkarzinom-Zelllinie, ATCC CCL-2

HEK293T  fetale Nierenzellen, ATCC CRL-3216

ILN7 immortalisierte GM02290A Hautfibroblasten (Greaves et al., 1995)
U373 Astrocytom-Zelllinie, ATCC HTB-17

2fTGH Sarkom-Zelllinie

HuH7 Hepatom-Zellen

THP-1 Monozyten-Zelllinie, ATCC TIB-202

U937 Monozyten-Zelllinie, ATCC CRL-1593.2
8866 B-Zelllinie

722.221 B-Zelllinie

BL-2 B-Zelllinie

Jurkat T-Zell-Lymphom-Zelllinie, ATCC TIB-152
Daudi Burkitt Lymphom-Zelllinie, ATCC® CCL-213

SKOV-3 Adenokarzinom-Zelllinie, ATCC HTB-77

4.1.9 Viren
HCMV-ADI169 (Chee et al., 1990)
HCMV-TB40/E (Sinzger et al., 1999)

HCMV-GFP (AD169-GFP AUS2-11) (Borst & Messerle, 2000)
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4.2 Arbeiten mit E.coli

4.2.1 Herstellung chemisch-kompetenter E.coli fiir Plasmid-Transformationen

Um chemisch-kompetente E.coli herzustellen, wurden 100 ml LB-Medium mit 3 ml E.coli
XL1-Blue Ubernachtkultur angeimpft und bei 37°C bis zu einer optischen Dichte von 0,4-0,5
(bei 600 nm) unter kontinuierlichem Schiitteln inkubiert. Die Bakterien wurden pelletiert (10
min, 4000 rpm, 4°C, 5810R, Eppendorf) und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in
50 ml kaltem 0,1 M MgCl, resuspendiert. Die Bakterien wurden nochmals pelletiert und in 50
ml kaltem 0,1 M CaCl, resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation wurde das Pellet in 2 ml
kaltem 0,05 M CaCl,, 15% Glycerol aufgenommen und 20 min auf Eis inkubiert. Die
Bakterien wurden in 50 pl Aliquots in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -70°C
gelagert.

4.2.2 Transformation kompetenter E.coli

Chemisch-kompetente E.coli wurden auf Eis aufgetaut und die zu transformierende Plasmid-
DNA zugegeben. Nach 30 miniitiger Inkubation auf Eis wurde fiir 90 sec ein Hitzeschock bei
42°C durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Bakterien nach Zugabe vom 1 ml LB-Medium
30 min bei 37°C geschiittelt. Nach Pelletierung (2 min, 8000 rpm, 5415D, Eppendorf) und
erneuter Aufnahme in 50 pl LB-Medium wurden die Bakterien auf LB-Agar-Platten mit dem
entsprechenden Antibiotikum ausplattiert und iN bei 37°C inkubiert.

Chemisch kompetente One Shot TOP10 und One Shot ccdB Survival 2 T1® (beide Invitrogen)

wurden nach Angaben des Herstellers transformiert.

4.2.3 Glycerol-Dauerkulturen

Zur langerfristigen Lagerung von E.coli-Klonen wurden Glycerol-Dauerkulturen angelegt.
Ubernachtkulturen in LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum wurden 1:1 mit zuvor
autoklaviertem Glycerol gemischt. Die Bakterien-Glycerol Mischung wurde in fliissigem

Stickstoff schockgefroren und bei -70°C gelagert.
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4.3 Arbeiten mit eukaryotischen Zellen

4.3.1 Zellkultur

Arbeiten mit eukaryotischen Zellen wurden unter Sterilbdnken (Hera Safe, Heraeus)
durchgefiihrt. Verwendete Zellen wurden entweder in DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium), welches mit 10% Hitze-inaktiviertem (30 min, 56°C) FCS (fetal calf serum), 100
U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin versetzt wurde (MRC-5, RPE, HeLa, HEK293T,
ILN7, U373, 2fTGH, HuH7), oder in RPMI-1640 GlutaMAX/10%FCS/
Penicillin/Streptomycin (THP-1, U937, 8866, 722.221, BL-2, Jurkat, Daudi, SKOV-3) in
einem Inkubator mit 5% CO; bei 37°C kultiviert. Zur Passagierung adhéirenter Zellen wurde
das Zellkulturmedium abgenommen, die Zellen mit PBS gewaschen und durch eine 0,5%ige
Trypsin-Losung (Invitrogen, in PBS verdiinnt) nach kurzer Inkubation bei 37°C vom Boden
der Zellkulturgefile gelost. Geloste Zellen wurden in frischem Zellkulturmedium

resuspendiert und auf neue ZellkulturgefaBe umgesetzt.

4.3.2 Lagerung von Zellen in fliissigem Stickstoff

Zur langerfristigen Lagerung wurden eukaryotische Zellen in fliissigem Stickstoff aufbewahrt.
Das Einfriermedium besteht aus 10% DMSO (v/v), 40% DMEM bzw. RPMI (v/v) und 50%
FCS (v/v). Geldste und resuspendierte Zellen (4.3.1) wurden in 5 ml-Zentrifugen-R6hrchen
fiir 3 min pelletiert (1000 rpm, 5810R, Eppendorf). Das Pellet wurde in 1 ml Einfriermedium
pro Aliquot resuspendiert und in Cryo-Rohrchen (Nunc) iiberfiihrt. Diese wurden in Cryo-
Einfrierbehiltern (Qualifreeze, Qualilab) langsam (-1°C/h) bei -70°C eingefroren und in
fliissigem Stickstoff dauerhaft gelagert.

4.3.3 Transfektion

Die Transfektion eukaryotischer Zellen erfolgte unter Verwendung des ,,Superfect

Transfection Reagent™ (Qiagen) nach den Angaben des Herstellers.
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4.3.4 IFN-y Behandlung

IFN-y wurde entsprechend der gewlinschten Konzentration (250-500 U/ml) in
Zellkulturmedium verdiinnt auf die Zellen gegeben und fiir den angegebenen Zeitraum auf

den Zellen belassen. IFN-y wurde zuvor in PBS/0,1%FCS aufgenommen.

4.4 Virologische Arbeiten

4.4.1 Herstellung eines gereinigten HCMV-Stocks

MRC-5 Zellen in 20 T175-Zellkulturflaschen wurden mit HCMV infiziert. Nachdem alle
Zellen einen CPE zeigten und sich ablosten (ca. 9 Tage) wurde das Medium mit den
infizierten Zellen in 500 ml-Zentrifugenbecher iiberfiihrt und pelletiert (10 min, 6000 rpm,
15°C, J2-21, Beckman-Coulter). Der Uberstand wurde in 250 ml-Zentrifugenbecher iiberfiihrt
und zentrifugiert (3 h, 13.000 rpm, 15°C, J2-21, Beckman-Coulter), um die Viren zu
pelletieren. Das Virus-Pellet wurde nach dem Verwerfen des Uberstandes in 10 ml Medium
resuspendiert und in einem Douncer (Wheaton) homogenisiert. Die Virus-Suspension wurde
auf ein Sorbitolkissen pipettiert und zentrifugiert (1 h, 20.000 rpm, 10°C, Optima L-70K,
Beckman-Coulter). Nach der Ultrazentrifugation wurde der Uberstand verworfen. Das Virus-
Pellet wurde in 2-3 ml PBS 1 h bei 4-10°C belassen, bevor die Viren resuspendiert und

mittels ,,Douncer homogenisiert wurden. 30-50 ul Aliquots wurden bei -80°C eingefroren.

