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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Sowohl das humane Cytomegalovirus als auch das eng verwandte murine Cytomegalovirus (MCMV)
besitzen verschiedene Mechanismen, um das Immunsystem des Wirts zu manipulieren und so der
Immunantwort entgegenzuwirken. Mehrere Mechanismen beeinflussen die Antigenprdsentation
Uber MHC-I-Molekile sowie die Expression der fir die T-Zellstimulation wichtigen kostimulatorischen
Molekile. Das MCMV-Protein modB7-2 ist fir die Verringerung der Oberflachenexpression des
kostimulatorischen Molekiils CD86 in Antigen-prdsentierenden Zellen (APC) verantwortlich. Der
Mechanismus der Reduzierung der CD86-Expression ist bisher jedoch nicht bekannt.

Ziel dieser Arbeit war es, Einblick in den Mechanismus der modB7-2-abhangigen CD86-Modulation zu
gewinnen. Dazu wurde die Expression von modB7-2 naher charakterisiert und das Schicksal von CD86
bei MCMV-Infektion untersucht. Die Ergebnisse zur Aktivitdt von modB7-2 in der dendritischen
Zelllinie DC2.4 unterschieden sich von den zuvor berichteten Erkenntnissen mit der Makrophagen-
Zelllinie RAW264.7; die Daten in dieser Arbeit weisen auf einen weiteren, zu modB7-2 additiv
wirkenden Mechanismus zur Modulation der CD86-Expression in DC2.4-Zellen hin. Die Ergebnisse zur
Aktivitdit von modB7-2 unabhdngig von der MCMV-Infektion deuten zudem auf die Beteiligung
weiterer MCMV-Proteine hin. Nach MCMV-Infektion von WT3-Fibroblasten, welche stabil CD86
exprimieren, konnte keine modB7-2-spezifische Verminderung der CD86-Oberflachenexpression
detektiert werden. Dies spricht fiir eine Beteiligung eines zelluldren Faktors in APC.

Untersuchungen zum Translationsstart des modB7-2-Gens ergaben, dass die Synthese des modB7-2-
Proteins am dritten der drei in frame vorhandenen potentiellen Startkodons im modB7-2-ORF
initiiert wird. Das erste Exon des modB7-2-ORFs wird nicht translatiert, das Vorhandensein des Exons
ist aber fur die volle Funktion des modB7-2-Proteins essentiell. Konfokale Mikroskopie-Analysen
zeigten, dass die Hauptmenge von modB7-2 hauptsachlich im Golgi-Apparat zu finden ist. Dass ein
Acidic Clusters in der modB7-2-Aminosduresequenz als Golgi-Retentionssignal dient, konnte
allerdings nicht bestétigt werden.

Mittels FACS-Analysen wurde gezeigt, dass modB7-2 einen Einfluss auf die schon zum
Infektionszeitpunkt auf der Oberflache von DC2.4-Zellen vorhandenen CD86-Molekiile hat. Nach
Internalisierung durch Clathrin-abhédngige Endozytose wird CD86 nicht intrazellular gespeichert,
sondern wahrscheinlich in Lysosomen degradiert.

Die Ergebnisse dieser Arbeiten deuten auf einen komplexen Regulationsmechanismus der modB7-2-
Translation und die Beteiligung weiterer MCMV- sowie zelluldrer Proteine an der modB7-2-

abhédngigen Endozytose von CD86 in DC2.4-Zellen und der anschlieenden Degradation hin.
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Abstract

Abstract

Both the human cytomegalovirus and the closely related murine cytomegalovirus (MCMV) have
developed several mechanisms to interfere with the immune system of the host in order to evade an
effective immune response. Several mechanisms target antigen-presentation via MHC-I molecules
and the expression of co-stimulatory molecules that are important for activation of T cells. The
MCMV-protein modB7-2 was shown to downregulate surface-CD86 in infected antigen-presenting
cells (APC). To date, no mechanism responsible for the modB7-2-dependent downmodulation of
CD86 has been identified.

The aim of this study was to obtain insight in the machinery behind the downmodulation of CD86 in
infected APC. Therefore, the expression of modB7-2 was characterized and the fate of CD86 in
infected cells was investigated. The activity of modB7-2 in dendritic cells differed from the previous
results discovered with the macrophage-like cell line RAW264.7. The results of this study indicated
the involvement of one or more additional pathways in the downregulation of CD86. Furthermore,
expression experiments with modB7-2 independently of other MCMV-proteins using a lentiviral-
based transduction system suggested the participation of at least one more MCMV protein in the
modB7-2-dependent downregulation of CD86. In MCMV-infected fibroblasts stably expressing CD86
no modB7-2-specific effect on CD86 surface expression was observed pointing to the involvement of
a cellular factor in APC.

Analysis of translation initiation revealed that the third of the three start codons in frame is used for
synthesis of the modB7-2 protein, and the first exon of the modB7-2 gene was found to be essential
for the complete function of the modB7-2 protein, although the exon is not translated. Confocal
microscopy studies showed that modB7-2 mainly resides in the Golgi-apparatus during infection; the
hypothesis that an Acidic Cluster served as Golgi-retention signal could not be verified.

Flow cytometry experiments showed that modB7-2 affects CD86-molecules already present on the
surface of DC2.4-cells at the time point of infection. Furthermore, the results implicated that the
internalization of CD86 is clathrin dependent and that CD86 is probably degraded in the lysosomal
compartment and is not stored intracellularly.

The results of this study indicate a complex mechanism in the regulation of the modB7-2 translation
and suggest the involvement of one or more MCMV and cellular proteins in the internalization and

degradation of CD86 in MCMV-infected DC2.4-cells.
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Einleitung

Kapitel 1 EINLEITUNG

1.1 DIE FAMILIE DER HERPESVIREN

Die Familie der Herpesviridae umfasst eine groe Gruppe von Viren, die ubiquitdr bei Vertebraten
gefunden wird. Charakterisiert sind sie unter anderem durch ein sehr groRes, doppelstrangiges DNA-
Genom, welches umhiillt vorliegt und je nach Herpesvirus 125-235 kb umfassen kann. Die virale
Genexpression ist bei Herpesviren in einer Kaskade mit drei Klassen gestaffelt: Die Funktion der
zuerst exprimierten sehr frihen (immediate early) Gene liegt in der Regulation der folgenden friihen
(early) und wahrscheinlich auch der spaten (late) Gene. Die frihen Gene werden u. a. zur Synthese
der viralen DNA oder der Kapsid-Reifung bendétigt. Die letzte Klasse, die Gruppe der spaten (/ate)
Gene, reguliert die Verpackung der viralen DNA, die Reifung des Virions und seine Freisetzung. Alle
Herpesviren vereinen die Fahigkeit, ihren Wirt latent zu infizieren. In latent infizierten Zellen ist das
Genom im Zellkern lokalisiert, und es werden - wenn iberhaupt - nur sehr wenige Gene exprimiert.
Wahrend der latenten Infektion treten kaum oder keine Symptome auf; nach einer Reaktivierung
kommt es dann zur Virusreplikation und unter Umstanden zum erneuten Ausbruch von Krankheiten.
Die Herpesviren besetzen verschiedene biologische Nischen im Bezug auf die Orte der
Primarinfektion und Latenz, und verursachen folglich eine groRe Bandbreite an klinischen

Symptomen (Shukla und Spear, 2001; Boehmer und Nimonkar, 2003; Mocarski et al., 2007)

Die Gruppe der humanen Herpesviren umfasst acht Vertreter, welche nochmals in a-, B- und y-
Herpesviren unterteilt werden. Die neurotropen Viren Herpes simplex Virus Typ 1 und Typ 2 (HSV-1
und HSV-2) und das Varizella-Zoster-Virus (VZV) gehéren zu den a-Herpesviren (Modrow 2003,
Zamora, 2011). Die HSV-1-Infektion erfolgt Giber den oralen Weg. Ein Symptom ist die Entstehung von
Fieberbldaschen, dem sog. Herpes labialis; bei Infektion der Cornea kann allerdings zudem eine
Keratitis entstehen, die unbehandelt auch zur Erblindung fiihren kann (Zamora, 2001; Atherton und
Cathcart, 2011, Kaye und Choudhary, 2006). HSV-2 wird durch Sexualkontakte Ubertragen; eine
Infektion resultiert in schmerzhaften Blaschen und Geschwiiren, die sich auf den Schleimh&auten des
Genital- und Perianalbereiches bilden kénnen (Zamora, 2011). Beim Varizella-Zoster-Virus erfolgt die
Primarinfektion meist schon im Kindesalter und verursacht die bekannten Windpocken, sogenannte
Varizellen. Spater folgende Reaktivierung resultiert in Herpes zoster, auch Gurtelrose genannt,
welche durch Ausbildung eines schmerzhaften Hautausschlages charakterisiert ist (Gnann und

Whitley, 2002).
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Zu den B-Herpesviren gehoren das Cytomegalovirus und die humanen Herpesviren 6 und 7 (Mocarski
et al., 2007). Symptome der HHV-6-Infektion sind hohes Fieber von drei bis sieben Tagen Dauer und
Hautausschlag, auch als Roseola infantum oder Exanthema subitum bezeichnet. HHV-7, welches 85 %
Sequenzhomologie zu HHV-6 aufweist, kann auch wie HHV-6 T-Lymphozyten infizieren, wird aber
zusatzlich in der Speicheldrise gefunden (Zamora, 2011). Symptome der Primarinfektion sind auch
bei HHV-7 Fieber sowie Exanthema subitum, wahrend die Langzeitinfektion asymptomatisch verlauft
(Zamora, 2011; Tanaka et al., 1994). Auf den dritten Vertreter der B-Herpesviren, das

Cytomegalovirus, wird im Detail im nachsten Abschnitt eingegangen.

Das Epstein-Barr-Virus (EBV) und das Kaposi-Sarkom assoziierte Herpesvirus (KSHV) sind die einzigen
humanpathogenen Vertreter der y-Herpesviren (Mocarski et al., 2007). Das Epstein-Barr-Virus wurde
1964 durch Epstein und Barr als erstes humanes Tumorvirus bekannt, welches in kultivierten
Lymphoblasten des Burkitt-Lymphoms identifiziert werden konnte (Epstein et al., 1964);
hauptsachlich werden B-Lymphozyten und Epithelzellen von EBV infiziert. Ein Krankheitsmerkmal
EBV-infizierter Personen ist die infektiose Mononucleose (Pfeiffersches Driisenfieber); auch wird EBV
als Ausloser des Burkitt-Lymphoms gehandelt. Das Hodgkin-Lymphom sowie das Nasopharynx-
Karzinom sind ebenfalls EBV-assoziierte Krankheiten. Mehr als 90 % der EBV-Infizierten bleiben

allerdings symptomlos (Saha und Robertson, 2011; Middeldorp et al., 2002).

KSHV wurde in AlDS-assoziiertem Kaposi-Sarkom im Jahre 1994 identifiziert (Chang et al., 1994).
Spater wurde auch das primare Effusionslymphom (Cesarman et al., 1995) und die Castleman-
Krankheit (Soulier et al., 1995) als KSHV-assoziiert beschrieben. Hauptiibertragungsweg von KSHV ist
die Speichelflissigkeit; auch Sexualkontakte wund Blut sowie Blutprodukte werden als
Transmissionsweg diskutiert (Uldrick und Whitby, 2011; Hladik et al., 2006). Die Pravalenz liegt in
Afrika Uber 50 %, wahrend sie in den meisten Landern Europas, USA und Asiens 10 % nicht

Uiberschreitet.

1.2 DAS HUMANE CYTOMEGALOVIRUS ~AUFBAU, REPLIKATION UND TROPISMUS

Das humane Cytomegalovirus stellt den Prototypen unter den B-Herpesviren dar. Es besitzt mit ca.
240 kb das groRte Genom unter den Herpesviren und kodiert fiir mindestens 166 Gene, wobei nur
hochstens etwa 80 Gene essentiell sind, die Ubrigen Gene dienen wohl zur Beeinflussung der
Wirtszelle. Allerdings sind nur 70 Protein-kodierende Regionen in allen Genomen der B-Herpesviren

konserviert (Davison et al., 2003; Mocarski et al., 2007; Kalejta, 2008).
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Das HCMV-Virion mit einem Durchmesser von etwa 200-300 nm hat eine typische Herpesvirus-
Struktur: Die doppelstrangige lineare DNA ist in ein Nukleokapsid mit ikosahedraler Struktur
eingebettet, welches aus fiinf HCMV-core-Proteinen besteht (Mocarski et al., 2007). Um das
Nukleocapsid herum befindet sich eine Matrix, welche auch als Tegument bezeichnet wird. Das
Tegument seinerseits besteht aus mindestens 30 HMCV-Proteinen, aber auch zelluldre Proteine
sowie RNA konnten nachgewiesen werden (Kalejta, 2008; Varnum et al., 2004; Terhune et al., 2004).
Das Tegument ist wiederum von einer Lipidschicht - dem Envelope - umhiillt, die als vom trans-Golgi
Netzwerk (TGN) abstammend beschrieben wurde (Mocarski et al., 2007). Neueren Erkenntnissen
zufolge beinhaltet die Virushiille allerdings sowohl Marker des TGN als auch des endozytotischen
Transportweges, so dass das HCMV-Envelope auch von Membranen aus Vesikeln stammen kdnnte
(Cepeda et al., 2009; Homman-Loudiyi et al., 2003). In diese Membran sind wahrscheinlich mehr als
20 verschiedene Virus-kodierte Glycoproteine eingelagert (Mocarski et al.,, 2007). Ein
elektronenmikroskopisches Bild des HCMV-Partikels und der schematische Aufbau eines HCMV-

Virions sowie die Struktur des Nukleokapsids sind in Abbildung 1.1 gezeigt.

Glykoprotein
Lipid Bilayer
Tegument

Tegument
Proteine

Verankerte Tegument
Proteine

Capsid

dsDNA

Dense Body

Abbildung 1.1 Aufbau und Struktur des HMCV-Virions
Dargestellt sind die Elektron-Kryomikrographien eines HCMV-Partikels (a), eines nicht-infektiosen umhiillten Partikels NIEP

(c) und eines Dense Bodies (d). In (b) ist der schematische Aufbau eines HCMV-Virions skizziert. (e) stellt die
dreidimensionale Struktur des Kapsids von HCMV dar, daneben sind ein Penton (Mitte) und ein Hexamer im Vergleich
gezeigt. Die Aufldsung betragt 35 A (verdndert nach Liu und Zhou, 2007)

Die CMV-Replikation lauft Gber einen mehrstufigen Prozess ab: Nachdem das Viruspartikel durch
direkte Fusion mit der Zellmembran oder durch Endozytose aufgenommen wurde, wird das

Viruskapsid - im Falle der Endozytose noch durch Fusion mit der Endosomenmembran ins
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Cytoplasma freigesetzt - Gber Mikrotubili zum Zellkern transportiert. Die virale DNA wird Uber die
Kernporen in den Nukleus entlassen. Nach der Replikation durch den ,rolling circle“-Mechanismus
erfolgt der Zusammenbau des Viruskapsides und dieses tritt dann (iber die innere Kernmembran in
den perinukledren Raum ein, wodurch die erste Membranumhillung erfolgt. Anschlielend wird das
Kapsid durch Fusion mit der duferen Kernmembran in das Cytoplasma entlassen, wobei die
Membranhiille wieder entfernt wird (zusammengefasst in Mettenleiter et al., 2006 und Mocarski et
al., 2007). Nach Anlagerung der Tegumentproteine erhalt das Kapsid seine endgtltige Membranhiille
durch Abschnirung in Vesikel, die sich zwischen TGN und Endosomen befinden (Cepeda et al., 2009).
Diese Vesikel werden dann zur Plasmamembran transportiert und setzen dort durch Fusion mit der
Zellmembran die reifen Viren in den Extrazellularraum frei. Eine schematische Darstellung des

Replikationszyklus von HCMV ist in Abbildung 1.2 gezeigt.

Bei der Virusreplikation in der Zelle werden allerdings nicht nur reife, infektidse Viruspartikel
gebildet, es entstehen auch eine Vielzahl unreifer bzw. defekter Partikel, denen z. B. das
Nukleokapsid komplett fehlt oder in denen keine DNA eingelagert wurde (siehe Abbildung 1.1 (c) und
(d)). Diese werden bei Fehlen viraler DNA als nicht-infektiose umhillte Partikel (NIEP) oder bei Fehlen
des kompletten Nukleokapsids als Dense Bodies bezeichnet (Imiere und Gibson, 1983; Mocarski et

al., 2007).
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Abbildung 1.2 Schematische Darstellung des Replikationszyklus von HCMV
Nach Aufnahme des Virus und der Freisetzung des Kapsids ins Cytoplasma wird die virale DNA in den Zellkern entlassen, wo

die Replikation der Virus-DNA stattfindet. AnschlieRend wird die DNA in die neusynthetisierten Kapside verpackt, ins
Cytoplasma entlassen und mit der endglltigen Membran umhiillt. Die Freisetzung reifer CMV-Virionen erfolgt durch
Exocytose an der Plasmamembran (ilbernommen aus Crough und Khanna, 2009). Fir weiterfiihrende Erklarungen siehe
Text.