4.4.2 Infektion mit HCMV

Zu infizierende Zellen wurden in 12-well Platten ausgelegt. HCMV wurde der verwendeten
MOI entsprechend in Zellkulturmedium verdiinnt und auf die Zellen gegeben. Die
Zellkulturplatten wurden zur Verstiarkung der Infektion zentrifugiert (2 x 15 min, 2000 rpm,
Allegra X-15R, Beckman-Coulter). AnschlieBend wurden die infizierten Zellen fiir den
angegebenen Zeitraum bei 5% CO,, 37°C inkubiert. Drei Stunden nach Infektion wurde ein

Mediumwechsel durchgefiihrt.
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4.4.3 Titration von HCMV

Fiir die Bestimmung des Virus-Titers eines HCMV-Stocks wurden MRC5-Zellen in 96-well
Platten angelegt (mindestens 80% konfluent). Diese wurden mit einer sequenziellen 1:10
Verdiinnungsreihe der zu titrierenden Virus-Suspension infiziert (4.4.2). Pro Virus-Stock
wurde mindestens eine 3-fach-Bestimmung durchgefiihrt. Nach zwei bis drei Tagen
Inkubation wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit Methanol fixiert sowie
permeabilisiert. Nach einer Lagerung iiN bei -20°C wurde das Methanol abgekippt und die
Platten wurden unter dem Abzug vollstindig getrocknet. Darauthin erfolgte der Nachweis von
HCMV Antigenen. Nach Zugabe von Primir-Antikorper (CCH2 + DDG9, Dako, 1:100
verdiinnt in 1% Milchpulver/PBS) bzw. Sekundir-Antikorper (a-Maus-POD, Dianova, 1:200)
wurde 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Zwischen den Schritten wurde jeweils dreimal
mit PBS gewaschen. Als prézipitierbares Substrat wurde AEC (3-Amino-9-ethyl-carbazol)
verwendet, dessen Umsetzung nach dem Auftreten braun gefirbter Zellen gestoppt wurde.
Die gefiarbten Zellen wurden gezéhlt und der HCMV-Titer in pfu (plaque forming units) pro

ml angegeben.

4.4.4 Herstellung lentiviraler Partikel und Infektion von Zielzellen

Um lentivirale Partikel zu produzieren, wurden HEK293T Zellen (Zellkulturschale, 6Ocm2,
5x10° Zellen am Tag vor der Transfektion) mit dem lentiviralen Vektor und Helferplasmiden,
die fiir gag/pol und VSV-G kodieren (pCD/NL-BH; pcz-VSV-G), cotransfiziert. Einem
Ansatz aus 1pug/ul PEI in 1 ml DMEM wurde ein weiterer Ansatz bestehend aus 6 pg der
jeweiligen Vektoren in 1 ml DMEM zugegeben. Nach 20 min Inkubation bei Raumtemperatur
wurde das Transfektionsmedium durch 2 ml Zellkulturmedium aufgefiillt. Diese Mixtur aus
ca. 4 ml wurde auf die am Tag zuvor ausgelegten HEK293T Zellen gegeben und {iN bei 5%
CO,, 37°C inkubiert. Danach erfolgte nach dem Austausch des Mediums durch 8 ml
Zellkulturmedium eine erneute iiN Inkubation bei 5% CO,, 37°C. 2 ml des gefilterten
Uberstandes (0,45 um Filter, Sarstedt) wurde 1,5 ml Zellkulturmedium und Protaminsulfat
(10pg/ml) zugegeben, um Zielzellen einer 6-well Schale (70-80% konfluent) zu infizieren.
Nach zwei Tagen Inkubation bei 5% CO,, 37°C lassen sich transduzierte Zellen anhand der
EGFP Fluoreszenz erkennen. Lentivirale Partikel im Uberstand kénnen bei -70°C eingefroren

werden.
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4.5 Molekularbiologische Methoden

4.5.1 RNA-Isolation

RNA wurde 24 hpi (AD169) und 72 hpi (TB40/E) nach Infektion von MRC-5 Zellen (jeweils
MOI 3) isoliert. Die Priparation der Gesamt-RNA erfolgte mit dem ,,RNeasy Mini Kit*
(Qiagen) nach Angaben des Herstellers.

4.5.2 cDNA-Synthese und Klonierung in pENTR

Die Produktion der cDNA-Bank erfolgte mit dem ,,Full Length cDNA Library Construction
Kit IT* (Invitrogen) nach Angaben des Herstellers.

4.5.3 cDNA-Transfer von pENTR in pMACE durch homologe Rekombination

Der Transfer der cDNA-Bank von pENTR in den lentiviralen Vektor pMACE wurde nach
den Vorgaben des Superscript ,,Full Length cDNA Library Construction Kit II* (Invitrogen)
mit den Komponenten des ,,Gateway LR Clonase II Enzyme Mix* (Invitrogen) durchgefiihrt.

4.5.4 Priparation von Plasmid-DNA

Die Préparation von Plasmid-DNA erfolgte je nach Mengen-Bedarf mit dem ,,QIAPrep Spin
Mini Kit*“ oder dem ,,QIAFilter Plasmid Midi Kit*“ (beide Qiagen) nach den Angaben des

Herstellers.

4.5.5 Klonierung von pIRES-STMNI1, pMACE, und puc2CL6IEGwo-SeV C-HA

Restriktionsverdaute PCR-Produkte und Plasmid-Fragmente wurden nach Zugabe von TBE-
Probenpuffer in einem 1%-igem Agarosegel (Laufpuffer: IXTBE) aufgetrennt und mit dem
,»QIAquick Gel Extraction Kit* (Qiagen) extrahiert. Nach der Ligation (iiN, 16°C) durch eine
T4 DNA Ligase (New England Biolabs) erfolgte die Transformation in chemisch-kompetente
E.coli (4.2.2).
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4.5.6 PCR (polymerase chain reaction)
Bei Kontroll-PCRs wurde die AmpliTag DNA Polymerase (Applied Biosystems) eingesetzt:

0,2 ul ANTPs

0,5 ul forward Primer (10 uM)

0,5 pl reverse Primer (10 pM)

10 ng template

2ul 10x PCR-Puffer

0,1 ul AmpliTaq DNA Polymerase
ad. 20 pl H»0

Amplifikationen integrierter cDNAs aus DNA-Préiparationen transduzierter Zellen wurden

mit der Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs) durchgefiihrt:

0,5 ul dNTPs

1,25 ul forward Primer (10 uM)

1,25 pul reverse Primer (10 uM)

1 ul template: genomische DNA (4.5.7)

5 ul 5x PCR-Puffer (mit MgCl,)

0,75 ul DMSO

0,25 plPhusion High-Fidelity DNA Polymerase
ad. 25 ul H»0

Bei PCR-Reaktionen fiir nachfolgende Klonierungen wurde das ,,Expand High Fidelity PCR

System* (Roche) eingesetzt:

1 ul ANTPs

1,5 pl forward Primer (10 pM)

1,5 pl reverse Primer (10 pM)

10 ng template

5ul 10x PCR-Puffer (mit MgCl,)

0,3 ul Expand High Fidelity Polymerase
ad. 50 ul H»0
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Alle PCR-Reaktionen wurden mittels Touchdown-PCR im Thermocycler bei folgendem

Programm ausgefiihrt:

5 min 95°C

1 min 40°C

Zyklus 1: 1 min 94°C
2 min 62°C — 43°C 20 Zyklen
2 min 72°C (3min bei PCR-Produkten >2 kb)

Zyklus 2: 1 min 94°C
2 min 43°C 15 Zyklen
2 min 72°C

10 min 72°C

4.5.7 Restriktionsverdau

Der Restriktionsverdau von Plasmiden (3pg) und PCR-Produkten (25 pl; 4.5.6) fand mit den
angegebenen Restriktionsenzymen (New England Biolabs) unter Verwendung des NEBuffer
Systems und falls erforderlich nach Zugabe von BSA (bovine serum albumin) fiir 1-2 h bei
37°C statt. Die Plasmid-Fragmente wurden nach Zugabe von TBE-Probenpuffer in einem

1%-1gem Agarosegel (Laufpuffer: 1xXTBE) aufgetrennt.

4.5.8 Priparation genomischer DNA eukaryotischer Zellen

1,2x10° Zellen wurden in 1x Proteinase K-Puffer mit 250 pg/ml Proteinase K resuspendiert
und iGN bei 56°C inkubiert. Zur Extraktion der genomischen DNA wurde
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol im Verhiltnis 1:1 zugegeben und durch wiederholtes
Invertieren gemischt. Nach der Phasentrennung (5 min, 14.000 rpm, 5415C, Eppendorf)
wurde die obere wissrige Phase abgenommen. Abschlieend wurde die DNA mit 1 Volumen
Isopropanol gefillt (20 min ,14.000rpm, 5417R, Eppendorf), mit 70% Ethanol gewaschen (10
min, 14.000rpm, 5417R, Eppendorf) und nach dem Trocknen des Pellets in 50 pl H,O

aufgenommen.
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4.5.9 Priparation viraler DNA aus Virionen

Um genomische HCMV-DNA aus Virionen zu isolieren, wurde ein Aliquot (4.4.1) wie in
4.5.7 beschrieben mit Proteinase K behandelt und iiber eine Phenol/Chloroform Extraktion

aufgereinigt.

4.5.10 Sequenzierung

Sequenzierungen von Plasmid-DNA und PCR-Produkten wurden durchgefiihrt vom
Genomics & Transcriptomics Labor des Biologisch-Medizinischen Forschungszentrums

(BMFZ), HHU Diisseldorf oder von Beckmann-Coulter Genomics.

4.5.11 Southern Blot

Die DNA wurde mit den angegebenen Restriktionsenzymen (New England Biolabs) verdaut
und in einem 0,5%igem Agarosegel aufgetrennt. AnschlieBend wurde das Gel auf den DNA-
Transfer vorbereitet (10 min 250mM HCI; 2x 15 min 0,5 N NaOH, 1,5 M NaCl; 2 x15 min
0,5M Tris/HCI pH 7,5 3 M NaCl; das Gel wurde zwischen Losungen mit H,O gewaschen)
Der DNA-Transfer fand mittels Kapillarblot (Turbo Blotter, Schleicher & Schuell) nach den
Angaben des Herstellers durch 20x SSC auf eine zuvor dquilibrierte Nylonmembran (Roche)
statt. Nach dem Transfer wurde die DNA durch UV-Bestrahlung kovalent an die Membran
gebunden (120 mJ/cm?, 5 min, UV-Crosslinker CL-1000, UVP). Nach einer Pri-
Hybridisierung in ,,DIG-Easy Hyb* Puffer (Roche) bei 42°C fiir 1 h wurde die Hybridisierung
mit einer zuvor denaturierten Sonde (10 min >95°C; 4.5.13) bei 42°C {iN durchgefiihrt.

4.5.12 Slot Blot

1 pg Plasmid DNA pro Slot wurde mit Hilfe einer Slot Blot Apparatur (SRC 072/0 Minifold,
Schleicher & Schuell) auf eine zuvor in 20x SSC é&quilibrierte Nylonmembran (Roche)

ibertragen. Die weitere Behandlung der Membran erfolgte wie in 4.5.11 beschrieben.
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4.5.13 Herstellung Digoxigenin (DIG)-markierter Sonden

DIG-markierte DNA-Sonden wurden mit dem ,,DIG High Prime* Kit (Roche) nach Angaben
des Herstellers hergestellt. Virale genomische DNA wurde zuvor mit dem Restriktionsenzym
Hinfl (New England Biolabs) auf eine fiir die Sondenherstellung kompatible Grofle gebracht
und mit dem ,,QIAquick PCR Purification Kit“ (Qiagen) aufgereinigt.

4.5.14 DIG-Detektion

Vor der Detektion wurde die Membran 2x 5 min mit 2x SSC, 0,1% SDS und 2x 15 min mit
0,2x SSC, 0,1% SDS bei 68°C gewaschen. AnschlieBend wurde die Membran in
Maleinsdurepuffer mit 1% Blocking-Reagenz (Roche) fiir 30 min inkubiert, um unspezifische
Signale zu minimieren. Danach erfolgte die Bindung von AP (alkalische Phosphatase)-
gekoppelten anti-DIG-Antikorpern (Roche, 1:20.000 in Maleinsdurepuffer/1% Blocking-
Reagenz verdiinnt) fiir 30 min. Um die nicht gebundenen Antikdrper zu entfernen, wurde die
Membran 2x fiir 15 min mit Maleinsdurepuffer gewaschen. Nach dem Waschen wurde die
Membran 2 min mit AP-Puffer behandelt, danach 5 min in der Substratlésung (CDP-Star,
Roche, 1:100 in AP-Puffer verdiinnt) geschwenkt und abschlieend zwischen Whatman-
Papier getrocknet und in Klarsichtfolie eingeschlagen. Bei Substratumsetzung freigesetzte
Energie in Form von Lichtsignalen wurde auf ,High performance chemiluminescence*

Filmen (Amersham) oder im ChemoFluorBlot Epi-UV (Intas) detektiert.