CMV zeigt strenge Wirtsspezifitat in vivo und kann ein breites Spektrum an Zelltypen infizieren. So
kénnen sowohl Epithel- als auch Endothelzellen infiziert werden, und auch Fibroblasten,
Muskelzellen sowie Hepatozyten sind permissiv fir CMV. Des Weiteren kénnen u. a. bestimmte
Leukozyten - darunter auch Monozyten, Makrophagen und Dendritische Zellen - sowie Neurone und
Gliazellen von CMV infiziert werden (Revello und Gerna, 2010; Sinzger et al., 2008). Diese breite
Zellspezifitat lasst auf einen weit verbreiteten Rezeptor schliefen, oder auf mehrere Glykoproteine in
der CMV-Membran, die den Kontakt zu unterschiedlichen Rezeptoren auf den genannten Zelltypen
vermitteln. Obwohl schon mehrere Zelloberflachenproteine vorgeschlagen wurden, die beim CMV-
Eintritt in die Zelle eine Rolle spielen (u.a. der platelet-derived growth-factor-receptor alpha
PDGRF-q, Integrin avPB3, EGF-Rezeptor sowie Annexin ll), ist bis heute noch kein Rezeptor sicher
identifiziert worden (Soroceanu et al., 2008; Wang et al., 2005; Wang et al., 2003; Wright et al.,
1994). Auch auf Seiten des Virus wurden verschiedene Glykoproteine identifiziert (z. B. gB, gH, gL, gM
und gN), die beim Zelleintritt eine Rolle spielen (Mocarski et al., 2007; Isaacson et al., 2009). Heute
wird vermutet, dass gH/glL-Komplexe fir die Bindung an die Zelloberflichenrezeptoren
verantwortlich sind. Die Expression des gH/glL/gO-Komplexes erlaubt die Infektion von nur wenigen
Zelltypen wie Fibroblasten und neuronalen Zellen. Monozyten und dendritische Zellen sowie

Endothel- und Epithelzellen kénnen dagegen nur infiziert werden, wenn das Virus den Komplex aus
5
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gH/gL/UL(128,130,131A) exprimiert (Hahn et al., 2004; Wang et al., 2005; Gerna et al., 2005; Adler et
al., 2006; Scrivano et al. ,2011).

1.3 KLINISCHE BEDEUTUNG VON HCMV

Die Seropravalenz von HCMV in der Bevdlkerung liegt bei 50 — 90 %, dies variiert je nach Land und
soziookonomischem Status. Generell ldsst sich sagen, dass in Entwicklungslandern die Pravalenz der
HCMV-Infektion grofer ist und dass dort die CMV-Infektion frilher im Leben eines Menschen eintritt

(Mocarski et al., 2007).

Die Ubertragung erfolgt tber den Kontakt mit Korperfliissigkeiten von Personen, die Virus
ausscheiden; die Transmission erfolgt nicht Gber den Luftweg. Nach einer primaren CMV-Infektion
kann Virus im Urin und Speichel, in der Tranenflissigkeit, in der Muttermilch, in Cervixsekreten und
dem Sperma detektiert werden, und dies noch nach Monaten und manchmal auch noch nach Jahren.
Somit ist die Wahrscheinlichkeit einer CMV-Infektion zum Einen durch Geschlechtsverkehr mit haufig
wechselnden Partnern erhéht. Zum Anderen tritt die Virusausbreitung verstarkt in Einrichtungen auf,
in denen viele Kleinkinder und Kinder anzutreffen sind, wie z. B. in Kinderkrippen, Kindergarten und

Schulen, da hier der Kontakt mit Kérperflissigkeiten fast unvermeidlich ist (Mocarski et al., 2007).

Neben den genannten horizontalen Ubertragungswegen von CMV ist auch eine vertikale
Transmission moglich; mit diesem Ubertragungsweg stellt CMV zusammen mit VZV eine
Besonderheit unter den humanen Herpesviren dar (Mocarski et al., 2007, Gardella und Brown, 2007).
Dabei kann HCMV transplazentar intrauterin ibertragen werden, oder die Infektion erfolgt wahrend
der Geburt oder danach Uber die Muttermilch. Die intrauterine Transmissionsrate liegt dabei bei bis
zu 40 % im Falle einer Primarinfektion; kommt es wahrend der Schwangerschaft zu einer
Reaktivierung von CMV, liegt die Transmissionsrate wahrscheinlich aufgrund der schon vorhandenen
humoralen und zellvermittelten Immunantwort bei nur etwa 1 % (Revello und Gerna, 2004). Dem
vertikalen Infektionsweg wird eine wichtige Rolle bei der Erhaltung der Infektion innerhalb der
Bevolkerung zugeschrieben. Die transplazentare und die neonatale Infektion kdnnen zu Schaden des
ZNS fiihren, die sich u. a. als Mikrocephalus, Lethargie, Taubheit und Lernbehinderungen sowie
Chorioretinitis manifestieren. In schweren Féllen kann die CMV-Infektion bei diesen Kindern auch
todlich verlaufen (Mocarski et al., 2007). In der Tat wurde 1999 aufgrund einer Studie des US
Institute of Medicine der Entwicklung eines Impfstoffes gegen HCMV hdchste Prioritat eingeraumt

(Arvin et al., 2004)
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In Personen mit intaktem Immunsystem verlauft die CMV-Infektion meistens symptomlos. Nach der
Primarinfektion geht das Virus in den Zustand der Latenz (ber, woraus das Virus sporadisch
reaktivieren kann. Die Mechanismen, die zur Latenz und zur spdteren Reaktivierung fiihren, sind bis
heute nicht vollstandig verstanden (Sinclair und Sisson, 2006; Mocarski et al., 2007). Die
symptomatische CMV-Infektion zeigt Merkmale einer Mononukleose, wie sie auch bei einer EBV-
Infektion auftreten kann. Charakteristisch sind hierbei Fieber (flir mehr als 10 Tage), Midigkeit,
Kopfschmerzen und Unwohlsein, auch Hepatomegalie und Splenomegalie sowie Hautausschlag
kdnnen Symptome sein. Generell verlauft die symptomatische Infektion mild und heilt von selbst
aus; nur in duBerst seltenen Fallen entwickelt sich die CMV-Infektion zu einer schwerwiegenden
lebensbedrohlichen Krankheit in immunkompetenten Individuen (Klemola et al., 1965; Eddleston et

al., 1997; Mocarski et al., 2007).

Ernsthafte CMV-Infektionen entwickeln sich bei Patienten mit Einschrankungen im Immunsystem wie
z. B. bei Transplantat-Empfangern oder AIDS-Patienten. Die schwerwiegendsten CMV-Krankheiten -
- nach der kongenitalen Infektion - wurden in AIDS-Patienten beobachtet. Charakteristisch sind hier
u. a. die CMV-Retinitis sowie die CMV-Encephalitis, Gastritis, Osophagitis, Pneumonitis und Hepatitis
(Ho, 2008; Steininger et al., 2006). Bevor die hoch aktive antiretrovirale Therapie (HAART) eingefiihrt
wurde, entwickelten 20 — 40 % der AIDS-Patienten CMV- assoziierte Erkrankungen (Mocarski et al.,
2007); die mittlere Uberlebensrate in HIV-Patienten nach Diagnose der CMV-Krankheit lag damals bei
4 — 9 Monaten (Harb et al., 1991; Steininiger et al., 2006). Nach Einfliihrung der HAART senkte sich die
Inzidenz fur CMV-assoziierte Krankheiten in HIV-Patienten; das Auftreten der CMV-Retinitis
reduzierte sich z. B. von 17,1 % auf 5,6 % pro 100 Patienten im Jahr (Mocroft et al., 2000 und Palella
et al., 1998). Dennoch entwickeln HIV-Patienten, die seropositiv fir CMV sind, zweieinhalbmal

schneller AIDS mit Todesfolge als Seronegative (Webster et al., 1989).

Auch nach Transplantationen stellt die CMV-Infektion ein grofRes Risiko dar; 75 % der
Organempfanger sind im ersten Jahr nach der Transplantation betroffen (Pereyra et al., 2004; Ho,
2008). In einer prospektiven Studie wurde festgestellt, dass 80 % der seronegativen
Organempfanger/Rezipienten (R) nach der Transplantation einer Niere von CMV-seropositiven
Spendern/Donor (D*) selbst seropositiv fiir CMV wurden (Ho et al., 1975). Risikofaktoren fiir die
CMV-Infektion nach Transplantation stellen somit u. a. der Serostatus des Donors und des
Empféangers dar, aber auch die Art der Transplantation spielt eine Rolle. Die CMV-Krankheit kann sich
bei Transplantatempfangern in Fieber mit Unwohlsein und systemischer Erkrankung auswirken, aber
auch Retinitis, Pankreatitis, Hepatitis und Enzephalitis sogar mit Todesfolge kbnnen auftreten. Des
Weiteren bleibt die CMV-Infektion bei der Transplantation hamatopoetischer Stammzellen eine der

schwerwiegendsten Komplikationen, und Seropositivitat flir CMV stellt weiterhin ein Risiko fir

7



Kapitel 1

Transplantation-bedingte Sterblichkeit dar (Ljungman, 2002; Boeckh und Ljungman, 2009; Mocarski
et al., 2007).

Die Therapie der Wahl bei Ausbruch der CMV-Krankheit ist die orale Gabe von Valganciclovir oder die
intravendse Gabe von Ganciclovir. Dabei sollte die Behandlung solange fortgesetzt werden, bis virale
Eradikation erreicht wurde, mindestens jedoch sollte die Behandlung zwei Wochen andauern. Bei
schwerem Krankheitsverlauf kann auch eine kombinierte Therapie mit CMV-Immunglobulinen in
Betracht gezogen werden. Dabei sollte wahrend einer Therapie stets der Verlauf der Krankheit
Uberprift werden, um Erfolg bzw. Resistenzbildung zu kontrollieren (Asberg et al., 2007; Kotton et
al., 2010). Zur Zeit sind verschiedene CMV-Vakzinen in der Entwicklung, allerdings steht bis heute
kein Impfstoff gegen CMV fiir die klinische Anwendung zur Verfligung. Eine hergestellte attenuierte
Lebend-Vakzine basierend auf dem Towne-Stamm von CMV wurde in klinischen Tests zwar als sicher
eingestuft, allerdings konnte mit dieser Vakzine die CMV-Infektion nicht verhindert werden (Plotkin
et al., 1984). Auch rekombinantes Glykoprotein gB zusammen mit den pp65- und IE-1-Proteinen
sowie DNA-Vakzinen wurde vielversprechend zur Impfstoffentwicklung eingesetzt (Wloch et al,,
2008). Derzeit wird eine Studie an der Virginia Commonwealth University zur Frage der Sicherheit
und Vertraglichkeit von CMV-Vakzinen, die als Chimaren aus den
Towne- und Toledo- HCMV-Stammen hergestellt wurden, durchgefihrt

(http://www.clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01195571?term=CMV+vaccines&rank=4).

1.4 DAS MURINE CYTOMEGALOVIRUS - EIN MODELL ZUR EXPERIMENTELLEN
UNTERSUCHUNG DER CMV-INFEKTION

Das Modell der Infektion von Mausen mit murinem Cytomegalovirus (MCMV) hat sich als wichtiges
Werkzeug fiir die Analyse der Mechanismen und individuellen Bestandteile der Immunantwort
entwickelt, die zur Immunitdt gegen CMV-Infektionen fiihren. Die Infektion mit MCMV, die in
Madusen ein breites Spektrum an klinischen Erscheinungsformen aufweisen kann, spiegelt die mit
HCMV-Infektion assoziierten Krankheiten im Menschen wider (Krmpotic et al., 2003; Webb et al.,
2002). Hohe virale Titer im jeweiligen Organ fiihren zu Pneumonitis, Hepatitis und Retinitis; hohe
Viruslast in Milz und Leber kdnnen zu einem todlichen Ausgang fiihren. Auch Infektionen in Mausen
mit Einschrankungen oder Defekten im Immunsystem kdnnen zu schweren Krankheitsverlaufen mit
dhnlichen Symptomen wie bei der HCMV-Infektion fihren (Mutter et al., 1988). Obwohl bisher eine
transplazentare Ubertragung von MCMV nicht méglich ist, kann im Mausmodell durch Inokulation
von MCMV direkt in das fotale ZNS oder in den Uterus die kongenitale Infektion simuliert werden

(Kashiwai et al., 1992; Webb et al., 2002). Zudem ist MCMV ebenso wie HCMV empfanglich fir eine
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Ganciclovir-Behandlung (Shanley et al., 1985). Als weiterer Vorteil des Mausmodells weist sich die
Tatsache, dass hier unterschiedliche Mausstamme existieren, die sich bei MCMV-Infektion in der
Virussuszeptibilitdt, in der Schwere der Krankheit und in der Uberlebensrate unterscheiden. So
kénnen Untersuchungen im Mausmodell mit MCMV Erkenntnisse Uber Faktoren im Wirt liefern, die
eine Infektion mit CMV bzw. den Verlauf der Krankheit positiv oder negativ beeinflussen. Auch
prinzipielle Erkenntnisse zur Kontrolle der CMV-Infektionen durch das Immunsystem koénnen in
diesem Modell gewonnen werden, die sich dann auf den Menschen Ubertragen lassen (Shanley,

1984; Webb et al., 2002).

Die Bestimmung des kompletten Genoms von MCMV zeigte eine beachtliche Kolinearitdt zur
Genomsequenz von HCMV auf sowie die Konservierung homologer Gene. Beide Genome sind nach
dem folgenden Schema aufgebaut: In der zentralen Region befinden sich bei beiden Virusgenomen
die ,Haushaltsgene”, welche innerhalb der Gruppe der Herpesviren bei allen Vertretern konserviert
sind. Die CMV-spezifischen Gene flankieren diese Kernregion; und die Gene welche spezifisch fir
jedes einzelne Virus sind, liegen an den Termini des Genoms. Das Fehlen primarer Sequenzhomologie
bei HCMV und MCMYV in diesen terminalen Bereichen des Genoms deutet darauf hin, dass die Gene
in den terminalen Bereichen entweder unabhéngig voneinander erworben wurden oder dass sich
HCMV und MCMV von einem gemeinsamen Vorldufer divergierend entwickelt haben (Rawlinson et

al., 1996; Davis-Poynter et al., 1999).

Der Ubertragungsweg fir MCMV ist z. T. noch spekulativ, wahrscheinlich ist jedoch die Ubertragung
Uber den Speichel der wichtigste Faktor fir die Virusausbreitung; die Viruspartikel gelangen dann
vermutlich Uber die Epithelien des Gastrointestinaltraktes bzw. des respiratorischen Traktes in den
Korper. Auch Sexualkontakte sind bei MCMV mégliche Ubertragungswege. Nach Virusaufnahme
durch die Epithelien in den Korper wird das Virus dann Uber das Blut weiterverbreitet, um die
Zielorgane zu infizieren. Ahnlich wie HCMV hat MCMV eine stark begrenzte Wirtsspezifitat, kann aber
ein breites Spektrum an Zellen, darunter auch Epithel- und Endothelzellen, Myozyten, Makrophagen,
Fibrozyten, Knochenmarkszellen und braune Fettadipozyten infizieren (Rawlinson et al., 1996;

Krmpotic et al., 2003).

1.5 IMMUNANTWORT GEGEN CMV

CMV ist ein starkes Immunogen, welches alle Zweige des Immunsystems aktiviert. Das angeborene
Immunsystem spielt hierbei eine wichtige Rolle in der CMV-Abwehr und in der Aktivierung der

adaptiven Immunantwort. Dabei sind z. B. die Toll-like receptors (TLRs) wichtig flr die Aktivierung
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verschiedener Signalwege und die Ausschiittung von pro-inflammatorischen Cytokinen, die ihrerseits
Zellen des angeborenen Immunsystems rekrutieren und aktivieren. Dies fiihrt auBerdem zur
verstarkten Expression der kostimulierenden Molekiile CD80 und CD86, die fiir das Anschalten der
adaptiven Immunantwort von grofRer Bedeutung sind (siehe 1.8) (Crough und Khanna, 2009; Boehme
und Compton, 2004). Fir HCMV wurde gezeigt, dass die Interaktion der Glykoproteine gB/gH mit
TLR2 das angeborene Immunsystem aktiviert und die Sekretion pro-inflammatorischer Cytokine
veranlasst (Compton et al., 2003; Boehme et al., 2004; Juckem et al., 2008). AuBerdem wurde fir
MCMV gezeigt, dass die Inokulation mit MCMV die Aktivierung von TLR3 und TLR9 bewirkt, wodurch
dendritische Zellen und Makrophagen Typ I-Interferone synthetisieren und so die Aktivierung von

Naturlichen Killerzellen (NK-Zellen) veranlassen (Tabeta et al., 2004; Krug et al., 2004).

Die NK-Zellen spielen in der MCMV-Infektion ebenfalls eine bedeutende Rolle bei der Eindammung
der Infektion (Bukowski et al., 1983; Polic et al., 1998); z. B. kann der adoptive NK-Zell-Transfer
Immunitat gegen CMV vermitteln (Bukowski et al., 1985). Im Menschen ist die Wirksamkeit der NK-
Zellen noch nicht ganz eindeutig. Hinweise in Nierentransplantatempfangern deuten daraufhin, dass

die NK-Zellen unterstiitzend bei der Bekdampfung der CMV-Krankheit wirken (Venema et al., 1994).

Auch die humorale Immunantwort wird bei einer CMV-Infektion aktiviert. Bisher wurde Uber die
Bedeutung der anti-CMV-Antikérper in der HCMV-Kontrolle und dem Schutz vor einer Infektion
heftig diskutiert, es hdufen sich allerdings Hinweise, dass der humoralen Immunwort eine Rolle in der
Begrenzung der Virusverbreitung und der Limitierung des Schweregrades der Infektion zukommt

(Mocarski et al., 2007; Crough und Khanna, 2009).