4.6 Proteinanalytische und immunologische Methoden

4.6.1 Waestern Blot

Bei der Herstellung von Proteinlysaten fiir den Nachweis nicht-phosphorylierter Proteine
wurde der Lysepuffer aus dem ,,Luciferase Reporter Gene Assay, high sensitivity* Kit
(Roche) verwendet. Proteinlysate, die zum Nachweis von phosphorylierten Proteinen dienen
sollten, wurden mit Hilfe von RIPA'-Lysepuffer hergestellt. Zellen wurden bei 4°C
abgekratzt (cell scraper, Renner), pelletiert (3 min, 12000 rpm, 4°C, 5417R, Eppendorf) und
mit PBS gewaschen. Das Pellet wurde im jeweiligen Lysepuffer (100 pl pro 10° Zellen)
resuspendiert und bei -20°C eingefroren wurden. Nach dem Auftauen wurde 3 min
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(Luciferase-Lysepuffer) oder 30 min (RIPA'-Lysepuffer) zentrifugiert (12000 rpm, 4°C,
5417R, Eppendorf). Der Uberstand wurde fiir Westernblot-Analysen verwendet. Die Proben
wurden nach einer Bradford-Protein-Messung (5ul Uberstand in 995ul Bradford-Lésung) bei

595 nm mit dem verwendeten Lysepuffer angeglichen.

Die Proteinlysate wurden mittels SDS-PAGE (Polyacrylamid-Gelelektrophorese) im Minigel-
Twin (Biometra) aufgetrennt. Die Zusammensetzung der SDS-Gele mit unterschiedlichen
Acrylamid-Konzentrationen ist in Tab. 4.6 aufgelistet. Vor dem Auftragen der Proben auf das
SDS-Gel wurden diese 5 min bei 95°C in denaturierendem SDS-Probenpuffer aufgekocht.
Die Auftrennung der Proteine erfolgte bei 20 mA pro Gel fiir 1-1,5 h. Als Laufpuffer wurde

Lammli-Puffer verwendet.

Tab. 4.6: Zusammensetzung der SDS-Gele

Trenngel Sammelgel
8% 10% 12% 5%
30% Acrylamid 3,2 ml 4 ml 4,8 ml 1,5 ml
2 M Tris-HCI (pH 8,8) 2,5 ml
0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) 1,2 ml
60% Saccharose 2,1 ml
20% SDS 60 ul 45 ul
H,0 6,1 ml 5,3 ml 4,5 ml 4.2 ml
TEMED 24 ul 12 ul
10% APS 144 ul 120 pl

Die Proteine wurden im Semidry-Blotverfahren (Fastblot B64, Biometra) auf eine
Nitrocellulosemembran (Protran 0,45 pm NC, Amersham) transferiert (1 h, 14V). Der
Blotautbau bestand aus: Anode, 3x 3mm-Whatman-Papier, Nitrocellulosemembran, Gel, 3x
3mm-Whatman-Papier, Kathode. Whatman-Papier und Nitrocellulosemembran wurden zuvor
mit Semidry-Blot-Puffer befeuchtet. Nach dem Transfer wurden die Proteine zur Kontrolle
mit Ponceau-Losung reversibel angefdrbt (mit Ausnahme der Detektion von Phospho-
Proteinen). Zum Blockieren der Membran wurde 10% Milchpulver/TBST eingesetzt (30
min). Die Inkubation mit dem primiren Antikdrper (Tab. 4.5) erfolgte fir 1 h bei
Raumtemperatur oder iiN bei 4°C (Phospho-Blots). Die Inkubation des sekunddren POD-
gekoppelten Antikorpers (Tab. 4.5) erfolgte fiir 30 min bei Raumtemperatur. Antikorper
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wurden jeweils in 1% Milchpulver/TBST verdiinnt. Zwischen den jeweiligen Schritten wurde
die Membran gewaschen (mindestens 3x 10 min TBST). Nach dem Trocknen der Membran
zwischen Whatman-Papier wurden die Proteine mit den ,,ECL Western Blotting Detection
Reagents® (Amersham) auf ,High performance chemiluminescence* Filmen (Amersham)

oder im ChemoFluorBlot Epi-UV (Intas) detektiert.

Zum Re-Blot wurde die Membran gewaschen (2x 5 min TBST; 2x 5 min H,O) und fiir 20-30
min in ,,Re-Blot Strong Solution* (Millipore) inkubiert. Nach wiederholtem Waschen (2x 5
min TBST) kann die Membran wie zuvor beschrieben erneut mit Antikdrpern behandelt

werden.

4.6.2 Durchflusscytometrie

Zum Nachweis von Proteinen auf der Zelloberfliche wurden die Zellen in der Regel durch
0,5%ige Trypsin-Losung (Invitrogen, in PBS verdiinnt) vom Boden der Zellkulturgefi3e
gelost und in FACS-Puffer aufgenommen. Es folgte ein Waschschritt mit FACS-Puffer (1500
rpm, 3 min, 4°C, 5810R, Eppendorf). Die Fluoreszenz-Markierung der Oberflachenproteine
erfolgte mit spezifischen Antikorpern (sieche Tab. 4.5, verdiinnt in FACS-Puffer). Die
Inkubationsphase mit primdrem und sekunddrem Antikdrper betrug jeweils 30 min bei 4°C.
Bei Verwendung eines Fluorochrom-gekoppelten Antikdrpers wurde im Dunkeln inkubiert.
Nach den jeweiligen Inkubationsphasen wurde zweimal mit FACS-Puffer gewaschen (1500
rpm, 3 min, 4°C, 5810R, Eppendorf). Zur Detektion wurden die Zellen in 200-300 pul FACS
Puffer aufgenommen und in FACS-R6hrchen (BD, 352008) iiberfiihrt. Die Markierung toter
Zellen erfolgte durch die Zugabe von DAPI (125 ng/ml). AnschlieBend wurden die
Fluoreszenz-Intensititen im FACSCanto II (BD) gemessen. Fiir jede Probe wurden 10.000

Zellen ausgewertet.

Der Nachweis intrazelluldrer Proteine erfolgte im Wesentlichen entsprechend der Analyse
extrazelluldrer Proteine. Vor der Zugabe der Antikérper wurden die Zellen jedoch mit 3%
Paraformaldehyd fixiert (10 min bei RT) und anschlieBend permeabilisiert (10 min bei 4°C).
Zur Permeabilisierung wurde Saponin (0,05% w/v in FACS-Puffer) verwendet. Der FACS-
Puffer enthielt in den nachfolgenden Inkubations- und Wasch-Schritten ebenfalls 0,05%

Saponin.
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4.6.3 FACS-Sortierung

FACS-Sortierungen wurden am MoFlo XDP (Beckman-Coulter) der Core Flow Cytometry
Facility (Laborleitung: Katharina Raba) des Instituts flir Transplantationsdiagnostik und
Zelltherapeutika, HHU Diisseldorf durchgefiihrt. Zu sortierende Zellen wurden wie in 4.6.2
beschrieben behandelt, gefiltert (Celltrics 50um, Sysmex Pardec) und in sterilen FACS-
Rohrchen (BD) aufgenommen. Sortierte Zellen wurden in Zellkulturmedium aufgenommen

und in einer der Zellzahl entsprechenden well-Platte ausgelegt.

Einzelzellsortierungen erfolgten ebenfalls am MoFlo XDP (Beckman-Coulter) in vorgelegtes

Zellkulturmedium von 96-well Platten.
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ABKURZUNGEN

ABKURZUNGEN

A Adenin bzw. Ampere

Abb. Abbildung

AEC 3-Amino-9-ethyl-carbazol

AIDS acquired immune deficiency syndrome

Ak Antikorper

AmpR Ampicillin-Resistenz-Gen

AP alkalische Phosphatase

APC antigen presenting cell bzw. Allophycocyanin
APS Ammoniumpersulfat

as antisense

ATCC american type culture collection

ATF4 activating transcription factor 4

ATP Adenosintriphosphat

att attachment, Rekombinationsstellen des Bakteriophagen A
BAC bacterial artificial chromosome

BLAST basic local alignment search tool

B2m B2-Microglobulin

bp Basenpaar(e)

BSA bovine serum albumin

bzw. beziehungsweise

°C Grad Celsius

C Cytosin

CIITA class Il transactivator

ccdB control of cell death B

CCMV Cytomegalovirus der Schimpansen

CD cluster of differentiation

CDK cyclin-dependent kinase

cDNA complementary DNA

CDP-Star Chemilumineszenzsubstrat der alkalischen Phosphatase: C;gH;9Cl,0O7Na,P
CLIP class Il associated invarient chain peptide
CmR Chloramphenicol-Resistenz-Gen

CPE Cytopathischer Effekt infizierter Zellen
C-Terminus Carboxy-Terminus

ctrl Kontrolle

DAPI 4',6-Diamidino-2-phenylindol-Dihydrochlorid
d.h. das heif3t

DIG Digoxigenin

DMEM Dulbeccos Modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA 2-Desoxyribonukleinsiure

dNTPs alle vier 2-Desoxy-Nukleotide (A, T, C, G)
ds Doppelstrang/doppelstringig

DTT Dithiothreitol

E early

EBER EBV-encoded small RNA

EBNALI EBYV nuclear antigen 1

EBV Epstein-Barr-Virus
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E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EE cDNA-Klon im pENTR Vektor, isoliert 24 hpi
EFla elongation factor la

EGFP enhanced green fluorescent protein

elF eukaryotischer Translations-Initiations-Faktor
EL cDNA-Klon im pENTR Vektor, isoliert 72 hpi
env envelope, Gen der HIV Glykoproteine
ER endoplasmatisches Retikulum

ERAPI1 endoplasmic reticulum aminopeptidase 1
FACS fluorescence activated cell sorting

FCS fetal calf serum

fwd forward

G Guanin

GAF gamma activated factor

gag group-specific antigen, Gen der HIV Strukturproteine
GAS gamma activated sequence

gp Glykoprotein

GTP Guanosintriphosphat

h Stunde

HA Hamagglutinin

HCMV humanes Cytomegalovirus

HHU Heinrich-Heine-Universitét

HHV humanes Herpesvirus

HIV humanes Immundefizienz-Virus

HLA human leukocyte antigen

hpi Stunden post infection

HSUR Herpesvirus saimiri U RNA

HSV Herpes simplex Virus

IDO Indolamin-2,3-Dioxygenase

IE immediate early

IFN Interferon

IFNAR IFNa-Rezeptorkette

IFNGR IFNy-Rezeptorkette

IL Interleukin

iNOS induzierbare NO-Synthase

1ORF interner ORF

IRES internal ribosomal entry site

IRF interferon regulatory factor

IRL internal repeat long

IRS internal repeat short

ISG interferon stimulated gene

ISGF3 interferon stimulated gene factor 3

ISRE interferon stimulated response element
18] infectious units

Jak Janus-Kinase

k Kilo (1000)

kb Kilo-Basenpaare

kDa Kilo-Dalton
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KSHV Kaposi-Sarkom-Herpesvirus

1 Liter

L late

LAT HSV-1 latency-associated transcript
LB Luria-Bertani

LEMD?2 lamina-associated polypeptide 2/emerin/Manl domain containing 2
IncRNA long non-coding RNA

LTR HIV long terminal repeat

LUNA latency unique natural antigen

m Milli (1/1000)

M molare Masse

M Mikro (1/10°%)

MIIC MHC class Il containing compartment
MAPK mitogen-activated protein kinase
MCMV murines Cytomegalovirus

MDV Marek’s disease virus

ME cDNA-Klon im pMACE Vektor, isoliert 24 hpi
MFI mean fluorescence intensity

MHC major histocompatibility complex
MIEP major immediate early promoter

min Minute

miRDE miRNA decay element

miRNA microRNA

ML cDNA-Klon im pMACE Vektor, isoliert 72 hpi
mock uninfiziert, aber gleich behandelt

MOI multiplicity of infection

mRNA messenger RNA

MRPS17 mitochondrial ribosomal protein SI17

n nano (1/10%)

NCBI national center for biotechnology information
NK-Zelle Nattirliche Killerzelle

NP-40 Nonidet P-40 Detergenz

N-Terminus Amino-Terminus

OAS 2’-5"-Oligoadenylatsynthetase

OD optische Dichte

Opl8 Onkoprotein 18

ORF open reading frame

oriLyt origin of Iytic DNA replication

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PAMP pathogen-associated molecular pattern
PAN RNA  KSHV polyadenylated nuclear RNA
PBS phosphate buffered saline

PCR polymerase chain reaction

pDC plasmazytoide dendritische Zelle

PEI Polyethylenimin

pfu plaque forming units

pH potentia hydrogenii

PKA Proteinkinase A

PKR Proteinkinase R
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PLC peptide loading complex

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

POD Peroxidase

pol polymerase, Gen der HIV reversen Transkriptase, Integrase und Protease
pp Phosphoprotein

PQLC2 PQ loop repeat containing 2

PRC2 polycomb repression complex 2

rev reverse

RhCMV Cytomegalovirus der Rhesus-Makaken

RIPA radioimmunoprecipitation assay

RNA Ribonukleinsdure

RNase Ribonuklease

rORF OREF, der fiir weniger als 20 Aminoséduren kodiert
RPE retinal pigment epithelium

rpm rounds per minute

RRE rev responsive element

rRNA ribosomal RNA

RT reverse Transkriptase

RTA KSHYV replication and transcription activator

S Svedberg

SARS severe acute respiratory syndrome

SCG10 superior cervical ganglion-10

SCLIP SCG-10 like protein

SDS sodium dodecyl sulfate

sec Sekunde

Ser Serin

Sev C C-Protein des Sendaivirus

SHP2 Src homology region 2 domain-containing phosphatase 2
SLD stathmin-like domain

SMART switching mechanism at 5' end of RNA template
snoRNA small nucleolar RNA

snRNA small nuclear RNA

SPA sequential peptide affinity

SRT smallest replicator transcript

SSC saline sodium citrate

STAT signal transducer and activator of transcription
STMNI Stathmin-1 Gen

T Thymin

TAP transporter associated with antigen processing
TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer

TBST tris buffered saline + Tween-20

TEMED N,N,N’",N’-Tetramethylethylendiamin

Thyl thymocyte differentiation antigen 1

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethane

TRL terminal repeat long

tRNA transfer RNA

TRS terminal repeat short

T§SC4 tumor suppressing subtransferable candidate 4
Tyk Tyrosin-Kinase

132



Tyr

iN
UL
uORF
Us
USA
UTR
uv

VA RNA
vFLIP
vICA
vVRNA
VSV-G
v/v

WB
w/o
w/v

wt
YBX3
z.B.