Ein GroRteil der Kontrolle von CMV und der Beschriankung der Virusreplikation wird durch die
zelluldre Immunantwort bewirkt, v. a. CD8" T-Zellen sowie CD4" T-Zellen sind hier von groRer
Bedeutung. Studien in M3usen und Affen zeigten, dass vor allem die CD8" T-Zellen die wichtigste
Rolle spielen. Depletion der Lymphozyten in Mausen bewirkte Reaktivierung und Ausbreitung von
MCMV; der adoptive Immuntransfer von CD8" cytotoxischen T-Zellen schiitzte jedoch die Mause vor
einem sonst todlichen Ausgang der CMV-Krankheit (Reddehase et al., 1985; Mutter et al., 1988).
Experimente, bei denen verschiedene Subpopulationen von Lymphozyten selektiv depletiert wurden,
zeigten die Wichtigkeit der CD8" T-Zellen bei der Kontrolle der CMV-Infektion (Polic et al., 1998). In
SIV (Simian immundeficiency Virus) -infizierten Affen fiihrte die Inhibierung von CD8" T-Zellen mit
spezifischen monoklonalen a-CD8 -Antikorpern zur Reaktivierung von CMV (Barry et al., 2007). Auch
im Menschen wurde die Bedeutung der CD8" T-Zellen fiir die Kontrolle der CMV-Infektion gezeigt. In
HIV-Infizierten zum Beispiel scheint das Vorhandensein IFNy-sezerniernder, spezifisch gegen HCMV
gerichteter CD8" T-Zellen vor einer CMV-bedingten Retinitis zu schiitzen (Jacobson et al., 2004). Auch

in Empfangern von Knochenmarkstransplantaten korreliert die Entwicklung einer Immunantwort
10
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durch CD8" cytotoxischen T-Lymphozyten mit dem Schutz vor bzw. mit dem Ausheilen der CMV-
Krankheit (Reusser et al., 1991). AuRerdem konnte bei der allogenen Knochenmarkstransplantation
durch Infusion von HCMV-spezifischen CD8" T-Zellen (welche vom Spender abstammten) eine
antigenspezifische zellulare Immunantwort im Empfanger wieder hergestellt werden. Der Empfanger
war danach geschiitzt vor HCMV-assozierten Komplikationen nach der Transplantation (Riddell et al.,
1992; Walter et al.,, 1995). Auch bei Organtransplantationen konnte gezeigt werden, dass das
Vorhandensein bzw. der Erwerb von spezifischen CD8" T-Zellen vor der CMV-Krankheit schiitzt und
zur Erhaltung der Funktion des Spenderorgans beitragt (Shlobin et al., 2006; Bunde et al., 2005). Der
Anteil der CD8" T-Zellen, die an der Immunantwort beteiligt sind, liegt sehr hoch: In gesunden
infizierten Personen liegt der Anteil CD8" T-Zellen, welche spezifisch gegen HCMV-Antigene gerichtet
sind, im Mittel bei 10 % (Sylwester et al., 2005; Gillespie et al., 2000; Khan et al., 2004).

Aber nicht nur die CD8" T-Zellen alleine sind entscheidend fiir die Kontrolle der CMV-Infektion, auch
den CD4" T-Zellen kommt eine wichtige Bedeutung zu. In M&usen, welche mit MCMV infiziert
wurden, fiihrte die Zerstérung der CD4" T-Zellen zu einer vermehrten CMV-Reaktivierung. Zudem
wurde in Mausen, bei denen die CD8" T-Zellen depletiert wurden, gezeigt, dass CD4" T-Zellen ihren
Beitrag zur Kontrolle einer primaren CMV-Infektion leisten (Polic et al., 1998; Jonjic et al., 1990). Im
Menschen wurde in einer Studie festgestellt, dass nach Nierentransplantationen die Anzahl der
virusspezifischen CD4" T-Zellen mit der Kontrolle der Cytomegalovirus-Infektion korreliert (Sester et
al., 2001; Gamadia et al., 2003). Bei Empfangern von Knochenmarktransplantaten war das
Vorhandensein einer detektierbaren CD4" T-Helferzellantwort verbunden mit dem Schutz vor der
CMV-Erkrankung (Krause et al.,, 1997). Bei Empfiangern in der hamatopoetischen
Stammzelltransplantation fiihrte der adoptive Transfer HCMV-spezifischer CD4" T-Zelllinien zu einer
starken Senkung der Viruslast; dabei reichte in 5 von 7 Patienten eine einzige Infusion zur Clearance
der Viramie aus (Einsele et al., 2002). Ebenso wie fiir CD8" T-Zellen ist der Anteil der zirkulierenden
CD4" T-Zellen, welche spezifisch an der Immunantwort gegen CMV beteiligt sind, mit ca. 9 % in
gesunden, fiir CMV seropositiven Personen relativ hoch; in manchen Individuen war dieser Anteil auf
bis zu 40 % erhoht (Sester et al., 2002; Sylwester et al., 2005). Analysen der Spezifitdt von fir HCMV-
spezifischen CD4" T-Zellen zeigen; dass diese ein breites Spektrum an Antigenen erkennen; in
Gesunden wird am haufigsten eine gB-spezifische CD4" T-Zellantwort detektiert (Sylwester et al.,
2005). Zusatzlich zur eher indirekten Funktion der CD4" T-Zellen in der latenten Infektion (durch
Stimulation der humoralen sowie CD8" T-Zellantwort) wurde interessanterweise sogar eine
cytotoxische Aktivitdt und somit eine direkte Kontrolle der CMV-Infektion fiir gB- und gH-spezifische

CD4" T-Zellen festgestellt (Casazza et al., 2006; Elkington et al., 2004).
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1.6 MECHANISMEN DER IMMUNMODULATION VON HCMV

Viren haben im Laufe der Evolution verschiedene Mechanismen entwickelt, die dazu fiihren, dass die
Infektion und das Virus selbst vom Immunsystem nicht oder nur schwer erkannt werden. Auch
Cytomegaloviren haben Mechanismen zur Modulation des Immunsystems entwickelt. Die HCMV-
Proteine gpUS2, gpUS3, gpUS6 und gpUS11 sind fir eine Verringerung von major histocompatibility
complex (MHC) Klasse-I-Molekilen an der Zelloberflache infizierter Zellen verantwortlich. Diese
Verringerung dient dazu, das Erkennen und Zerstéren CMV-infizierter Zellen durch CD8" cytotoxische
T-Zellen zu erschweren (Gewurz et al., 2001; Mocarski, 2002). Die gpUS3-Expression verhindert den
Transport von MHC-I-Molekilen aus dem ER in den Golgi-Apparat (Jones et al., 1996), wahrend die
Expression von gpUS6 das Beladen des MHC-I-Molekiils mit Peptiden blockiert (Ahn et al., 1997;
Lehner et al., 1997; Hengel et al., 1997). Die Proteine gpUS2 und gpUS11 behindern die Translokation
der wachsenden MHC-Peptidkette in das ER bzw. fiihren zu einem Ricktransport der Kette ins
Cytosol und dem folgenden Abbau durch das Proteasom (Jones et al., 1995; Wiertz et al., 1996a;
Wiertz et al., 1996b).

HCMV kodiert des Weiteren fiir MHC-I1 homologe Proteine. Fiir die Funktion wurde angenommen,
dass diese MHC-I-Homologe vor dem Angriff infizierter Zellen durch NK-Zellen schiitzen kénnten, die
aufgrund des Fehlens von MHC-I-Molekilen auf der Zelloberfliche gemalR der ,missing-self”-
Hypothese (Ljunggren und Karre, 1985) die entsprechende Zelle zerstéren. Allerdings wurde diese
Vermutung fur gpUL18 nicht bestatigt (Leong et al., 1998; Mocarski, 2002; Sun und Lanier, 2011).
Schutz vor dem Erkennen infizierter Zellen durch NK-Zellen und der anschlieBenden NK-
Zellaktivierung bieten eher die Proteine gpUL40 und gpUL16: Das Protein gpUL40 bindet an den
inhibierenden NK-Zellrezeptor CD94/NKG2A, wodurch die Erkennung der infizierten Zelle durch die
NK-Zelle unterbunden ist und diese somit geschiitzt ist (Tomasec et al., 2000; Wang et al., 2002).
gpUL16 bindet an die nicht-klassischen MHC-Molekiile MICB, ULBP1 und ULBP2, die normalerweise
die Bindung an den aktivierenden NK-Zellrezeptor NKG2D vermitteln. Diese Interaktion mit dem
aktivierenden Rezeptor NKG2D wird durch gpUL16 unterbunden (Cosman et al., 2001; Sutherland et
al., 2001).

Auch die Zelloberflachenexpression von MHC-II-Molekiilen wird von HCMV moduliert: Zum Einen hat
die Inhibition des Proteins CT,A, welches als Transkriptionsfaktor die Expression von MHC-II steuert,
einen drastischen Einfluss auf die MHC II-Menge (Le Roy et al., 1999); des Weiteren hat das oben
erwadhnte virale Glykoprotein gpUS2 auch die Fahigkeit, die MHC-1I-Menge auf der Zelloberflache von

APCs zu verringern (Tomazin et al,. 1999).
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HCMV kodiert noch fir weitere Membran-gebundene Proteine, die durch Interaktion mit
Wirtsproteinen die Aktivitdt und das Verhalten von Leukozyten verdandern. Das HMCV-Protein UL28
stellt einen bona fide Rezeptor fiir das CX3C-Chemokin Fraktalkin sowie weiterer Chemokine dar
(Mocarski, 2002; Kledal et al., 1998). UL28 kann somit als ,Chemokin-Falle” betrachtet werden:
Durch Chemokin-Bindung an UL28 werden Chemokine moglicherweise abgefangen, die
Konzentration an inflammatorischen Cytokinen am Ort der Infektion wird vermindert und die
Rekrutierung von Immunzellen wird verringert (Mocarski 2002). Die Expression von UL28 erhoht

zudem die Migration infizierter Zellen, was zur Virusdissemination beitragt (Streblow et al., 1999).

Zusatzlich kodiert HCMV fiir wirtshomologe Chemokine bzw. Cytokine, die entweder Immunzellen
rekrutieren, um die Virusverbreitung zu unterstiitzen oder diese hemmen, um die Immunantwort zu
unterbinden: CMV IL-10 zum Beispiel zeigt nur ca. 27 % Homologie zum humanen IL-10, kann aber in
gleichem Malie wie humanes IL-10 die Proliferation von peripheren Leukozyten im Blut und die
Cytokinsynthese hemmen. Die Sezernierung von CMV IL-10 fiihrt zudem zu einer Verringerung der
MHC-I- und MHC-II-Oberflachenexpression auf mononukleéren Zellen des periphéren Blutes (PMBCs)
(Kotenko et al., 2000; Spencer et al., 2002; Mocarski, 2002). AuRerdem wurden HCMV-Proteine

detektiert, die die Apoptose unterbinden (Mocarski et al., 2002).

Auch andere Viren kdnnen mit dem Immunsystem des Wirts interferieren und so die Immunantwort
manipulieren. Die Expression des HIV-Proteins Nef z. B. fihrt zu einem Verlust von major
histocompatibility complex (MHC) Klasse-lI- und Klasse-ll-Molekilen (Schwartz et al., 1996;
Stumptner-Cuvelette et al., 2001) sowie der kostimulierenden Rezeptoren CD80 und CD86 von der
Zelloberflache von APCs (Chaudhry et al.,, 2005), welche verantwortlich sind fiir das Erkennen

infizierter Zellen durch Zellen des Immunsystems.

Auch K3 und K5 von KSHV sind Proteine, die zur Verminderung bestimmter Molekile von der
Zelloberflache infizierter Zellen fiihren. Expression von K3 fihrt zu Internalisation von MHC-I- und
CD1d-Molekiilen von der Zelloberflache, die Expression von K5 dagegen kann zusatzlich die
Zelloberflachenexpression von ICAM-1 und CD86 verringern. K5 und K3 sind Membran-assoziierte
RING-CH-Proteine (MARCH-Proteine); sie besitzen eine RING-Domane (really interesting new gene
domain), welche oft in E3-Ubiquitin-Ligasen zu finden ist. Tatsachlich konnte gezeigt werden, dass K3
und K5 die Ubiquitinierung oben genannter Zielmolekiile bewerkstelligen und so zu deren

lysosomalen Degradation fiihren (Lehner et al., 2005; Means et al., 2007).
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1.7 IMMUNMODULATORISCHE MECHANISMEN VON MCMV

Auch das murine Cytomegalovirus hat immunmodulatorische Proteine, die z. T. homolog zu HCMV
sind. MCMV kodiert drei Proteine, welche mit der Antigenprasentation durch MHC-I-Molekiile
interferieren (Hengel, Brune, Koszinowski, 1998; Hengel et al., 1999). Gp48, das Genprodukt des
mO06-0ORFs, bindet im endoplasmatischen Retikulum an das Peptid-beladene MHC-I-Molekil und
dirigiert dieses dann zum Lysosom, wo das MHC-I-Molekil abgebaut wird (Reusch et al., 1999). Die
Expression des m152-Gens, resultierend im MCMV-Protein gp40, blockiert den Transport von MHC-I-
Molekiilen, so dass diese in pra-Golgi-Kompartimenten stecken bleiben (Thale et al., 1995; Ziegler et
al., 1997). Das Produkt des m04-Gens, gp34, bindet an MHC-I-Molekile im ER und wird mit diesen
zur Zelloberflache transportiert; hier interferiert dieses mit der Bindung an den T-Zell-Rezeptor (TCR)
(Kleijnen et al., 1997). In Abbildung 1.3 ist Funktion der Gene m04, m06 und m152 schematisch

dargestellt.

Auch in MCMV gibt es ein MHC-I-Homolog, dabei handelt es sich um das Produkt von m144. Viren,
die kein m144 exprimieren, zeigen gegenliber Wildtypviren ein verringertes Viruswachstum aufgrund
starkerer Kontrolle durch NK-Zellen. Somit lasst sich vermuten, dass auch durch ml44 die
Eliminierung infizierter Zellen durch NK-Zellen analog der missing-self-Hypothese unterbunden wird
(Cretney et al., 1999; Rawlinson et al., 1996). Aber auch weitere MCMV-Proteine beeinflussen die
NK-Zellaktivitat: gp40 vermindert nicht nur die Expression von MHC-I-Molekilen auf der
Zelloberflache, seine Expression fiihrt auch zu einer niedrigeren Prdsenz von H-60 auf der
Zelloberflache. H-60 ist ein hoch-affiner Ligand fiir den aktivierenden NK-Zellrezeptor NKG2D. Die
Abwesenheit von gp40 verbesserte die Viruskontrolle durch NK-Zellen, dies war jedoch nur fir
BALB/c- nicht aber fir C57BL/6-Méuse der Fall (Krmpotic et al., 2002). Anders als in BALB/c-Mausen
exprimiert ein Teil der NK-Zellen von C57BL/6-Md&usen zusatzlich den aktivierenden NK-Zellrezeptor
Ly49H, ein Ligand fur diesen Rezeptor ist das MCMV-Protein m157. Durch die Aktivierung der NK-
Zellen von C57BL/6-Mé&usen Uber die m157-Ly49H-Bindung sind diese Mause relativ gut geschutzt
vor der CMV-Krankheit, wahrend BALB/c-Mause sensitiver gegentiber der CMV-Infektion sind (Jonjic
et al., 2008; Arase und Lanier, 2004; Lee et al., 2001).
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Abbildung 1.3 Einfluss der MCMV-Genprodukte m04, m06 und m152 auf die CD8"* T-Zellen und NK-Zellen von BALB/c-
Mausen
Zellen infiziert mit MCMV-Mutanten, denen die Gene m04, m06 und m152 fehlen, exprimieren MHC-l und NKG2D-Liganden

an der Zelloberfliche und aktivieren so CD8" T-Zellen und NK-Zellen (oben). Bei Infektion mit MCMV-WT fihrt die
Expression dieser Gene zum Verlust von MHC-I und NKG2D-Liganden an der Zelloberflache und somit zur Inhibierung von
CTLs und NK-Zellen (unten). Verandert nach Krmpotic et al., 2003; weitere Erklarung siehe Text.

Fiir MCMV gibt es noch weitere Beispiele, wie das Immunsystem manipuliert werden kann, darunter
die Expression eines Fc-Rezeptor, von Homologen zu murinen Chemokinen sowie
Apoptoseinhibitoren, die u. a. eine Verbreitung des Virus férdern und/oder das Erkennen durch das
Immunsystem verringern (Mocarski, 2002). Eine andere Manipulationsart ist die Modulation der
Expression verschiedener Oberflichenmolekiile und Korezeptoren auf Antigen-pradsentierenden
Zellen (APCs), die zur Antigenpradsentation und zur Aktivierung der zelluldren adaptiven
Immunantwort bendtigt werden. Zu den Antigen-prasentierenden Zellen gehéren Monozyten,
Makrophagen sowie dendritische Zellen (DCs). Die Infektion von Monozyten und Makrophagen mit
CMV tragt zur Viruspathogenese bei und unterstitzt die Virusausbreitung im Kérper; aulRerdem gibt
es Hinweise, dass differenzierte Makrophagen latent CMV-DNA in sich tragen kénnen (Stoddart et al.,
1994; Collins et al., 1994). Bei Infektion von Makrophagen mit MCMV wurde zudem gezeigt, dass hier
auch die Oberflaichenexpression von MHC-II-Molekiilen durch Aktivierung der IL-10-Synthese
vermindert ist; das hierzu verantwortliche MCMV-Gen konnte allerdings bisher noch nicht

identifiziert werden (Redpath et al., 1999).