Tyrosin

Uracil bzw. spezifische Aktivitat in units
iiber Nacht

unique long

upstream ORF

unique short

United States of America

untranslated region

Ultraviolettes Licht

Volt

Adenovirus viral associated RNA

viral FLICE inhibitory protein

viral inhibitor of caspase-8-induced apoptosis
HCMYV viral RNA

Glykoprotein des Vesikuldren Stomatitis-Virus
volume per volume

Western Blot

without

weight per volume

Wildtyp

Y box binding protein 3

zum Beispiel
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Zusitzliche Abbildungen und Tabellen

5'-
agagtgtggtcaggcggctcggactgagcaggactttccttatcccagttgattgtgcagaatacactgectgtegettgtcttctattcac
catggcttcttctgatatccaggtgaaagaactggagaagegtgcctcaggecaggcttttgagetgattctcagecctcggtcaaaaga
atctgttccagaattccccectttcccctccaaagaagaaggatctttccctggaggaaattcagaagaaattagaagetgecagaagaaag
acgcaagtcccatgaagctgaggtcttgaagcagetggetgagaaacgagagcacgagaaagaagtgcttcagaaggcaatagaag
agaacaacaacttcagtaaaatggcagaagagaaactgacccacaaaatggaagctaataaagagaaccgagaggcacaaatggcet
gccaaactggaacgtttgcgagagaaggataagcacattgaagaagtgcggaagaacaaagaatccaaagaccetgetgacgagac
tgaagctgactaatttgttctgagaactgactttctccccatceecttectaaatatccaaagactgtactggecagtgtcattttattttttcec
tcctgacaaatattttagaagctaatgtaggactgtataggtagatccagatccagactgtaagatgttgttitagggoctaaaggggaga
aactgaaagtgttttactctttttctaaagtgttggtctttctaatgtagcetatttttcttgttgeatctttictacttcagtacacttggtgtactggg
ttaatggctagtactgtattggctctgtgaaaacatatttgtgaaaagagtatgtagtggcttcttttgaactgttagatgcetgaatatctgttca
cttttcaatcccaattctgtcccaatettaccagatgetactggacttgaatggttaataaaactgeacagtgetgttggtgge-Poly(a)-

3
Abb. S1: Sequenz der isolierten Stathmin-1 cDNA

Stahmin-1 ¢cDNA aus Priparationen genomischer DNA der HLA-DR"*" Subpopulation
wurde per PCR amplifiziert (Abb. 2.38) und sequenziert.
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Gen Abstand [bp] Gen Abstand [bp]
ADOA -148 MEAF6 -25
ARPC3 -92 MICA -36
ATP6AP1 -56 MRPS17 25
ATP6VICI1 -83 NDFIP1 -29
B2M -27 NDUFAF1 0
CAP -191 NDUFV2 -83
CASP6 -29 NEMF 0
CCNBI -140 OTULIN 0
CHD1L -41 PFN1 -526
CHST2 -31 PLEKHB2 -483
COPRS -108 PNRC2 -18
COPS6 -24 RPLI15 -346
CUL3 -16 SCAMP4 -3
DYNCII2 -94 SEC61B -19
DYNLLI1 -57 SKP1 -83
EIF4A1 -120 SMARCA1 -14
EIF4G2 -112 SNX2 -97
EWSRI -284 STUBI -294
HIF1AN -51 SUCLGI -177
HSP90AA1 -47 TMOSF4 -225
HSPAS -45 TSSC4 48
ISG15 -76 UBE2V2 -7
LAPTM4A -384 UCHL1 -47
LEMD2 7 VIM -268
MCM7 -573 YBX3 16

Tab. S1: Zelluldre Transkripte der cDNA-Bank

Aufgelistet sind 50 zufidllig gewihlte zelluldre Transkripte der cDNA-Bank, deren 5'-Enden
sequenziert wurden. Im Vergleich mit mRNA-Sequenzanalysen der NCBI-BLAST-
Datenbank ergeben sich variierende 5'-UTRs. Die Unterschiede der 5'-UTRs abgeglichen mit
der jeweils langsten publizierten Transkriptvariante sind in bp angegeben.
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Genregion Genomposition [bp] Grole [bp] Orientierung ORFs [bp] auf der RNA von 5’ nach 3°

EE57 IncRNA2.7 [2116-3681] 1566 - ORFL4C [120] ORFL3C [78] ORFL2C [219]

EE285 IncRNA2.7 [2117-3681] 1565 - ORFL4C [120] ORFL3C [78] ORFL2C [219]

EE301 INcRNA2.7 [2867-4598] 1732 - ORFL8C [105] ORFL7C [252] ORFL7C.iORF1 [117] ORFL6C [258] ORFL5C [81]

EE510 IncRNA2.7 [2867-4285] [4353-4598] 1665 - ORFL8C [105] ORFL6C [258] ORFL5C [81]

EE1540 IncRNA2.7 [2117-3681] 1565 - ORFL4C [120] ORFL3C [78] ORFL2C [219]

EE991 IncRNA2.7 [2471-4162] 1692 - ORFL6C [258] ORFL5C [81] ORFLAC [120] ORFL3C [78] ORFL2C [219]
ORFLB8C [105] ORFL7C [252] ORFL7C.iORF1 [117] ORFL6C [258] ORFL5C [81]

EE1171 INcRNA2.7 [2116-4601] 2486 - ORFLAG [120] ORFL3G [78] ORFLZC [219]

EE154 IncRNA1.2 [6365-7388] 1024 - ORFL16C [276] ORFL16C.iORF1 [129] ORFL15C [69]

EE581 IncRNA1.2 [6365-7389] 1025 - ORFL16C [276] ORFL16C.iIORF1 [129] ORFL15C [69]

EE725 IncRNA1.2 [6365-7388] 1024 - ORFL16C [276] ORFL16C.iORF1 [129] ORFL15C [69]

EE852 IncRNA1.2 [6366-7388] 1023 - ORFL16C [276] ORFL16C.iORF1 [129] ORFL15C [69]

EE1123 IncRNA1.2 [6365-7388] 1024 - ORFL16C [276] ORFL16C.iIORF1 [129] ORFL15C [69]