Dendritische Zellen (DCs) gelten als die wirksamsten Zellen unter den APCs. Sie sind sowohl im
peripheren Blut als auch in lymphoiden (Lymphknoten, Thymus, Knochenmark, Milz und Tonsillen)

sowie nicht-lymphoiden Organen (Leber, Niere, Haut und Darm) zu finden, wo sie als ,Wachter” des

15



Kapitel 1

Immunsystems fungieren. Treffen unreife DCs auf ein Antigen, wird dieses aufgenommen und
prozessiert; aullerdem wird die Oberflachenexpression von MHC-I und von Korezeptoren verstarkt.
Anschliefend wandern sie zu den Lymphorganen, wo sie die primdre Immunantwort initiieren: Naive
T-Zellen werden aktiviert und stimuliert und die Ausschiittung von Cytokinen sowie Chemokinen
rekrutiert und aktiviert dann weitere Immunzellen, wie z. B. NK-Zellen, Makrophagen und B-Zellen
(Janeway, 2008; Barreira et al., 2011). Andrews und Kollegen (2001) zeigten, dass die Infektion von
DCs mit MCMV (nach einer anfanglichen Steigerung) zu einer Verminderung der
Oberflachenexpression von MHC-I und MHC-IlI sowie CD40, CD54 (ICAM) und CD86 fiihrt. Zudem
haben DCs nach Infektion eine verringerte Aktivierungsfahigkeit gegenliber Reifungsstimuli und die
Sekretion bestimmter Cytokine ist eingeschrankt. Zusatzlich zeigten Andrews et al., dass in vitro
MCMV-infizierte D1-Zellen - eine DC-Zelllinie - sowie isolierte DCs aus der Milz von infizierten
Mausen in ihrer Fahigkeit, T-Zellen zu stimulieren, eingeschrankt sind (Andrews et al., 2001). Auch
Experimente von Mathys und Kollegen stellten eine verringerte Anzahl der Oberflachenmolekile
CD40, CD80, CD86, MHC-I und MHC-II auf der Oberfliche MCMV-infizierter DCs fest (Mathys et al.,
2003). Dieselbe Arbeitsgruppe bestatigte zudem in Zellkulturassays, dass bei Stimulation von T-Zellen

durch MCMV-infizierte DCs die proliferative T-Zellantwort verringert ist.

In den letzten Jahren wurden die zugrundeliegenden Mechanismen sowie die fiir die
Immunmodulation verantwortlichen Gene identifiziert und z. T. untersucht. Das Gen m138 ist
verantwortlich fur die Internalisation von CD80 und die folgende Misslokalisation in Lysosomen-
assoziierten Kompartimenten (Mintern et al.,, 2006). Die Expression des ORFs m155 fiihrt zur
posttranskriptionalen Inhibition der CD40-Expression. CD40 wird in APCs nach deren Reifung
verstarkt exprimiert und férdert u. a. die Aktivierung der Immunantwort durch CD4" und CD8" T-
Zellen sowie die Stimulation von B-Zellen und Makrophagen (Janeway, 2008); die m155-Expression
fihrt somit zu Verringerung der CD4"-T-Zellantwort (Loewendorf et al., 2011). Fir die Internalisation
von CD86 von der Zelloberfliche konnte in der Monozyten-/Makrophagen-Zellline RAW264.7 gezeigt
werden, dass dafiir der ORF m147.5 von MCMV mit dem Gen-Produkt modB7-2 verantwortlich ist
(Loewendorf et al., 2004; Loewendorf, 2005). Ziel dieser Arbeit war es u.a. Hinweise auf den
Mechanismus der CD86-Internalisation und der Wirkungsweise von modB7-2 in dendritischen Zellen
zu gewinnen (siehe 1.11 Zielsetzung dieser Arbeit). Deshalb wird im Folgenden detailliert Einsicht in
die Funktion und Regulation von CD86 gegeben sowie liber die Erkenntnisse berichtet, die zuvor lber

das MCMV-Protein modB7-2 gewonnen wurden.
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1.8 FUNKTION UND REGULATION DES KOSTIMULATORISCHEN MOLEKULS CD86

Eine Aufgabe der APCs ist das sogenannte ,Priming” der T-Zellen, also eine Stimulation ihrer
Proliferation und Aktivitat. Die APCs prasentieren prozessierte Antigene Uber die MHC-Molekiile auf
ihrer Zelloberflache. T-Zellen exprimieren auf ihrer Zelloberfliche den T-Zell-Rezeptor (TCR), der
nicht-kovalent mit CD3 im Komplex assoziiert ist. Findet die Antigen-prasentierende Zelle eine naive
T-Zelle mit passendem TCR und kommt eine Bindung des TCR der T-Zelle an das MHC-Molekil auf
der APC zustande, bildet sich die sogenannte Immunologische Synapse. Allerdings wird fiir die
Stimulation der naiven T-Zelle noch ein zweites, kostimulatorisches Signal bendtigt: Der Rezeptor
CD28 auf der Oberflache von T-Zellen muss an die kostimulatorischen Molekile CD86 oder CD80 auf
der Oberflache der APCs binden. Erst wenn die Bindung tiber MHC:TCR und (iber CD28:CD86/CD80
erfolgt ist, wird die T-Zelle aktiviert und ,geprimt“ (Lenschow et al., 1996; Alegre et al., 2001;
Janeway, 2008). Fehlt dieses zweite kostimulatorische Signal, geht die T-Zelle in die Apoptose lber
oder fallt in einen Zustand, der als Anergie bezeichnet wird. In diesem Zustand der Anergie sind die T-
Zellen nicht mehr dazu in der Lage, zu proliferieren oder IL-2 zu sezernieren, welches seinerseits die
weitere T-Zellproliferation aktivieren kénnte (Dooms und Abbas, 2010). Ein drittes Signal wird durch
das Ausschiitten von Cytokinen Ubermittelt, die die Differenzierung in unterschiedliche

Effektorzelltypen vermitteln.

Aber auch fir die Beendigung der T-Zellaktivitat sind die kostimulatorischen Rezeptoren CD80 und
CD86 wichtig: Zwei bis drei Tage nachdem die T-Zelle aktiviert wurde, beginnt diese den Rezeptor
CTLA-4 an der Zelloberflache zu exprimieren. Kommt es nun erneut zur Bindung von MHC und TCR,
bindet CD86 oder CD80 an den Rezeptor CTLA-4. Diese Bindung stellt ein inhibitorisches Signal dar;
die T-Zelle reduziert ihre IL-2-Sekretion und es kommt zusatzlich zu einem G1-Zellzyklus-Arrest. Das
Abschalten der T-Zellantwort Uiber CTLA-4 nach vorheriger Initiation Gber CD28 scheint sehr wichtig
zu sein; CTLA-4-defiziente Mdause entwickeln lymphoproliferative sowie Autoimmun-Krankheiten
(Krummel et al., 1995; Waterhouse et al., 1995; Alegre et al., 2001). Abbildung 1.4 stellt graphisch
nochmal die Funktionen von CD86 und CD80 dar.
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Abbildung 1.4 Funktion von CD80 und CD86 bei der T-Zellaktivierung
Bei Ausbildung der immunologischen Synapse kommt es zur Bindung zwischen T-Zell-Rezeptor (T-Zelle) und MHC-

Molekiilen (Antigen-prasentierende Zelle). Fur die effiziente Aktivierung der T-Zellantwort wird noch ein zweites
kostimulatorisches Signal bendétigt: Dies erfolgt (iber die Bindung von CD28 an CD86 oder CD80. Ohne dieses zweite Signal
geht die Zelle in die Apoptose oder wird anergisch; bei Vorhandensein des Signals wird die T-Zelle dagegen stimuliert und
aktiviert. Um die T-Zellantwort zu beenden, wird ebenfalls die CD86/CD80-Bindung benétigt, dieses inhibitorische Signal
wird durch Bindung an CTLA-4 vermittelt (modifiziert nach Alegre et al., 2001).

CD86 und CD80 sind beide Typ | Transmembranproteine und besitzen in etwa 25%
Sequenzhomologie. Hinsichtlich CTLA-4 ist CD86 ein schwacherer Ligand als CD80, die Affinitat fir
CTLA-4 ist ca. 5 -10x hoher fiir CD80. Allerdings zeigt CD86 verglichen mit CD80 eine starkere Affinitat
fiir CD28, wahrend CD80 CTLA-4 bevorzugt (Bhatia et al., 2006; Pentcheva-Hoang et al., 2004). Auch
hinsichtlich ihrer Expression und Funktion gibt es Unterschiede zwischen den Molekiilen CD86 und
CD80: Auf B-Zellen zum Beispiel ist CD86 nur schwach exprimiert. Die Expression von CD86 kann
allerdings schnell induziert werden und ist 6 h nach Stimulation durch LPS feststellbar, sie erreicht
ihren Hohepunkt nach etwa 18-24 h (Lenschow et al., 1996, Hathcok et al., 1994; Bhatia et al., 2006).
Die Expression von CD80 wird dagegen nur langsam induziert (detektierbar 24 h nach Simulation)
und ist dann jedoch fiir 4-5 Tage stabil (Lenschow et al., 1996, Hathcok et al., 1994; Bhatia et al.,
2006). Fur CD86 wurde aulRerdem ein intrazelluldres Speicherorganell berichtet, welches wohl dazu
dient, CD86 bei Bedarf schnell an die Oberflache zu transportieren (Smyth et al., 1998; Smyth et al.,
2005). Sowohl fur CD8O0 als auch fiir CD86 wurde gezeigt, dass sie die Differenzierung von Th1/Th2 T-
Zellen modulieren kénnen. Wahrend CD80 eher die Differenzierung von Thl T-Zellen bevorzugt,
steigert CD86 mehr die IL-4-Produktion und die Th2 T-Zellantwort (Kuchroo et al., 1994; Bhatia et al.,
2006). Indizien deuten zudem daraufhin, dass hauptsédchlich CD86 eine Rolle in der Aktivierung von

CD8" T-Zellen spielt (Makrigiannis et al., 1999).
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Es gibt verschiedene Hinweise darauf, dass CD80 eher als negativer Modulator der Immunantwort
fungiert, wahrend CD86 vielmehr eine aktivierende Funktion zugeschrieben wird. /n vivo Studien
zeigten, dass die Inhibition von CD80 durch Antikérper in einer Erhéhung der Immunantwort
resultierte, wahrend die Blockierung von CD86 zu einer verringerten Antwort fiihrte (Kuchroo et al.,,
1994; Lenschow et al., 1996). AuRerdem wurde berichtet, dass CD86 ein positiver Regulator der B-
Zellproliferation ist und die IgG1- IgG2a-, 1gG4 und IgE-Produktion sowie die Produktion anti-
apoptotischer Molekiile stimuliert. CD80 dagegen hemmt die Proliferation und sorgt fir die
Aktivierung pro-apoptotischer Signale (Jeannin et al., 1997; Suvas et al., 2002). Aufgrund von
Berichten, die diesen Ergebnissen widersprechen, ist allerdings noch nicht klar, ob CD86 und CD80
tatsachlich unterschiedliche regulatorische Funktionen haben oder ob sie redundante Signale

vermitteln (Sansom et al., 2003). Uber die Regulation von CD86 selbst ist nur wenig bekannt.

Neuen Erkenntnissen zufolge fiihrt IL-10 in Monocyten und DCs autokrin zu einer Induktion der
Expression des Proteins MARCH-1, was seinerseits CD86 ubiquitiniert und so zu der Internalisation
von CD86 und der folgenden Degradation in den Lysosomen fihrt (Thibodeau et al., 2008; Baravalle
et al., 2011; Corcoran et al., 2011). Es gibt hier Hinweise, dass die Interaktion von MARCH-1 Uber die
Transmembrandomanen erfolgt, und fir die Ubiquitinierung von CD86 scheint dabei besonders der
Lysinrest K267 wichtig zu sein. DCs, die ein mutiertes CD86 exprimierten, welches nicht mehr
ubiquitiniert werden kann, konnten T-Zellen in einem groReren Ausmal aktivieren, als DCs, die
Wildtyp-CD86 exprimierten. Dies unterstreicht die Bedeutung der Ubiquitin-abhangigen Regulation
von CD86 (Baravalle et al., 2011; Corcoran et al., 2011).

MARCH-1 gehort zu den zelluldren Vertretern der Membran-assoziierten RING-CH- Proteine
(MARCH); zwei virale Vertreter K3 und K5 von KHSV wurden schon in Kapitel 1.6 angesprochen, diese
viralen MARCH-Proteine sorgen ebenfalls durch Ubiquitinierung fir die Internalisation von
verschiedenen Membranproteinen, u. a. auch von CD86. Wie bereits an anderer Stelle erwahnt, sind
MARCH-Proteine E3-Ubiquitinligasen und sind verantwortlich fiir die Ligation von Ubiquitin an einen
speziellen Lysinrest des jeweiligen Substrates. Insgesamt sind elf MARCH-Homologe in Eukaryoten
bekannt. Zusatzlich zu MARCH-1 wurde auch von MARCH-2 und von MARCH-8 beschrieben, dass ihre
Expression zur Verringerung der CD86-Expression fiihrt (Goto et al., 2003; Bartee et al., 2004). Von
MARCH-2 wird eine eher ubiquitdre Expression berichtet, wahrend MARCH-1 und MARCH-8 eher in
lymphoiden Geweben wie Milz und Lymphknoten exprimiert werden. (zusammengefasst im
Ubersichtsartikel von Wang et al., 2008 sowie Matsuki et al., 2007; Ohmura-Hoshino et al., 2006). Es
wird spekuliert, dass die Internalisation von CD86 nach Ubiquitinierung in Clathrin-abhangiger Weise
geschieht. In der Tat ist die Endozytose von ubiquitinierten Plamamembranproteinen Clathrin-

abhédngig; und es sind verschiedene Ubiquitin-bindende Clathrinadaptoren wie Epsin und Eps15
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bekannt (Barriere et al., 2006; Hawryluk et al., 2006; Barriere et al., 2007). Fiir K3 von KSHV konnte
gezeigt werden, dass die ubiquitinabhdngige Internalisation von MHC-I tatsdchlich Uber

clathrinvermittelte Endozytose via Epsin ablduft (Wang et al., 2008; Duncan et al., 2006).

1.9 INTERNALISATION VON MEMBRANPROTEINEN UBER CLATHRIN-VERMITTELTE
ENDOZYTOSE

Durch den Prozess der Endozytose werden de novo intrazelluldire Membranen von der Lipid-
Doppelschicht der Plasmamembran gebildet, wodurch Plasmamembran, Integralproteine sowie
Extrazellularfliissigkeit internalisiert werden (zusammengefasst im Ubersichtsartikel von Doherty und
McMahon, 2009). Es wurden schon verschiedene Mechanismen beschrieben, wodurch
Zelloberflachenproteine und extrazellulare Bestandteile in die Zelle aufgenommen werden kénnen,
wie z. B. die Calveolae-vermittelte Endozytose, die Flotillin und die Arf6-vermittelte Endozytose, oder
die Endozytose Uber CLIC/GEEC und circular dorsal ruffles sowie die Makropinozytose und die
Phagozytose. Einer der von der Zelle am haufigsten benutzen Endozytosewege und auch einer der
am besten untersuchten Wege ist jedoch die Clathrin-vermittelte Endozytose (Higgins und
McMahon, 2002). Proteine, die zur Internalisation (iber Endozytose mittels Clathrin bestimmt sind,
sind durch verschiedene Aminosiduresequenzmotive gekennzeichnet, wie z. B. [D/E]XXXL[L/I]; YXX¢
oder Asn-Pro-X-Tyr (Pandey, 2009), aber auch andere Signale wie Ubiquitinierung oder

Phosphorylierung von Rezeptoren fiihren zu deren Internalisation (von Zastrow und Sorkin, 2007).

Die Clathrin-abhangige Endozytose ist ein mehrstufiger Prozess: Als erster Schritt wird vermutet, dass
FCH domain only- (FCHo)-Proteine, Intersectine und Eps15 an die Plasmamembran binden, und
vermutlich schon zu einer Membrankrimmung fiihren, bevor Clathrin an die Membran rekrutiert
wird (Henne et al., 2010; McMahon und Boucrot, 2011). Der sogenannte Clathrin coat bildet sich
anschlieBRend auf der cytosolischen Seite der Plasmamembran durch die Rekrutierung des
Adaptorkomplexes AP-2, der wiederum an Phosphoinoside wie Phosphatidylinositol-(4,5)-
bisphosphat (PIP,) in der Membran bindet und so die Verbindung zwischen den Clathrinmolekilen
und der Plasmamembran herstellt (Takei und Hauke, 2001; Honing et al., 2005). Der Adapterkomplex
AP-2 bindet zudem an Membranproteine, die ein Tyrosin-basiertes Sortiersignal tragen, wodurch die
Konzentration dieser zu transportierenen Molekile im sich abknospenden Vesikel erhéht wird.
Andere Adaptorproteine sind verantwortlich fir die Auswahl weiterer zu internalisierender
Membranproteine, indem sie an die jeweiligen Transportproteine und an den AP-2-Komplex binden

(McMahon und Boucrot, 2011). Zusatzliche Proteine wie Synaptotagmin und AP180/CALM
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unterstltzen die Vesikelbildung und bestimmen die GroRe des Vesikels. Weitere akzessorische
Proteine helfen beim Zusammenbau der Clathrinhiille, oder tragen zu Verdanderungen des
Aktinskeletts und des Lipidmetabolismus bei. Durch die verstarkte Assemblierung des Clathrin-
Netzwerkes kommt es zu einer immer stiarkeren Wolbung der Membran, bis sich eine tief
eingestilpte Vertiefung gebildet hat. Die Abschniirung des Vesikels von der Membran wird durch die
GTPase-Aktivitat des Proteins Dynamin gewahrleistet (Kosaka und lkeda, 1982; Takei et al., 1995). In
einem letzten Schritt wird das Clathrin-Netzwerk durch die Proteine hsc70, Auxilin sowie
Synaptojanin von dem Vesikel entfernt, welches dann zu seinem Bestimmungsort transportiert

werden kann. Der Ablauf der Clathrin-abhdngigen Endozytose ist in Abbildung 1.5 schematisch

dargestellt.
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Abbildung 1.5 Bildung Clathrin-bedeckter Vesikel
(A) Verschiedene Stadien in der Ausbildung Clathrin-umbhdillter Vesikel von der inneren Oberflache von Huhnerfibroblasten

(verdndert nach Heuser und Anderson, 1989). (B) Unterschiedliche Stadien der Clathrin-vermittelten Vesikelbildung in
fixierten Riesenaxonen (verdndert nach Gad et al., 1998). (C) Uberblick tber verschiedene Stadien, Proteine und
Schliisselkomponenten, die bei der Clathrin-vermittelten Endozytose eine Rolle spielen (entnommen aus Takei und Hauke,
2001).
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1.10 MODULATION DER CD86-OBERFLACHENEXPRESSION DURCH DAS MCMV-PROTEIN
MODB7-2

Loewendorf et al. identifizierten das MCMV-Gen, welches fir die Verringerung der
Oberflachenexpression von CD86 in murinen APCs verantwortlich ist (Loewendorf et al., 2004;
Loewendorf, 2005). Dieses Gen umfasst den ORF m147.5 in MCMV und das Genprodukt wird als
modB7-2 (modulator of B7-2) bezeichnet. Es wurde gezeigt, dass das modB7-2-Gen zwei Exons und
ein Intron umfasst, dessen ORF fast vollstandig identisch ist mit dem ORF147. Die Lage im Genom
wurde durch verschiedene Mutationsexperimente bestimmt, Abbildung 1.6 A zeigt die schematische
Lage von modB7-2 im MCMV-Genom. Zudem wurde mit RACE-Experimenten der
Transkriptionsstartpunkt von modB7-2 detektiert. Eine Besonderheit der modB7-2 mRNA ist das
Vorhandensein dreier potentieller Startkodons in frame; der Translationsstartpunkt bzw. die Frage,

welches Startkodon fir die modB7-2 Translation genutzt wird, ist deshalb bisher ungeklart.

Durch verschiedene MCMV-Mutanten konnte gezeigt werden, dass die Expression von modB7-2 fir
die Verminderung der CD86-Expression auf der Oberfliche von Zellen der Monozyten-
/Makrophagenzelllinie RAW264.7 verantwortlich ist: Die Infektion von RAW264.7-Zellen mit der
Mutante MCMV-A6, der die ORFs m144-m157 fehlen (Abbildung 1.6 B) resultierte in keiner Senkung
der CD86-Oberflachenexpression. Wird allerdings die cDNA-Sequenz des modB7-2-ORFs inklusive
Promotor wieder in die Mutante MCMV-A6 integriert, ist erneut eine Modulation der CD86-
Oberflachenexpression feststellbar (Abbildung 1.6 D). Auch bei Unterbrechung des Leserahmens von
modB7-2 durch Einfligen von Stop-Kodons (Abbildung 1.6 C) wird die Verdnderung der CD86-
Oberflachenexpression durch MCMV aufgehoben (Abbildung 1.6 D).
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Abbildung 1.6 ModB7-2 ist das Gen-Produkt des ORFs m147.5 und seine Expression verringert die Oberflachenexpression
von CD86 in RAW264.7-Zellen

(A) Lage von modB7-2 im MCMV Genom, Pfeile geben die Transkriptionsrichtung an. (B) Ausschnitt aus dem Genom von
MCMV-A6, hier wurden die ORFs m144-m157 deletiert. (C) Ausschnitt aus der DNA-Sequenz der Mutante
MCMV-AmodB7-2. Hier wurde durch Einfligen von vier Stop-Kodons (Sternchen) der Leserahmen von modB7-2
unterbrochen. (D) CD86-Oberflachenexpression von RAW264.7-Zellen nach Infektion mit verschiedenen Virus-Mutanten
Griine Kurven reprdsentieren infizierte Zellen wahrend schwarze Histogramme nicht-infizierte Zellen der gleichen Kultur
darstellen (verandert nach Loewendorf, 2005).

Zellzahl

Das Protein modB7-2 hat eine GréRe von ca. 17 kDa, und gemal Vorhersageprogrammen wird dieses
als Typ lllb Transmembranprotein berechnet (Loewendorf, 2005). Demnach besitzt das Protein
modB7-2 zwei Transmembrandomdnen und sowohl der C- als auch der N-Terminus des Proteins
liegen auf der ektoplasmatischen Seite der Membran. Die putative Proteinstruktur und
Membrantopologie von modB7-2 ist in Abbildung 1.7 dargestellt. ModB7-2 besitzt im Gegensatz zu
den Proteinen K3 und K5 sowie den anderen MARCH-Proteine keine RING-Domane, so dass vermutet

werden kann, dass die Beeinflussung der CD86-Expression einem anderen Mechanismus folgt.

ModB7-2 gehort zu den frihen (early) Proteinen von MCMV und ist bei Infektion von RAW264.7-
Zellen frihestens 3 h p. i. im Western Blot zu detektieren. Die Expression von modB7-2 kann dann
allerdings selbst nach 48 h noch nachgewiesen werden. In unveréffentlichten Ergebnissen wurde
gezeigt, dass die Transkription und Translation von CD86 sowie der CD86-Transport an die

Zelloberflache von modB7-2 unbeeintrichtigt zu sein scheinen (Dr. Kay-Fedorov, personliche
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Mitteilung). Durch Immunfluoreszenz-Mikroskopie wurde gezeigt, dass nach MCMV-Infektion CD86
noch intrazelluldr detektierbar ist und dass keine Kolokalisation zwischen CD86 und dem KDEL-
Rezeptor, welcher im ER-cis-Golgi-Kompartment lokalisiert ist (Lewis und Pelham, 1990; Lewis und
Pelham, 1992), auftritt. Es wurde vermutet, dass CD86 nach CMV-Infektion internalisiert wird und

dann in intrazelluldren Vesikeln gespeichert werden kénnte (Loewendorf, 2005).

Auch die Kinetik der Modulation von CD86 in der MCMV-Infektion von RAW264.7-Zellen wurde
untersucht: Zwischen 6 und 7 h p. i. beginnt die Reduktion der CD86-Molekiile auf der Zelloberflache,

wahrend die vollstandige Auspragung des Effektes 9 h nach der Infektion vorlag. (Loewendorf, 2005).

Abbildung 1.7 Schematische Darstellung der modB7-2-Anordnung in der Membran (verindert nach Loewendorf,
2005).
ModB7-2 ist ein putatives Transmembranprotein mit zwei Transmembrandomanen. C- und N-Terminus befinden sich auf

derselben Seite der Membran. Aminosaurereste sind im Einbuchstabencode angegeben (grau: Prolin; rot: sauer; blau:
basisch; pink: aromatisch; weiR: aliphatisch; gelb: Aminosduren mit freien Hydroxygruppen.

Die ldentifizierung des modB7-2-Gens als Modulator der CD86-Expression auf Zelloberfliche von
MCMV-infizierten RAW264.7-Zellen ist ein wichtiger Schritt, der dabei hilft, die
immunmodulatorischen Fahigkeiten von CMV verstehen zu lernen. Ziel weiterfihrender Forschung
ist, die Mechanismen zu ergriinden, die hinter der viralen Manipulation des Immunsystems liegen,
um ggf. gezielt in diese eingreifen zu kdnnen. So kann es in Zukunft vielleicht moglich sein, die
Belastung und Beeintrachtigung, welche durch CMV-Infektionen bestehen, zu verringern oder besser

behandelbar zu machen. Dazu soll diese Arbeit mit Experimenten zur Klarung des Mechanismus der
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modB7-2-abhangigen Verminderung der CD86-Oberflachenexpression in MCMV-infizierten APCs

einen Beitrag leisten.

1.11 ZIELSETZUNG DER ARBEIT

Ein Charakteristikum des Cytomegalovirus ist seine Fahigkeit, das Immunsystem seines Wirtes zu
manipulieren. Sowohl fiir HCMV als auch fiir den murinen Vertreter MCMV wurden bisher zahlreiche
Proteine identifiziert, die in das Immunsystem eingreifen und so das Erkennen des Virus bzw. der
infizierten Zelle erschweren und dadurch die Virusausbreitung unterstitzen. Viele der bisher
bekannten Mechanismen beeinflussen die Immunantwort durch das zelluldre Immunsystem, z. B.
durch  Modulation der MHC-I-Oberflaichenexpression oder die Expression verschiedener
kostimulatorischer Molekile. Durch die Identifikation des MCMV-Proteins modB7-2 durch
Loewendorf et al. wurde ein Protein bekannt, welches zur Reduktion der Zelloberflachenexpression
des kostimulatorischen Molekiils CD86 fihrt (Loewendorf et al., 2004). Der Mechanismus der

modB7-2-abhdngigen CD86-Modulation ist bisher noch nicht geklart.

Ziel dieser Arbeit war es, herauszufinden, wie diese Beeinflussung der CD86-Expression durch das
modB7-2-Protein funktioniert. Dazu sollte die Infektion von CD86-exprimierenden Fibroblasten sowie
die Infektion von dendritischen Zellen (DC2.4-Zellen) mit MCMV Aufschluss Uber die Aktivitdt von

modB7-2 in verschiedenen Zelltypen geben.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung des Translationsstartpunktes des modB7-2-
Gens. Durch Mutation der verschiedenen in der modB7-2-DNA-Sequenz vorhandenen Startkodons
sollte die Frage beantwortet werden, an welchem der drei in frame vorhandenen, potentiellen
Startkodons im modB7-2-ORF die Translation der modB7-2-mRNA initiiert wird. Zudem sollte die
Rolle der 5’-nicht-translatierten Leaderregion des modB7-2-Transskripts analysiert werden.
Anschliefend sollte aufbauend auf diese Ergebnisse durch lentivirale Transduktion die Frage
beantwortet werden, ob das modB7-2-Protein die Beeinflussung der CD86-Expression allein zu

vollziehen vermag oder ob weitere MCMV-Proteine dafir bendétigt werden.

Die intrazelluldre Lokalisation von modB7-2 kann u. U. Hinweise Uber den Mechanismus von
modB7-2 liefern. Darum sollte in dieser Arbeit der Frage nachgegangen werden, wo sich modB7-2 als
putatives Transmembranprotein innerhalb der Zelle aufhadlt. Dazu sollte mittels konfokaler
Immunfluoreszenz—Mikroskopie die Lokalisation von modB7-2 mit der von verschiedenen Markern
des sekretorischen Weges in der Zelle verglichen werden. Anhand dieser Ergebnisse sollten

Mutationen der Aminosauresequenz von modB7-2 Aufschluss dariiber geben, ob bestimmte
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Sequenzmotive innerhalb der Aminosduresequenz des modB7-Proteins verantwortlich sind fir

dessen intrazellulare Lokalisation.

Auch das Effektormolekiil CD86 sollte in die Untersuchungen mit einbezogen werden. Zunachst sollte
analysiert werden, ob das modB7-2-Protein CD86-Molekiile beeinflusst, die schon zum Zeitpunkt der
Infektion auf der Zelloberflache vorhanden sind, oder ob die modB7-2-Expression nur einen Effekt
auf neusynthetisierte CD86-Molekiile hat. Zudem sollte das Verbleiben von CD86 untersucht werden:
Dabei sollte Experimente durchgefiihrt werden, um eine mogliche Degradierung von CD86 oder eine
intrazelluldre Speicherung von CD86 nach Infektion festzustellen. Zuletzt sollte untersucht werden,

welche Endozytosemechanismen zur MCMV-abhangigen Internalisation von CD86 benutzt werden.
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Kapitel 2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 MATERIAL

2.1.1 REAGENZIEN UND CHEMIKALIEN

Soweit nicht anders angegeben wurden die verwendeten Chemikalien von den Firmen Sigma-Aldrich

(Steinheim), Roth (Karlsruhe) sowie Merck (Darmstadt) bezogen. Die Plastikwaren, die in dieser

Arbeit verwendet wurden, wurden von Greiner Bio-one (Frickenhausen), Falcon (Heidelberg),

Eppendorf (Hamburg) und Sarstedt AG & Co (Nimbrecht) bezogen.

2.1.2 LABORGERATE UND VERBRAUCHSMATERIAL

Die in dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien und Laborgerdte sind in Tabelle 2.1

aufgelistet.

Tabelle 2.1 Verwendete Laborgerdte und Materialien

Avanti J-25-Zentrifuge

Biophotometer

Blot-Papier

CO, Zellkultur-Inkubator
Deckglaschen (® 12 mm)
Durchflusscytometer Cytomics FC500
Elektroporationskivetten
Gel-Dokumentation

Gene Pulser Xcell System

Heraeus Megafuge 1.0

Heraeus Multifuge 3SR+

JA10-, JA20.1-, Type-19-, SW40-Rotoren
LAS-3000 Imager

Leica TCS SP5 MP Mikroskop
Mini-Protean Electrophoresis Systems

Mini Trans-Blot Cell-System

BeckmanCoulter, Fullerton, USA
Eppendorf, Hamburg

Roth, Karlsruhe

Sanyo, Wood Dale, IL, USA
Menzel GmbH, Braunschweig
BeckmanCoulter, Fullerton, USA
Peglab, Erlangen

Alpha Innotech Corp., San Leandro, GB
Biorad, Miinchen

Thermo Scientific, Waltham, USA
Thermo Scientific, Waltham, USA
BeckmanCoulter, Fullerton, USA
FujiFilm, Dusseldorf

Leica Microsystems, Wetzlar
Biorad, Miinchen

Biorad, Miinchen
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Nitrocellulose-Membran Hybond-ECL, Amersham, Biosciences
Objekttrager Menzel GmbH, Braunschweig

Orion Il Microplate Luminometer Berthold Technologies, Bad Wildbad
PCR-Cycler Primus 25 advanced Peqlab, Erlangen

pH-Meter PB 11 Sartorius, Gottingen

Power-Pac (200; HC) Biorad, Miinchen

Roller CATRM 5 Labortechnik Frobel GmbH, Lindau
Schittel-Inkubator Innova 4400 New Brunswick Scientific, Edison, USA
Sterilwerkbank Heraeus HeraSafe Kendro, Rodenbach

T3 Thermocycler Biometra, Gottingen

Thermomixer kompakt Eppendorf, Hamburg

Taumler Rocky 3D Labortechnik Frobel GmbH, Lindau
Ultrazentrifuge Optima L-70 BeckmanCoulter, Fullerton, USA
UV/vis Spektralphotometer Nanodrop Peqlab, Erlangen

Zentrifugen 5415D; 5415R; 5417R; 5424 Eppendorf, Hamburg

Zeiss Axiovert 40C Zeiss Microlmaging GmbH, Gottingen
Zeiss Axiovert 40CFL Zeiss Microlmaging GmbH, Gottingen

2.1.3 BAKTERIENSTAMME

E.coli DH10B: F-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recAl endAl araD139 A(ara

leu) 7697 galU galK rpsL nupG A-, bezogen von Invitrogen

E.coli PIR1: F- Alac169 rpoS(am) robA1 creC510 hsdR514 endA recAl uidA (AMlul)::pir-116,

exprimieren das Bakteriophagen-Protein A pi, bezogen von Invitrogen

2.1.4 ZELLEN
DC2.4: Zelllinie aus dendritischen Zellen von C57BL/6-Mé&usen (Shen et al., 1997)
HEK 293T: Humane embryonale Nierenzellen (zur Verfliigung gestellt von Axel Schambach,

Experimentelle Himatologie, Medizinische Hochschule Hannover)

NIH 3T3: Murine Fibroblasten, bezogen von ATCC, CRL-1658

28



Material und Methoden

MEF: Primare murine embryonale Fibroblasten, prapariert aus zwei Wochen alten BALB/c-

Maus-Embryonen

RAW264.7: Monozyten-/Makrophagen-Zelllinie bezogen von ATCC, TIB-71

WT3: Fibroblasten-Zelllinie aus C57BL/6-Ma&usen, die Uber retrovirale Transduktion stabil
murines CD86 exprimieren (zur Verfligung gestellt von Lonnie Lybarger, Department

of Cell Biologie and Anatomy, University of Arizona, Tucson, AZ; Jabbour et al., 2009)

2.1.5 ANTIBIOTIKA

Die folgenden Antibiotika-Konzentrationen wurden in der E.coli-Kultivierung mit LB-FlUssigkulturen

oder LB-Agarplatten verwendet.

Chloramphenicol (Cam): 170 pg/ml (high copy Plasmide), 17 pg/ml (low copy Plasmide)

Kanamycin (Kan): 50 pg/ml (high copy Plasmide), 25 pg/ml (low copy Plasmide)

Ampicillin (Amp): 100 pg/ml (high copy Plasmide), 50 pg/ml (low copy Plasmide)

2.1.6 INHIBITOREN

Tabelle 2.2 In dieser Arbeit verwendete Inhibitoren und eingesetzte Konzentration

Inhibitor Konzentration Hersteller
Ammoniumchlorid 50 mM Roth, Karlsruhe
Chlorpromazin 30 uM Sigma-Aldrich, Steinheim
Filipin 16 nM Sigma-Aldrich, Steinheim
Dynasore 40 mM Sigma-Aldrich, Steinheim
MG-132 5 uM Sigma-Aldrich, Steinheim
Leupeptin 175 uM Sigma-Aldrich, Steinheim
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2.1.7 ANTIKORPER

Name

Tabelle 2.3 Antikorper

Spezies

Quelle

Calnexin [AF18]

CD86

CD86-Biotin

EEA-1

GAPDH, clone 14C10

Golgi Matrix protein,
GM130

Influenza-Virus Ham-

agglutinin Epitop (HA)

MCMV M57

MCMV modB7-2

Isotyp Ratte IgG2a k

Maus, monoklonal

Ratte, monoklonal

Ratte, monoklonal

Maus, monoklonal

Kaninchen, monoklonal

Maus, monoklonal

Kaninchen, polyklonal

Maus, monoklonal

Kaninchen, polyklonal

Ratte monoklonal

Abcam, Cambridge, UK

BD Pharmingen, NJ, USA

BD Pharmingen, NJ, USA

BD Pharmingen, NJ, USA

CellSignalling Technologies,
Danvers, USA

BD Pharmingen, NJ, USA

Sigma Aldrich, Steinheim

S. Jonjic, Rijeka, Kroatien

Pineda Antikorperservice,

Berlin*

BD Pharmingen, NJ, USA

Maus,

Peroxidase-gekoppelt

Kaninchen,

Peroxidase-gekoppelt

Ratte,

Peroxidase-gekoppelt

Maus,

Alexa488-gekoppelt
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Schaf-anti-Maus IgG

Ziege-anti-Kaninchen IgG

Kaninchen-anti-Ratte IgG

Ziege-anti-Maus I1gG

Amersham, Freiburg

DAKO, Glostrup, Danemark

DAKO, Glostrup, Danemark

Invitrogen, Heidelberg
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Maus,

Alexa568-gekoppelt

Kaninchen,

Alexa568-gekoppelt

Kaninchen,

DyLight 649 gekoppelt

Streptavidin,

PE-gekoppelt

Streptavidin,

Ziege-anti-Maus IgG Invitrogen, Heidelberg
Ziege-anti-Kaninchen IgG Invitrogen, Heidelberg
Ziege-anti-Kaninchen IgG Jackson Immuno Research

Laboratories Inc.,

Baltimore, USA

BD Pharmingen, NJ, USA

Invitrogen, Heidelberg

OregonGreen488 gekoppelt

*das polyklonale modB7-2-Antiserum von Pineda Antikorperservice wurde in Kaninchen hergestellt und ist gegen das
Peptid NH2-CLRGIANRYVAEPCGPDDE-COOH (entspricht dem C-Terminus von modB7-2) gerichtet.