EL82 IncRNA1.2 [7079-8102] 1024 - ORFL16C [276] ORFL16C.iORF1 [129] ORFL15C [69]

EL127 IncRNA1.2 [7079-8102] 1024 - ORFL16C [276] ORFL16C.iIORF1 [129] ORFL15C [69]

EL194 IncRNA1.2 [7079-8104] 1026 - ORFL16C [276] ORFL16C.iORF1 [129] ORFL15C [69]

ML19 IncRNA1.2 [7077-8103] 1027 - ORFL16C [276] ORFL16C.iORF1 [129] ORFL15C [69]

ML49 IncRNA1.2 [7079-8103] 1025 - ORFL16C [276] ORFL16C.iIORF1 [129] ORFL15C [69]

EE1266 UL4-5 [13274-14793] 1520 + ORFL33W [66] UL4 [456] UL5 [498] ORFL35W.iORF1 [240]

ME 106 UL4-5 [13275-14794] 1520 + ORFL33W [66] UL4 [456] UL5 [498] ORFL35W.IORF1 [240]

EE1043 UL5 [14245-14791] 547 + ORFL35W.iORF1 [240]

EE81 UL16-17 [22415-23671] 1257 + UL16 [690] ORFL49W.iORF1 [147] UL17 [312]

EE374 UL16-17 [22915-23671] 757 + ORFL49W.iORF1 [147] UL17 [312]

EE792 UL16-17 [22417-23671] 1255 + UL16 [690] ORFL49W.iORF1 [147] UL17 [312]

ML7 UL16-17 [23638-24415] 778 + ORFL49W.iORF1 [147] UL17 [312]

EE42 UL21A [26471-26888] 418 - UL21A [369]

EE1120 UL21A [26469-26889] 421 - UL21A [369]

EE960 UL21A [26475-27810] 1336 - UL21A [369]

ME 130 UL21A [26475-27810] 1336 - UL21A [369]

EL152 UL22A [27547-27963] [28048-28345] 715 + ORFL56W [105] UL22A [309]

EE1280 UL23 [27812-28889] 1078 - ORFL65C [81bp] UL23 [852] ORFL64C.iIORF1 [396]

EL97 UL23as/IncRNA2.7 [3179-3679] [28616-29135] 1019 +/- ORFL60W [75] ORFL61W [66] ORFL2C [219]

EE1401 UL24-23 [27810-30065] 2256 - ORFL71C.iORF1 [1074] UL24 [900] ORFL65C [81] UL23 [852] ORFL64C.iORF1 [396]

ME 138 UL24-23 [27812-30065] 2254 - ORFL71C.iORF1 [1074] UL24 [900] ORFL65C [81] UL23 [852] ORFL64C.iORF1 [396]

EE788 UL34 [44816-46076] 1261 + UL34 [1224] ORFL96W.IORF2 [1161]

EE51 UL36 [48127-48991] 865 potentielle UL36 nested ORFs [621] [237]

EE857 UL36 [48126-49498] [49602-49883] 1655 - ORFL101C [1476] UL36 [1428]

EE247 UL36 [48126-49498] [49602-49883] 1655 - ORFL101C [1476] UL36 [1428]

EE706 uUL40 [53170-53867] 698 - UL40short [618]

EE249 UL41A-40 [53167-54329] 1163 - UL41A [234] ORFL106C [357] UL40long [663] UL40short [618]

EE282 UL41A-40 [53163-54414] 1252 - ORFL108C [93] UL41A [234] ORFL106C [357] UL40long [663] UL40short [618]

EE1414 UL41A-40 [53164-54415] 1252 - ORFL108C [93] UL41A [234] ORFL106C [357] UL40long [663] UL40short [618]
UL44 [1299] UL43 [1269] ORFL110C.iORF2 [963] ORFL110C.iORF1 [81] UL42 [375]

EE1428 uL44-40 [53165-57494] 4330 3 ORF108C [93] UL41A [234] ORFL106C [357] UL40long [663] UL40short [618]

EE704 UL48as [67019-68325] 587 - keine kanonischen ORFs

EE478 UL49-48A [71038-73159] 2122 - UL49 [1710] ORFL129C [348] ORFL128C [306] ORFL129C.iORF1 [78] UL48A [225]
ORFL139C [96] ORFL138C [183] UL51 [471] ORFL136C.iORF1 [69] UL50 [1191]

EE1223 UL51-48A [70087-74960] 4874 - UL49 [1710] ORFL129C [348] ORFL128C [306] ORFL129C.iORF1 [78] UL48A [225]
ORFL126C [120] ORFL125C [150]
ORFL139C [96] ORFL138C [183] UL51 [471] ORFL136C.iIORF1 [69] UL50 [1191]

ME73 UL51-48A [70087-74959] 4873 - UL49 [1710] ORFL129C [348] ORFL128C [306] ORFL129C.iORF1 [78] UL48A [225]
ORFL126C [120] ORFL125C [150]
potentieller 5-ORF [228] UL92 [603] UL93 [1782] ORFL221W [1266]

EE103 UL52as/UL92-94 [75064-75275] [134903-138878] 4188 -+ ORFL221W .iORF1 [414] UL94 [1035] ORFL222W .IORF1 [159]

EE1096 UL55 [81349-84810] 3462 - UL55 [2718] ORFL145C.iORF2 [159] ORFL145C.iORF1 [180] ORFL144C [75]

EE1292 UL55 [81349-84811] 3463 - UL55 [2718] ORFL145C.iORF2 [159] ORFL145C.iORF1 [180] ORFL144C [75]

EL189 UL72as-UL74A [106426-107899] [109233-109467] 1709 + ORFL173W [114] UL73 [405]

EL14 UL73-74A [107375-107899] [109233-109467] 760 + UL73 [405]

EL63 UL73-74A [107375-107899] [109233-109467] 760 + UL73 [405]

EL135 UL73-74A [107376-107899] [109233-109461] 753 + UL73 [405]

EL145 UL73-74A [107376-107899] [109233-109467] 759 + UL73 [405]

EL173 UL73-74A [107375-107918] [109233-109466] 778 + UL73 [405]

EE1458 UL77-78 [113003-115437] 2435 + ORFL195W [111] UL78 [1293] ORFL196W.iORF1 [1248] ORFL196W.iORF2 [66]

EL19 UL78 [114471-116149] 1679 + ORFL195W [111] UL78 [1293] ORFL196W.iORF1 [1248] ORFL196W.iORF2 [66]

EL224 UL78 [114472-116149] 1678 + ORFL195W [111] UL78 [1293] ORFL196W.iORF1 [1248] ORFL196W.iORF2 [66]

EE89 uL84 [122120-124038] 1919 - UL84 [1758] ORFL208C.iORF1 [369]

EE294 UL84 [122120-124039] 1920 - UL84 [1758] ORFL208C.iORF1 [369]

EE734 UL84 [122120-124039] 1920 - UL84 [1758] ORFL208C.iORF1 [369]

EE773 UL84 [122120-124038] 1919 - UL84 [1758] ORFL208C.iORF1 [369]

EE1039 UL84 [122118-124038] 1921 - UL84 [1758] ORFL208C.iORF1 [369]

EE1212 uL84 [122118-124038] 1921 - UL84 [1758] ORFL208C.iORF1 [369]

ME119 UL84 [122116-124037] 1924 - UL84 [1758] ORFL208C.iORF1 [369]

ML45 UL84 [122829-124505] 1677 - ORFL208C.iORF1 [369]
potentieller 5”-erweiterter UL92-ORF durch Spleien [1080] UL92 [603] UL93 [1782]

ME104 ULo2-54 [134057-134650] [134903-138879] 4571 * ORFL221W [1266] ORFL221W.iORF1 [414] UL94 [1035] ORFL222W.iORF1 [159]

EE558 UL94 [137354-138880] 1527 + ORFL221W.iORF2 [75] ORFL222W.i{ORF1 [141]

EE824 UL95 [138868-140354] 1487 + ORFL223W [270] ORFL223W.iORF1 [63]

EE1265 UL95 [138868-140354] 1487 + ORFL223W [270] ORFL223W.iORF1 [63]

ME17 UL102as [148887-149453] 567 - ORFL237C [357]

ML13 RNA1.3 [156473-156769] [161301-162262] 1259 - ORFL249C [111] weitere potentielle ORFs [192] [234]

EE834 IncRNA5as [157319-160528] 3210 + potentielle ORFs [312] [153]

EE835 IncRNA5as [157319-160528] 3210 + potentielle ORFs [312] [153]

EE487 UL111A [160603-160812] [160889-161381] 703 + UL111A [417] ORFL248W.iORF2 [93]

EE746 UL111A [160602-160812] [160889-161381] 704 + UL111A [417] ORFL248W.iORF2 [93]

EL51 UL111A [161309-161529] [161606-162104] 720 + UL111A [417] ORFL248W.iORF2 [93]

EL85 UL111A [161324-161529] [161606-162102] 703 + UL111A [417] ORFL248W.iORF2 [93]

Tab. S2 wird fortgesetzt
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Genregion Genomposition [bp] GrofRe [bp] Orientierung ORFs [bp] auf der RNA von 5" nach 3’

EE10 UL112-111Aas | [155750-156058] [160587-163812] 3535 - ORFL249C [111] weitere potentielle ORFs [183] [1173] [408] [288] [249] [234]
EE14 UL112-111Aas__| [155750-156058] [160587-163812] 3535 - ORFL249C [111] weitere potentielle ORFs [183] [1173] [408] [288] [249] [234]
EL3 UL112 [162126-164605] 2480 + UL112 p34 [804] ORFL253W.IORF3 [225] ORFL253W.iORF4 [108]
EL24 UL112 [162126-164605] 2480 + UL112 p34 [804] ORFL253W.iORF3 [225] ORFL253W.iORF4 [108]
EL34 UL112 [162126-163017] [163175-164605] 2323 + UL112 p84 [2049] ORFL253W.iORF3 [225] ORFL253W.iORF4 [108]
EL59 UL112 [162126-163017] [163175-164605] 2323 + UL112 p84 [2049] ORFL253W.iORF3 [225] ORFL253W.iORF4 [108]
EL143 UL112 [162126-163338] [164231-164608] 1591 + UL112 p34 [804] ORFL253W.IORF3 [225]
ML53 UL112 [162126-163017] [163175-164605] 2323 + UL112 p84 [2049] ORFL253W.iIORF3 [225] ORFL253W.iORF4 [108]

[165490-165938] [166041-166165]
ML28 UL115-121as Hgggg‘;_;]gg;?g} Egggggl ZSZ%} 3845 + potentielle ORFs [171] [180] [438] [207] [252] [216] [402] [264]

[170634-170968]

EE1516 UL122 [170213-171259] 1047 - potentieller UL122 nested ORF [906]
ME81 UL122 [170213-171264] 1052 - potentieller UL122 nested ORF [906]

[170213-171805] [173351-173535] UL122 [1740] ORFL265C.iORF3 [1206] ORFL265C.iORF2 [1182]
EE1525 uL123-122 [173650-173737] [174565-174683] 1959 B ORFL265C.iORF1 [1017]
EE64 UL126(ehem.) [174629-175216] 588 - ORFL270C [165] ORFL269C [135] ORFL268C [72]
EE74 UL126(chem.) [174629-175216] 588 - ORFL270C [165] ORFL269C [135] ORFL268C [72]
EL163 UL126(ehem.) [175345-175933] 589 - ORFL270C [165] ORFL269C [135] ORFL268C [72]
EL164 UL126(chem.) [175345-175933] 589 - ORFL270C [165] ORFL269C [135] ORFL268C [72]
ME127 UL130-128 [175797-177335] 1539 - UL130 [642]
EL200 UL139-141 [184678-187036] 2361 - UL140 [573] ORFL306C.iIORF1 [78] ORFL301C [312] UL141 [816]
EL209 UL139-141 [184678-187036] 2361 - UL 140 [573] ORFL306C.iORF1 [78] ORFL301C [312] UL141 [816]
EL211 UL141 [184670-185586] 919 - UL141 [816]
EL197 UL145-132 [178498-179511] [181908-182491] 1598 - UL145 [390] ORFL287C.iORF1 [339] UL132 [810] ORFL276C.iORF1 [627]
ML1 UL148-132 [178498-180461] 1964 - UL 148 [948] ORFL278C.iORF1 [69] UL132 [810] ORFL276C.iORF1 [627]
EE690 us2 [195504-196165] 662 - US2 [597]
EE76 US11-10 [201505-202828] 1324 - US11 [645] US10 [555]
ML3 US11-10 [207357-208580] 1224 - US10 [555]
ML22 Us18 [214514-215506] 993 - US18 [822] ORFS346C.iIORF1 [111]
EE578 US20-18 [208654-211326] 2673 - US20 [762] US19 [720] US18 [822] ORFS346C.iIORF1 [111]
EE1497 us24 [215991-217812] 1822 - ORFS357C [156] US24 [1506] ORFS355C.iIORF1 [597]

Tab. S2: HCMYV Transkripte der cDNA-Bank und deren Kodierungspotential

Die Liste enthilt alle per Slot Blot isolierten Einzelklone mit integrierten cDNAs viralen
Ursprungs. Dargestellt sind die Genregion des Transkripts, dessen Grole ohne
Polyadenylierung, Position und Orientierung im HCMV-Genom (Bradley et al, 2009;
Tomasec et al., 2005). Ausgehend vom 5'-Ende des Transkripts sind alle in der Sequenz
enthaltenen ORFs und deren Grof3e unabhingig von deren potentiellen Translation aufgelistet.
Weitere tORFs (<20 Aminosduren; Stern-Ginossar ef al., 2012) sind nicht aufgefiihrt. Bei
geringem Kodierungspotential einiger Transkripte sind potentielle kanonische ORFs
aufgelistet.
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