2.1.8 PLASMIDE UND BACS (BACTERIAL ARTIFICIAL CHROMOSOMES)

pSM3fr:

pSM3fr-GFP:

MCMV-AmodB7-2:

MCMV-A6:

low copy; BAC-Plasmid; enthalt die vollstandige Sequenz des MCMV-Stamms
Smith. Cam"; (Wagner et al., 1999).

low copy; BAC-Plasmid; enthilt die vollstandige Sequenz des MCMV-Stamms
Smith. Das flr das enhanced green fluorescent protein (GFP) kodierende Gen
wurde in den IE2-Locus des viralen Genoms integriert. Cam®; (Mathys et al.,

2003).

low copy; BAC-Plasmid; der ORF von modB7-2 wurde durch Einflihren von
vier Stop-Kodons in frame unterbrochen. Cam®; (Loewendorf et al., 2004;

Loewendorf, 2005).

low copy; BAC-Plasmid; hier wurden die ORFs m144-m157 durch das
Einflgen eines Kanamycin-Resistenzgens ersetzt. Nach Entfernen dieses Gens
blieb eine FRT-Stelle zuriick. Cam®; (Loewendorf et al., 2004; Loewendorf,

2005).
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MCMV-A6 FL:

MCMV-modB7-2HA:

PORI6K:

pST76A-Flp:

pcDNA3:

low copy; BAC-Plasmid; entstanden durch Integration der modB7-2-cDNA
unter der Kontrolle des MIEP in MCMV-A6. Cam®; (Loewendorf et al., 2004;
Loewendorf, 2005).

low copy; BAC-Plasmid; an das 3'-Ende des ORFs von modB7-2 wurde die
Sequenz fir ein Hamagglutinin-Epitop zusammen mit einem Kanamycin-
Resistenzgen angefligt. Nach Entfernen des Kanamycin-Resistenzgens blieb
eine FRT-Stelle im Genom zuriick. Cam®; (Loewendorf et al., 2004;

Loewendorf, 2005).

low copy, enthdlt eine multiple Klonierungsstelle (MCS). Die Selektion
vermittelt ein Kanamycin-Resistenzgen, an das sich eine FRT-Stelle
anschlieft. Das Plasmid repliziert nur in Anwesenheit des A pi-Proteins (Zur

Verfligung gestellt von E. Borst, MHH, Hannover)

low copy; exprimiert die Flp Rekombinase. Temperatursensitive Replikation
bei 30 °C. Amp® (zur Verfugung gestellt von E. Borst, MHH, Hannover;

modifziert nach Cherepanov und Wackernagel, 1995).

high copy, Plasmid; Amp"; dieser eukaryotische Expressionvektor ist

erhéltlich von Invitrogen life technologies, Darmstadt.

pcDNA 3 + modB7-2HA: high copy, Plasmid; hier wurde die am 3"-Ende HA-getaggte cDNA von

pCMV-Gluc:

PRRL.PPT.SF.I2GFP:

32

modB7-2 in die MCS von pcDNA3 integriert und steht unter der Kontrolle des
CMV-Promotors (zur Verfligung gestellt von Penelope Kay-Fedorov, MHH,

Hannover).

Dieses Plasmid kodiert fur die sekretierbare Gaussia Luciferase unter
Kontrolle des murinen MIEP (zur Verfligung gestellt von Anja Marquardt;

Marquardt et al., 2011)

Plasmid; Amp®; lentiviraler Expressionsvektor. Das eingefiihrte Transgen
steht unter der Kontrolle des SFFV (spleen foamy forming virus)-Promotors.
Das Transgen kann direkt 5° vor einer IRES-GFP-Kassette eingebracht werden,
so dass die Transgenexpression Uber die GFP-Expression verfolgt werden
kann (siehe auch Abschnitt 2.9.1), (zur Verfligung gestellt von Axel

Schambach; Experimentelle Himatologie).
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pGag/pol:

pEnv:

pRev:

Plasmid; Amp®, kodiert fiir die lentivirale Polymerase und die
Gruppenspezifischen Antigene; bendtigt in der Lentivirusproduktion (Kapitel
2.9.1). (zur Verfiigung gestellt von Axel Schambach; Experimentelle

Hamatologie).

Plasmid; Amp", kodiert fiir das Hillprotein VSVg; benétigt in der
Lentivirusproduktion (Kapitel 2.9.1). (zur Verfigung gestellt von Axel

Schambach; Experimentelle Himatologie).

Plasmid; Amp®, kodiert fur das Rev-Protein; benétigt in der
Lentivirusproduktion (Kapitel 2.9.1). (zur Verfligung gestellt von Axel

Schambach; Experimentelle Himatologie).

2.1.9 KODON-OPTIMIERTE VARIANTE VON MODB7-2

Die Kodon-optimierte Variante von modB7-2 wurde von der Firma GeneArt (Invitrogen, Heidelberg)

hergestellt. Dabei wurden auf die Expression negativ wirkende DNA- Elemente entfernt ohne jedoch

die Aminosduresequenz zu verandern; dies sollte die Expression von modB7-2 steigern (Angabe des

Herstellers). Die DNA-Sequenz von modB7-2 KodOP kann im Anhang eingesehen werden.

2.1.10 SONSTIGE HILFSMITTEL

Zur Erstellung, Weiterverarbeitung und Veranschaulichung der Daten sowie zum Schreiben dieser

Arbeit wurden folgende Software-Programme benutzt:

Vector NTI (Invitrogen, Darmstadt), Kaluza (BeckmanCoulter, Fullerton USA), Adobe Photoshop CS4

(Adobe Systems Inc., San Jose, USA), Adobe Illustrator CS (Adobe Systems Inc., San Jose, USA), LAS AF

Lite (Leica Mikrosysteme, Wetzlar), Reference Manager (Thomas ISI ResearchSoft, Carlsbad, CA, USA)

und MS Office (Microsoft Deutschland, UnterschleiBheim).
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2.2 KULTIVIERUNG BAKTERIELLER UND EUKARYOTISCHER ZELLEN

2.2.1 KULTIVIERUNG BAKTERIELLER ZELLEN

Die Kultivierung von Bakterien erfolgte entweder mit Flissigkulturen oder mit Agarplatten. Als
Ndhrmedium wurde Luria Bertani (LB)-Medium (Hefeextrakt, Trypton, NaCl) verwendet, dem je nach
Bedarf das entsprechende Antibiotikum zugesetzt wurde. Zur Kultivierung wurden zunachst 5 ml
FlUssigkulturen mit einem Bakterienklon angeimpft und — wenn nicht anders angegeben - iber Nacht
bei 37 °C und 200 rpm geschittelt. Mit dieser Kultur wurde entweder eine groRere Flissigkultur
angeimpft, Plasmid-DNA isoliert oder eine kleine Menge (200-500 pl) zur Vereinzelung von
Bakterienkolonien auf Agarplatten ausgestrichen. Agarplatten wurden, soweit nicht anders

beschrieben, bei 37 °C . N. inkubiert und kurzfristig bei 4 °C gelagert.

2.2.2 KRYOKONSERVIERUNG BAKTERIELLER ZELLEN

Zur Kryokonservierung wurden 500 pl . N. gewachsener Flissigkultur mit 500 pl einer 20%igen

Glyzerinlésung gemischt. AnschlieRend wurde die Glyzerin-Bakterienmischung bei -80 °C gelagert.

2.2.3 KULTIVIERUNG EUKARYOTISCHER ZELLEN

Alle in dieser Arbeit verwendeten eukaryotischen Zellen wurden bei 37 °C und bei 5% CO, sowie bei
hoher Luftfeuchtigkeit kultiviert. RAW264.7-Zellen und murine embryonale Fibroblasten (MEF)
erhielten Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Sigma Aldrich) mit den Zusadtzen 10% fotales
Kalberserum (FCS), 2 mM Glutamin, 10 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin-Sulfat. Da es sich

bei MEF um primare Zellen handelt, wurden diese nur 2-3x passagiert.

HEK 293T-Zellen wurden in DMEM (Biochrom) mit 10% FCS, 2 mM Glutamin, 10 U/ml Penicillin und
100 pg/ml Streptomycin kultiviert; NIH 3T3-Zellen erhielten DMEM (Sigma Aldrich) mit 5% NCS
(newborn calf serum) sowie 10 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin und 2 mM Glutamin. Die
Kultivierung von DC2.4-Zellen erfolgte mit RPMI 1640 (Biochrom), dem ebenfalls 10 U/ml Penicillin,
100 pg/ml Streptomycin und 2 mM Glutamin zugefigt wurde. WT3-Zellen wuchsen in DMEM (Sigma-
Aldrich) mit 10% FCS, 1 mM HEPES, 2 mM Glutamin, 0,1 mM nicht-essentielle Aminosauren, 1 mM
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Natriumpyruvat, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin-Sulfat. Zur Erhaltung der CD86-

Expression wurde dem Medium Hygromycin zugefiigt.

Alle Zelllinien wurden regelmaRig auf Mykoplasmakontamination getestet (Venor® GeM Mycoplama

Detection Kits, Minerva Biolabs, Berlin).

Tabelle 2.4 Zellkulturmedien und -lI6sungen

DMEM (Dulbecco's modifed Eagle medium) Sigma-Aldrich, Steinheim
DMEM Biochrom, Berlin

RPMI 1640 Biochrom, Berlin

FCS (fotales Kalberserum) Biochrom, Berlin

NCS (newborn calf serum) Biochrom, Berlin

1x Dulbecco's PBS-Puffer (phosphate buffered CytoGen, Sinn

saline), ohne Ca** und Mg**

Trypsin-EDTA (0,25%/ 0,02%) in PBS Biochrom, Berlin

HEPES-Puffer PAA Laboratories GmbH, Colbe
Natriumpyruvat-Losung PAA Laboratories GmbH, Colbe
nicht-essentielle Aminosduren-L6sung PAA Laboratories GmbH, Colbe
Penicillin/ Streptomycin-Sulfat/ Glutamin- PAA Laboratories GmbH, Célbe
Losung

Hygromycin PAA Laboratories GmbH, Colbe

2.2.4 KRYOKONSERVIERUNG UND AUFTAUEN EUKARYOTISCHER ZELLEN

Zur Kryokonservierung wurden die Zellen eines konfluenten ZellkulturgefaRes von dem Boden des
Gefdlles abgel6st und in 2,5 ml des entsprechenden Zellkulturmediums ohne Zusadtze aufgenommen.
AnschliefRend wurden 800 pl dieser Zellsuspension in ein Kryoréhrchen lberfiihrt, vorsichtig 800 pl
Einfriermedium (40% DMEM, 40% FCS, 20% DMSO) zugegeben und gemischt. Im Anschluss daran
wurde das Kryoréhrchen in einem mit Isopropanol gefiillten Einfrierrondell bei -80 °C einige Tage

gelagert und dann fir die Langzeitlagerung in den Stickstofftank tGberfiihrt.

Zum Auftauen eingefrorener Zellen wurden die Zellen schonend im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut.
AnschlieBend wurde die Zellsuspension vorsichtig in neues, auf 37 °C vorgewarmtes Medium

Uberfiihrt. Zum Schluss wurden die Zellen 3 min bei 1300 rpm (Heraeus Megafuge 1.0)
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abzentrifugiert, in frischem Medium aufgenommen und im Zellinkubator bei 37 °C und 5% CO,

inkubiert. Am Folgetag wurde das Medium nochmals entfernt und durch frisches ersetzt.

2.2.5 ZELLZAHLBESTIMMUNG EUKARYOTISCHER ZELLEN

Die Zellzahlbestimmung wurde mittels der Neubauer-Zahlkammer durchgefiihrt. Die Zellen eines
konfluenten ZellkulturgefaRes wurden entsprechend Kapitel 2.2.3 von dem GefaR abgeldst und in
frisches, auf 37 °C vorgewdarmtes Medium aufgenommen. 40 ul dieser Zellsuspension wurden mit

20 pl einer 0,4% Trypan-Blau-Losung (Sigma-Aldrich, Steinheim) gemischt und gezahlt

2.3 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

2.3.1 HERSTELLUNG ELEKTROKOMPETENTER BAKTERIEN

Zur Herstellung elektrokompetenter Bakterien wurden 500 ml LB-Medium mit 2,5 ml einer Vorkultur
angeimpft und lGber Nacht bei 37 °C geschittelt. Sobald die Bakterienkultur eine ODs7g,, VON etwa
0,5 erreicht hatte, wurde die Kultur 15 min auf Eis abgekihlt. Im Anschluss wurden die Zellen bei 4 °C
und 4000 rpm (Heraeus Megafuge 1.0) fiir 15 min abzentrifugiert. Die Zellen wurden in 50 ml
eiskaltem, sterilem bidest. H,0O resuspendiert und erneut unter den gleichen Bedingungen
abzentrifugiert. Dieser Vorgang wurde ein weiteres Mal wiederholt. Danach wurden die Zellen mit
einer sterilen, eiskalten 10%-Glyzerinlésung gewaschen. Die Zellen wurden nun in 0,5-1 ml der 10%-
Glyzerinldsung aufgenommen, in vorgekiihlte GefaBe aliquotiert (jeweils 50 pl) und anschlieRend

wurden diese Aliquots bei -80 °C gelagert.

2.3.2 ELEKTROPORATION VON ELEKTROKOMPETENTEN BAKTERIEN

Zur genetischen Manipulation von Bakterien, zur Mutagenese oder zur Vermehrung von Plasmiden
wurden die Plasmid-DNA durch Elektroporation in die jeweiligen elektrokompetenten Bakterien
eingeschleust. Dazu wurde die Plasmid-DNA-L6sung zunachst fir 15 min mit Hilfe einer Dialyse-
Membran (Millipore, Billerica, MA, USA) dialysiert, um Salze zu entfernen; in der Zwischenzeit
wurden die bei -80 °C gelagerten elektrokompetenten Bakterien auf Eis aufgetaut. Nach der Dialyse

wurden 2-40 ng Plasmid zu der Bakteriensuspension gegeben, welche nach Durchmischung in eine
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vorgekiihlte  Elektroporationskiivette (Elektrodenabstand 2 mm) gegeben wurden. Die
Elektroporation erfolgte bei 2500V, 200 Q und 25 puF. Nach der Elektroporation wurden die
Bakterien kurz auf Eis gekiihlt und dann mit 500 ul LB-Medium gemischt. Danach wurde die
Bakteriensuspension fiir 1 h bei 37 °C und 600 rpm im Heizblock geschiittelt und 50-200 pl davon auf

Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert.

2.3.3 PRAPARATION VON PLASMID-DNA AUS E.COLI -IN KLEINEM MARSTAB

Zur Herstellung von Plasmid-DNA aus E.coli im kleinen Malistab wurde eine Gber Nacht gewachsene
5 ml-LB-Bakterienkultur mit entsprechendem Antibiotikum verwendet. 2 ml der Bakterienkultur
wurden in ein 2 ml-Reagiergefal} iberfiihrt und 3 min bei 6000 rpm (Eppendorf-Zentrifuge 5415 R)
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und erneut 2 ml der Bakteriensuspension in
dasselbe ReagiergefaR Giberfiihrt und zu gleichen Bedingungen zentrifugiert. Nachdem der Uberstand
restlos entfernt wurde, wurde das Pellet in 100 ul Losung | resuspendiert; anschlieRend wurde 200 pl
Losung Il zugegeben, durch Invertieren gemischt und fir 5 min bei RT inkubiert. Sofort danach
wurden 200 pl Losung Il zugegeben, gemischt und fiir mind. 5 min auf Eis inkubiert. Dann wurde die
Suspension 5 min bei 13.200 rpm und 4 °C zentrifugiert (Eppendorf-Zentrifuge 5415 R), der
Uberstand wurde in ein neues 2 ml-Reagiergefial gegeben. Nach Zugabe von 400 pl Isopropanol
wurde der Ansatz gemischt; danach wurde die Plasmid-DNA durch Zentrifugation (20 min,
13.200 rpm, 4 °C; Eppendorf-Zentrifuge 5415 R) gefillt. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet mit 1 ml 70% Ethanol gewaschen (Zentrifugation bei 13.200 rpm, RT, 5 min). Der Uberstand
wurde hier restlos entfernt und das DNA-Pellet getrocknet (ca. 10 min bei RT oder 2-3 min bei 43 °C);
dann wurde die DNA in 30pul TE (Tris-/EDTA)-Puffer unter Zugabe einer RNase A-Losung
(Endkonzentration 20 pg/ul) aufgenommen und fur 30 min bei 37 °C unter Schitteln gelost. Die

Plasmid-DNA wurde bei -20 °C gelagert.
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Tabelle 2.5 L6sung zur Praparation von Plasmid-DNA

Losung I: Losung II: Losung lll:
50 mM Glukose 2,0 M NaOH 3 M Kaliumacetat
10 mM EDTA 1% SDS
25 mM Tris pH 8.0 pH 12.5 bis 13.0
TE-Puffer: RNase A-Stocklosung
10 mM Tris/HCl pH 7.5 10 mg/ml RNase A
1 mM EDTA 10 mM Tris/HCl pH 7.5
15 mM NacCl

2.3.4 PRAPARATION VON PLASMID-DNA AUS E.COLI - IN GROREM MARSTAB

Zur Plasmidpréaparation in groRem Malstab wurden eine i. N. gewachsene Bakterienkultur (Volumen
100 ml) verwendet. Die gesamte Praparation wurde mit dem Nucleobond PC100 Kit (Machery-Nagel,

Diren) durchgefiihrt; es wurden keine Abweichungen von den Herstellerangaben vorgenommen.

2.3.5 BAC-PRAPARATION AUS E.COLI -IN KLEINEM MARSTAB

Zur BAC (bacterial artificial chromosomes)-Prdparation in kleinem MaRstab wurde am Vortag eine
10 ml-Bakterienkultur (mit entsprechendem Antibiotikum) im 50 ml-GefaBen angeimpft und soweit
nicht anders angegeben bei 37 °C . N. geschittelt. Am Folgetag wurde die Bakterienkultur bei
4000 rpm und 4 °C fiir 10 min abzentrifugiert (Heraeus Megafuge 1.0) und der Uberstand verworfen.
Das Pellet wurde in 200 pl der Losung | gelost und in ein 2 ml-Reagiergefalk tberflihrt, anschliefend
wurden 300 pl Losung Il zugegeben, gemischt und der Ansatz wurde 5 min bei RT inkubiert. Dann
wurden 300 pl Lésung I zugefligt und nach mind. 5-minttiger Inkubation auf Eis wurde der Ansatz
fiir 5min bei 13.200 rpm und 4 °C abzentrifugiert (Eppendorf-Zentrifuge 5415R). Der Uberstand
wurde in ein neues 2 ml-Reagiergefal} iberflihrt, mit 600 pl Isopropanol gemischt und fiir 20 min bei
13.200 rpm und 4 °C abzentrifugiert (Eppendorf-Zentrifuge 5415R). Im Anschluss daran wurde der
Uberstand verworfen und das Pellet wie in 2.3.3 beschrieben mit 1 ml 70% Ethanol gewaschen. Nach
dem Trocknen der BAC-DNA wurde das Pellet schonend mit 100 pl TE-Puffer mit RNase-Zusatz gelost.
Die so gewonnene BAC-DNA konnte flir mehrere Wochen bei 4 °C gelagert werden. Alle hier

verwendeten Puffer und Lésungen entsprachen den in Tabelle 2.5 angegebenen Puffern.
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2.3.6 BAC-PRAPARATION AUS E.COLI - IN GROREM MARSTAB

Auch hier wurde das Nucleobond PC100 Kit (Machery-Nagel, Diiren) gemaR den Herstellerangaben

verwendet; die BAC-Praparation wurde gemal’ den Angaben fiir low copy-Plasmide durchgefiihrt.

2.3.7 KONZENTRATIONSBESTIMMUNG VON PLASMID-DNA

Die Konzentrationsbestimmung der DNA beruht hauptsachlich auf der Absorption von Adenin,
dessen Absorptionsmaximum bei 260 nm liegt. Misst man nun die Absorption der DNA-LGsung bei
260 nm im Vergleich zur DNA-freien Referenzlésung, kann man die Konzentration der DNA
bestimmen: eine OD,gp,m VON 1 entspricht einer DNA-Konzentration von 50 pg/ml. Das Verhéltnis von
OD460nm/OD3g0nm, Welches die Absorption der aromatischen Aminosduren mit einbezieht, stellt ein
nitzliches MaR Uber die Reinheit der DNA-L6sung dar; der Quotient ODyg0nm/OD2sonm SOllte bei

nahezu proteinfreier DNA zwischen 1,8 und 2,0 liegen.

2.3.8 RESTRIKTION VON PLASMID-DNA MIT RESTRIKTIONSENDONUKLEASEN

Fir die Restriktion von Plasmid-DNA wurden Enzyme sowie Puffer der Firma New England Biolabs
(NEB, Frankfurt) nach Herstellerangaben verwendet. Von aus Prdparationen in kleinem MalRstab
gewonnener Plasmid-DNA wurde 5 pl eingesetzt; bei Plasmid-DNA aus groRem Malstab wurde nach
Konzentrationsbestimmung 0,5-1 ug DNA eingesetzt. Nach durchgefiihrter Restriktion wurde der

Erfolg durch Agarose-Gelelektrophorese (siehe2.3.11) Gberprift.

Restriktionsansatz: Plasmid-DNA 0,5 bis 1 pg
10x Puffer (NEB) 3ul
Restriktionsenzym (20 U/ul) 1 ul
H,O bidest. ad 30 pl — 3 hbei37°C

2.3.9 RESTRIKTION VON BAC-DNA MIT RESTRIKTIONSENDONUKLEASEN

Auch bei der Restriktion von BAC-DNA wurden Enzyme und Puffer der Firma NEB (Frankfurt) nach

Angaben des Herstellers dhnlich zu Kapitel 2.3.8 mit folgenden Abweichungen benutzt: Von
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Praparationen aus kleinem MaRstab wurden 45 ul BAC-DNA und 5 pul 10xRestriktionspuffer
verwendet. Bei Restriktion von BAC-DNA aus groRem Malstab wurde 10 ul BAC-DNA verwendet, die
Reaktion fand im Endvolumen von 50 ul statt. Fir beide Restriktionen wurden 5-40 U Enzym
verwendet. Auch hier wurde die Restriktion mittels Agarose-Gelelektrophorese (siehe 2.3.11)

kontrolliert.

2.3.10 DEPHOSPHORYLIERUNG UND LIGATION VON DNA

Fir die Dephosphorylierung von DNA wurde die calf intestine phosphatase (CIP) sowie der
entsprechende Puffer von NEB (Frankfurt) verwendet. Die zu dephosphorylierende DNA-L&sung
wurde gemaR Herstellerangaben mit der entsprechenden Menge Puffer gemischt und mit 10 U CIP
versetzt. Nach einstiindiger Inkubation bei 37 °C wurde erneut 10 U CIP zugegeben und fur weitere

20 min bei 56 °C inkubiert.

Dephosphorylierungsansatz: Plasmid-DNA X ul
10x Puffer (NEB) 3ul
CIP (10 U/ul) 1l
H,O bidest. ad 30 pl — 1 hbei37°C
Zugabe von 10 U CIP —» 20 min bei 56 °C

Die Ligation wurde mit der T4-DNA-Ligase (NEB, Frankfurt) gemaR Herstellerangaben durchgefihrt.
Die Inkubationszeit betrug 2 h bei RT oder die Ligation wurde bei 14 °C U. N. durchgefiihrt. Das

Verhaltnis von Vektor zur Insert lag bei 1:3 bis 1:5.

Ligationsansatz: 10x Ligase-Puffer (NEB) 1
linearisiertes Plasmid X Ug
Insert Y U8
T4 DNA Ligase (NEB) (400 U/pl) 1l
H,0 bidest. ad10ul  —» 2 hbeiRT
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2.3.11 AGAROSE-GELELEKTROPHORESE

Die Agarose-Gelelektrophorese dient der Auftrennung von DNA-Fragmenten mit unterschiedlicher
GroRe. Je nach zu erwartenden GréRen der DNA-Fragmente wurden Gele zwischen 0,5% und 2%
verwendet. Fir die Auftrennung von Plasmid DNA-Fragmenten wurden TAE-Puffer verwendet. In der
Regel wurden 10-20 ul Plasmid-DNA prapariert in kleinem MaRstab (Abschnitt2.3.5) oder 1 g
Plasmid-DNA prapariert in groBem Malstab (siehe 2.3.4) mit der entsprechenden Menge 10x DNA-
Ladepuffer versetzt und auf das Gel geladen. Die Gelelektrophorese erfolgte bei 120 V fir ca. 30 min.
Im Anschluss daran wurde das Gel in einem Ethidiumbromid-Farbebad fiir 20 min gefarbt und dann
mit der Gel-Dokumentationsanlage (Alpha Innotech Corp., San Leandro, GB) analysiert.

Fiir die Gelelektrophorese von DNA-Fragmenten aus BAC-DNA wurden 0,5% TBE-Gele verwendet,
hier wurde Ethidiumbromid dem Gel zugefiigt. Es wurden 45 pl BAC-DNA (aus kleinem Mafstab —
Abschnitt 2.3.5) mit 5pul 10x DNA-Ladepuffer versetzt und auf das Gel aufgetragen. Bei BAC-
Praparationen in groBem MaRstab (siehe 2.3.6) wurde 10 pl BAC-DNA verwendet. Die Elektrophorese
wurde bei 90V und mindestens 16 h in TBE-Puffer mit dem PerfectBlue TM Maxi S Gelsystem
(Peglab, Erlangen) durchgefiihrt.

Bei jeder Gelelektrophorese wurde ein GroRenstandard (1 kb Plus DNA-Leiter; Invitrogen,

Heidelberg) mitgefiihrt.

Tabelle 2.6 Verwendete Puffer zur Agarose-Gelelektrophorese

TAE-Puffer TBE-Puffer Agarose-Gel

40 mM Tris-Acetat pH 8.0 90 mM Tris/HCl pH 8.3 0,5-2% (w/v)

1 mM EDTA 90 mM Borsaure Agarose in TAE- oder TBE-
2 mM EDTA Puffer

10x DNA-Ladepuffer

50% (v/v) Glyzerin
0,37 mM Bromphenolblau
10 mM EDTA pH 8.0
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2.3.12 RUCKGEWINNUNG VON DNA AUS DEM AGAROSEGEL

Um bestimmte DNA-Fragmente aus dem Gel zu extrahieren, wurden die entsprechende Banden aus
dem Agarose-Gel ausgeschnitten und in ein 2 ml-Reagiergefal® tiberfiihrt. Fir diese DNA-Extraktion
aus dem Gel wurde das UltraClean TM 15-Kit von Mobio (Carlsbad, USA) gemaR den Angaben des

Herstellers verwendet.

2.3.13 POLYMERASE-KETTENREAKTION (PCR)

Die 1987 etablierte Polymerase-Kettenreaktion von Kary B. Mullis (Mullis und Faloona, 1987) dient
u. a. der Amplifizerung von DNA-Fragmenten. Fir die PCRs in dieser Arbeit wurde die Phusion high-
fidelty DNA -Polymerase von Finnzymes (Espoo, Finland) gemaR Herstellerangaben verwendet. Die

PCR wurde im T3 Thermocycler von Biometra (Gottingen) durchgefiihrt.

PCR-Ansatz: 5x Phusion-Polymerase Puffer 10 ul
dNTPs (0,2 mM) 2 ul
Ausgangsplasmid (5-10 ng / pl) 1ul
Primer A (10 uM) 1ul
Primer B (10 uM) 1ul
Phusion-Polymerase (2 U/pul) 1ul
H,0 bidest. ad 50 pl

PCR-Programm:

Initiale Denaturierung 95°C 5 min
Denaturierung 95°C 1 min
35x Annealing 55-65 °C 30s
Extension 72 °C 15-30 s pro kb des Templates

(Angabe von Finnzymes)

Finale Extension 72 °C 7 min

Lagerung 4°C oo
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2.3.14 QUICK MUTAGENESE

Die in dieser Arbeit verwendete Methode der Quick Mutagenese beruht auf dem Prinzip von Weiner
und Kollegen (Weiner et al., 1994). Dabei wird Plasmid-DNA mutiert, in dem man mit 5'-
phosphorylierten Primern, welche die gewlinschte Mutation in sich tragen, in einer PCR das gesamte
Plasmid amplifiziert. Die so entstandene mutierte lineare DNA kann dann nach Ligation wieder in

Bakterien transformiert und amplifiziert werden (siehe Abbildung 2.1).

phosphorylierten
Primern

_°

—) [EF— E— )

Dpni-Verdau
entfernt
methyliertes
Ausgangsplasmid

Ligation fiihrt zu
Ringschluss der
mutierten
linearen Plasmid-

DNA
—

I

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung iber den Ablauf der Quick Mutagenese

Zunachst wird das Ausgangsplasmid in einer PCR mit 5°-phosphorylierten Primern, die die einzufiihrende Mutation tragen,
amplifiziert. Ubriggebliebenes Ausgangsplasmid wird durch eine Dpnl-Restriktion entfernt. Das mutierte lineare Plasmid
wird dann zu einem ringférmigen Molekdl ligiert (Weitere Ausfiihrungen siehe Text).

Im Einzelnen wird bei der Quick Mutagenese zunachst eine PCR durchgefiihrt. Hierbei ist zu
beachten, dass die Primer die gewlinschte Mutation in sich tragen und am 5’-Ende phosphoryliert
sind, zudem sind die Primer so gewahlt, dass sie einer PCR das gesamte Plasmid amplifizieren (siehe
2.3.13). Im Anschluss an die PCR wurde der Reaktionsansatz auf ein Gel aufgetragen und nach
erfolgter Agarose-Gelelektrophorese (Abschnitt 2.3.11) die entsprechende Bande aus dem Gel
ausgeschnitten und die DNA extrahiert (Kapitel 2.3.12). Um moglicherweise vorhandenes
Ausgangsplasmid zu entfernen wurde nun ein Dpnl-Verdau durchgefiihrt. Dpnl schneidet nur
methylierte DNA und somit nur DNA des nicht-mutierten Ausgangsplasmides aus E.coli, da der
verwendete E.coli-Stamm DNA-Methylierungsenzyme exprimiert und so die Plasmid-DNA methyliert;
das mutierte amplifizierte lineare PCR-Produkt bleibt unversehrt. Der Dpnl-Verdau wurde laut

Hersteller (NEB, Frankfurt) in einem Endvolumen von 30 pl fiir 1 h bei 37 °C durchgefiihrt.
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Dpnl-Restriktion:

DNA

10x Puffer (NEB)
Dpnl (20 U/pl)
H,O bidest

X Wl
3ul
1l
ad 30 pl

—» 1hbei37°C

AnschlieBend wurde die DNA durch ein PCR-Aufreinigungskit von Quiagen von Puffer und Enzymen

gereinigt. Die lineare DNA wurde wieder zu einem ringformigen Molekiil ligiert (Kapitel 2.3.10) und in

E.coli transformiert (siehe 2.3.2). Der Erfolg der Mutagenese wurde (iber Restriktion und

Sequenzierung der neu gewonnenen DNA lberprift.

Tabelle 2.7 Plasmide, welche mit Hilfe der Quick Mutagenese modifiziert wurden

Ausgangsplasmid Modifikation Primer Zielplasmid
pcDNA3 + Mutation des 2. und 3.ATG 1.ATGyes pcDNA3+
modB7-2HA von modB7-2HA in CTA 2.ATGno3.ATGno  modB7-2HA1.ATG
pcDNAS3 + Mutation des 1. und 3.ATG 1.ATGno pcDNA3+
modB7-2HA von modB7-2HA in CTA 2.ATGyes3.ATGno modB7-2HA2.ATG
pcDNA3 + Mutation des 1. und 2.ATG 1.ATGno pcDNA3+
modB7-2HA von modB7-2HA in CTA 2.ATGno3.ATGyes modB7-2HA3.ATG
pcDNA3 + Mutation der drei ersten ATGs 1.ATGno pcDNA3+
modB7-2HA von modB7-2HA in CTA 2.ATGno3.ATGno  modB7-2HA2.ATG
pORI6K Mutation der FRT-Stelle in eine FRT-mut for pORI6K-FRTmMut
zur in MCMV-A6 vorhandenen FRT-mut rev
kompatiblen FRT-Stelle
pORI6K-FRTmut Mutation des Acidic Clusters EEDE  noAcidic for pORI6K
+ modB7-2HA von modB7-2 in AAAA noAcidic rev +modB7-2HAnoAcidic

pORI6K-FRTmut
+ modB7-2HA

pRRL.PPT.SF.i2GFP

PRRL.PPT.SF.i2GFP
+ modB7-2HA
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Agel for
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2.3.15 SEQUENZIERUNG VON DNA

Sequenzierungen wurden hauptsachlich von Heidi Deppe, Institut flr Virologie, MHH durchgefiihrt.
In wenigen Féllen wurde die Sequenzierungen auch von Eurofins MWG Operon, Ebersberg und

Sequiserve, Vaterstetten tibernommen.

2.3.16 TRANSFEKTION EUKARYOTISCHER ZELLEN MIT CA2PO4

Fir die Transfektion von HEK 293T-Zellen wurden 2x 10° Zellen in einer Zellkulturschale (® 10 cm)
ausplattiert, die Transfektion der Zellen wurde am darauffolgenden Tag durchgefiihrt. Dazu wurde
die jeweils benétigte Menge an Plasmid-DNA in einem Endvolumen von 438 ul sterilisiertem
deionisierten Wasser gegeben. Danach wurden 62 pl einer sterilen 2,5 M CaCl,-Lésung hinzugefiigt
und gut gemischt. Dann wurde der komplette Ansatz langsam und vorsichtig zu 500 ul 2x HEPES
getropft, gefolgt von einer 20miniitigen Inkubation bei RT. In der Zwischenzeit wurde das Medium
der ausplattierten HEK 293T-Zellen abgenommen und durch 9 ml Medium inklusive 25 uM
Chloroquin ersetzt. Im Anschluss wurde der gesamte Transfektionsansatz vorsichtig und
tropfchenweise zu den HEK 293T-Zellen gegeben, leicht geschwenkt und dann fiir 6-14 h kultiviert.

Abschlieend wurde das Medium abgenommen, durch frisches Medium ersetzt und bis zur Zellernte

kultiviert.

2x HEPES: 10 g HEPES
16 g NaCl
0,74 g KCl

0,25 g Na,HPO,
2 g Dextrose

ad1l pH 7,05

2.3.17 LUZIFERASE-ASSAY

Die Luziferase-Aktivitdat im Zellkulturiiberstand wurde mit dem Orion Il Microplate Luminometer
(Berthold Technologies, Bad Wildbad) durchgefiihrt. Dazu wurden &quivalente Volumina der
Substratlésung (1 mg Coelenterzin pro ml PBS) zum Uberstand gegeben und in 96-Loch-Platten

Uberfiihrt; anschlieBend wurde das Chemolumineszenz-Signal detektiert.
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2.4 PROTEIN-BIOCHEMISCHE METHODEN

2.4.1 HERSTELLUNG VON ZELLLYSATEN

Zur Herstellung von Proteinlysaten wurden die Zellen von dem Boden des jeweiligen
ZellkulturgefaBes gelost (wie in 2.2.3 beschrieben) und in ein ReagiergefaR Uberfiihrt Die Zellen
wurden fiir 10 min bei 4000 rpm und 4 °C (Heraeus Megafuge 1.0) abzentrifugiert und anschlieSend
entweder eingefroren oder sofort in NP-40-Lysispuffer inklusive eines Protease-Inhibitor-Mixes (1%
Endkonzentration; Proteinase-Inhibitor-Set Ill, Calbiochem, San Diego) resuspendiert. Die Menge des
eingesetzten NP-40-Lysispuffers richtete sich nach der Zahl der zu lysierenden Zellen; fir ein
konfluent bewachsenes Loch einer 6-Loch-Platte wurde 30 ul Lysispuffer eingesetzt. Die Zellen
wurden dann 3-4x in Folge abwechselnd fiir 30 s gevortext und 2 min auf Eis inkubiert. Nun wurde
das Lysat erneut abzentrifugiert (5 min, 13.200 rpm; 4 °C; Eppendorf-Zentrifuge 5415R) und der
Uberstand in ein neues ReagiergefiR (iberfiihrt. Im Anschluss daran wurde direkt die

Proteinkonzentration bestimmt (Abschnitt 2.4.2) oder das Lysat wurde bei -20 °C gelagert.

NP-40-Lysis-Pufffer:  Tris/HCl pH 7.4 20 mM

NaCl 40 mM

NP-40 1% (v/v)

MgCl, 5mM

Zusatz: 1% Protease-Inhibitor-Cocktail

2.4.2 BESTIMMUNG DER PROTEINKONZENTRATION VON ZELLLYSATEN

Die Konzentrationsbestimmung von Zelllysaten erfolgte mit Hilfe der Konzentrationsbestimmung
nach Bradford und wurde mit dem Biorad-ProteinAssay Dye Reagent Concentrate (Biorad, Miinchen)
durchgefiihrt. Die Lysate wurden 1:10 verdiinnt und anschliefend wurde gemal Herstellerangaben
der Assay durchgefihrt und die ODsgs,, der Proteine in den Lysaten bestimmt. Die Messung erfolgte
mit dem Plate reader Synergy 2 (Biotek, Bad Friedrichshall). Die Konzentration wurde mit Hilfe einer
BSA-Eichgerade als Referenz errechnet. Sowohl die Messung der Eichgeraden als auch die der

Proteinlysate wurde stets in Triplikaten durchgefihrt.

Im Falle der Proteinlysate, die aus mit pcDNA3 + modB7-2 transfizierten HEK 293T-Zellen hergestellt

wurden, wurde zur Beriicksichtigung der Transfektionseffizienz ein Plasmid kotransifiziert, welches
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fir die ,Gaussia Luciferase” kodiert (siehe Kapitel 3.4). Um die Proteinlysate auf ihre
Transfektionseffizienz normalisieren zu koénnen wurde vor Zellernte der Zellkulturiiberstand
abgenommen und die Luziferaseaktivitdt in einer Dreifachmessung, wie in Kapitel 2.3.17
beschrieben, bestimmt. Anhand des Luziferase-Signals wurden dann die Lysatmengen normalisiert

und so eventuell unterschiedliche Transfektionseffizienzen bericksichtigt.

2.4.3 PROTEOLYTISCHE BEHANDLUNG VON ZELLOBERFLACHENPROTEINEN MIT PRONASE

Um Zelloberflachenproteine von intakten Zellen zu entfernen, wurden die Zellen mit Pronase (Roche,
Mannheim) behandelt (siehe Abbildung 2.2). Dabei handelt sich um einen Enzym-Cocktail aus
mindestens 10 proteolytischen Komponenten, darunter neutrale Protease, Chymotrypsin, Trypsin,

Carboxypeptidase, Aminopeptidase sowie neutrale und alkalische Phosphatasen.

C

Pronase-Verdau

—) ;
c & 2

Abbildung 2.2 Pronase verdaut Oberflichenproteine
Der Enzym-Cocktail Pronase besteht aus verschiedenen Proteinasen und Phosphatasen und kann zur

Degradierung von Oberflachenproteinen lebender Zellen genutzt werden.
Im jeweiligen Experiment wurden 1x 10%Zellen in 6-Loch-Platten ausplattiert, am Folgetag infiziert
und 24 h p. i. zur Pronase-Behandlung eingesetzt. Die Zellen wurden von der 6-Loch-Platte abgelost
(siehe 2.2.3) und anschlieRend 5 min bei 1300 rpm (Heraeus Megafuge 1.0) sedimentiert. Die Zellen
wurden 1x mit PBS gewaschen und danach in 400 pl PBS mit 1,5 mg/ml Pronase (gelost in H,0)
zugeben. Als Kontrolle dienten Zellen, die nicht mit Pronase behandelt wurden. Die Zellen wurden
1 h bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen 2x mit FCS gewaschen, in NP-40-Lysispuffer
mit 2% Protease-Inhibitor-Mix resuspendiert und lysiert (Kapitel 2.4.1) wund zur

Konzentrationsbestimmung eingesetzt (Anschnitt 2.4.2).
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2.4.4 UNTERSUCHUNG DES VERBLEIBS VON CD86 IN MCMV-WT INFIZIERTEN DC2.4-ZELLEN MIT

PRONASE

Zur Untersuchung, ob CD86 in DC2.4-Zellen bei Infektion mit MCMV-WT intrazellular gespeichert
wird, wurden zunichst 1x 10°-Zellen ausplattiert, am Folgetag mit MCMV-WT infiziert (MOl = 1) und
24 h p.i. zur Pronase-Behandlung eingesetzt (Abschnitt 2.4.3). Mit Hilfe dieses Versuchsansatzes
konnte untersucht werden, ob CD86 nach Infektion von DC2.4-Zellen mit MCMV-WT intrazellular

gespeichert wird oder aber degradiert wird (siehe auch Kapitel 3, Abbildung 3.29).

2.4.5 ENDOGLYKOSIDASE H (ENDO H)-BEHANDLUNG

Endo H spaltet Asparagin-verknipfte Mannose-reiche Oligosaccharide, die im endoplasmatischen
Retikulum (ER) angefiigt werden. Im Golgi-Apparat werden diese Oligosaccharide wieder modifiziert,
so dass diese dann resistent gegenliber Endo H werden. So kénnen ER-residente Proteinspezies
identifiziert werden. Im entsprechenden Experiment wurden 1x 10°-Zellen in 6-Loch-Platten
ausplattiert und am nachsten Tag wie angegeben infiziert. 24 h nach der Infektion wurden die Zellen
geerntet und lysiert (siehe 2.4.1). Dann wurde 13 pl Lysat mit 2 pl 10x EndoH-Puffer und 5 ul EndoH
(5U/ml; Roche) gemischt und fir 12-16 h bei 37 °C inkubiert. Dann wurden die Ansatze
entsprechend mit SDS-Probenpuffer gemischt, gekocht und fir die SDS-PAGE verwendet
(Abschnitt2.4.8).

10x EndoH-Puffer: EndoH-Ansatz:

500 mM Natriumcitrat pH 5.5 13 ul Proteinlysat
2 ul 10x EndoH-Puffer
5 ul EndoH (5 U/ml) —» 12-16 h bei 37 °C

2.4.6 PNGASE F-BEHANDLUNG

PNGase F ist eine Amidase, die zwischen Glucose-N-acetyl-Resten und Asparagin in Mannose-
reichen, Hybrid und komplex N-glykosylierten Proteinen spaltet. Bevor die Zelllysate der PNGase-
Behandlung unterzogen wurden, musste diese denaturiert werden. Dazu wurden die Lysate mit dem

4x Denaturierungspuffer (2% SDS, 4% B-Mercaptoethanol) im Verhaltnis 3:1 gemischt und 10 min bei
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99 °C gekocht. Anschliefend wurden 20 ul der denaturierten Lysate wie unten angegeben mit 2,5 ul
einer 0,5M Natriumphosphatlosung (pH 7.6), 1,5pul einer NP-40-Lésung und 1 pl PNGase F
(1000 U/ml, Roche) gemischt und 1 h bei 37 °C inkubiert. Dann wurden die PNGase F-behandelten
Proben nochmals mit SDS-Ladepuffer gemischt und 5 min bei 99 °C gekocht (wie in Abschnitt 2.4.8

beschrieben).

Denaturierungspuffer: PNGase F-Ansatz:
2% SDS 20 pl denaturiertes Lysat
4% B-Mercaptoethanol 2,5 ul 0,5 M Natriumphosphat-Losung pH 7.6

1,5 ul 10% NP-40-Lésung
1 pul PNGase F (1000 U/ml) — 1 h bei37 °C

2.4.7 DEPHOSPHORYLIERUNG VON PROTEINLYSATEN

Die Dephosphorylierung von Proteinlysaten wurde mit der calf intestine phosphatase (CIP) sowie mit
dem entsprechenden Puffer von NEB (Frankfurt) gemaR Herstellerangaben durchgefiihrt. Die

Dephosphorylierung erfolgt bei 37 °C fir 1 h.

Dephosphorylierungsansatz: Proteinlysat 17 ul
10x Puffer (NEB) 2 ul
CIP (10 U/ul) 1l —» 1hbei37°C

2.4.8 SDS-POLYACRYLAMID-GELELEKTROPHORESE (SDS-PAGE)

In dieser Arbeit wurde das diskontinuierliche Gel-System von Ldmmli verwendet, bei dem das
Trenngel von einem Sammelgel iberschichtet wird. Je nach aufzutrennendem Protein wurden 10-
15%ige Trenngele verwendet, zur Herstellung der Gele wurde eine 40%ige Acrylamid-Bisacrylamid-
Losung (37,5:1) von Qbiogen (Irvine, USA) benutzt. Die Auftrennung erfolgte bei 60 V im Sammelgel,
erreichte die Lauffront das Trenngel, wurde die Spannung auf 120 V erhéht. Zur GréRenbestimmung
wurde bei jeder SDS-PAGE ein Protein Marker (Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder,

Fermentas, St.Leon-Rot) mitgefihrt.

Wurde nach der SDS-PAGE ein Western Blot (Abschnitt 2.4.9) durchgefiihrt, um CD86 zu detektieren,
wurde kein B-Mercaptoethanol dem 2x SDS-Probenpuffer zugefiigt, da sonst der a-CD86-Antikorper

das Protein nicht mehr erkennt.
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Tabelle 2.8 Verwendete Losungen und Puffer zur SDS-PAGE

SDS-Probenpuffer:

Sammelgel (5%)*:

TRIS/HCI, pH 6.8 100 mM 40% Acrylamid-Mix 0,4 ml

SDS 4% (v/w) 1,0 M Tris/HCI pH6.8 0,38 ml

Bromphenol-Blau 0,2% (v/w) 10%SDS-L6sung30 pl

Glycerin 20% (v/v) APS 30 ul

(B-Mercaptoethanol  Endkonz. 1:35) TEMED 3l
H,0 2,2ml

Trenngel (10%)*: Trenngel (12%)*:

40%Acrylamid-Mix 1,3 ml 40% Acrylamid-Mix 1,5 ml

1,5 M Tris/HCl pH8.8 1,3 ml 1,5 M Tris/HClpH 8.8 1,3 ml

10% SDS-Losung 50 ul 10% SDS-Losung 50 ul

APS 50 ul APS 50 ul

TEMED 2 ul TEMED 2 ul

H,0 2,3 ml H,0 2,1ml

Trenngel (15%)*: SDS-PAGE-Laufpuffer:

40% Acrylamid-Mix 1,95 ml Tris 25 mM

1,5 M Tris/HCl pH8.8 1,3 ml Glyzin 250 mM

10% SDS-L6sung 50 ul SDS 0,1% (w/v)

APS 50 pl

TEMED 2 ul

H20 1,65 ml

*die Angaben beziehen sich auf Gele von 8 cm Breite

2.4.9 WESTERN BLOT

Beim Western Blot werden die in einer zuvor durchgefiihrten SDS-PAGE aufgetrennten Proteine auf
eine Nitrozellulose-Membran transferiert und kénnen dann (iber Antikdrperfarbungen sichtbar
gemacht werden. In dieser Arbeit wurde das Mini Trans-Blot Cell-System (Biorad, Minchen)
verwendet. Vor dem Start des Western Blots wurden die Nitrozellulose-Membran (Hybond-ECL,
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Amersham, Biosciences), SDS-Gel, Filter und Blot-Papier (Rot, Karlsruhe) fiir 15 min in Transferpuffer
inkubiert. Im Anschluss daran wurde das ,Sandwich” aus allen Bestandteilen zusammengebaut und
der Western Blot durchgefiihrt (1 h bei 350 mA). Dann wurde die Membran durch Inkubation in 5%
Magermilchpulver in PBS-T fiir 1 h bei RT unter Schiitteln geblockt, alternativ erfolgte die Inkubation
auch bei 4°C U. N.. Die Primarantikorper-Inkubation erfolgte flir 1,5h bei RT unter Schitteln
ebenfalls in 5% Milch-PBS-T. Danach wurde die Membran 3x fiir 10 min mit PBS-T gewaschen, um
ungebundenen Primdarantikorper zu entfernen. Die Inkubation mit dem Peroxidase-gekoppelten
Sekundarantikorper wurde fir 1h unter Schitteln bei RT in 5% Milch-PBS-T durchgefihrt.
Abschliefend wurde die Membran erneut 3x fiir 10 min mit PBS-T gewaschen. Die Detektion erfolgte
unter Verwendung des ECL-Kits der Firma Amersham Biosciences (Freiburg) gemaR
Herstellerangaben mit dem LAS-3000 Imager. In einigen Fallen wurde das ECL-Advanced Kit

(Amersham Biosciences, Freiburg) — inklusive Blockierlosung - gemaR den Herstellerangaben benutzt.

Tabelle 2.9 Verwendete Lésungen bei der Western Blot-Analyse

Transfer-Puffer: PBS-T: Blockierl6sung:

Methanol 20% (v/v) PBS mit 0,1% Tween (v/v) 5% Magermilchpulver (w/v)
Tris 40 mM in PBS-T

Glyzin 119 mM

Tabelle 2.10 In der Westernblot-Analyse verwendete Antikérper und ihre Verdiinnungen

Prim. Antikorper Verd. Sek. Antikorper Verd.

CD86 1:500 HRP-anti-Ratte IgG 1:2000
M57 1:8 HRP-anti-Maus IgG 1:2000
modB7-2 1:500 HRP-anti-Kaninchen IgG 1:1000
GAPDH 1:1000 HRP-anti-Kaninchen IgG 1:1000
Hamagglutinin (HA) 1:500 HRP-anti-Kaninchen IgG 1:1000
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2.4.10 ENTFERNUNG VON ANTIKORPERN VON DER NITROZELLULOSEMEMBRAN

Eine im Western Blot verwendete Nitrozellulosemembran kann fiir eine zweite Farbung
wiederverwendet werden. Dazu wurde die Membran in 50 ml Stripping Puffer bei 50 °C fiir 20 min
inkubiert. AnschlieRend wurde die Membran mind. 10x mit PBS-T gewaschen und erneut mit

Blockierlosung blockiert und fir eine zweite Farbung analog zu Kapitel 2.4.9 verwendet.

Stripping Puffer: 0,5 M Tris pH 6.8 5ml
B-Mercaptoethanol 350 ul
10% SDS-Losung 10 ml
bidest. H,O ad. 50 ml

2.5 IMMUNFLUORESZENZ-MIKROSKOPIE

2.5.1 BESCHICHTUNG VON DECKGLASCHEN MIT POLY-L-LYSIN

Zur besseren Haftung der Zellen an den Deckglaschen wurden die Deckglaschen mit Poly-L-Lysin
beschichtet. Zunachst wurde je ein Deckglaschen (® 12 mm) in ein Loch einer 24-Loch-Platte gelegt
und mit 70% Ethanol gewaschen und so sterilisiert. AnschlieRend wurden die Deckglaschen noch
zweimal mit PBS gewaschen. Dann wurden die Deckglaschen entnommen, je auf einen Tropfen
(50 ul) Poly-L-Lysin (0,01%, Sigma Aldrich) gelegt und unter sterilen Bedingungen bei RT flir 1 h
inkubiert. Danach wurden die Glaschen mit der Poly-L-Lysin beschichteten Seite nach oben wieder in
die Locher einer 24-Loch-Platte gelegt und 3x mit sterilem H,0 gewaschen. Zum Trocknen wurde die

24-Loch-Platte 4. N. bei 37 °C inkubiert und konnte dann bei RT gelagert werden.

2.5.2 IMMUNFLUORESZENZFARBUNG

Um Zellen fiir die Immunfluoreszenz-Mikrokopie einzusetzen, wurden zunachst 3x 10*-Zellen auf
sterilen, mit Poly-L-Lysin beschichteten Deckglaschen (siehe 2.5.1) ausgesat. Am Folgetag wurden die
Zellen mock infiziert oder mit MCMV infiziert und zu verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion
geerntet. Dazu wurde das Medium von den Zellen entfernt und 300 ul 3% Paraformaldehyd (PFA) auf

die Zellen gegeben. Die Zellen wurden fiir 20 min mit 3% PFA bei RT inkubiert und im Anschluss daran
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3x mit PBS gewaschen. Nun wurde die Fixierung der Zellen mit 500 pl einer Ammoniumchlorid-
Losung (50 mM Ammoniumchlorid in PBS) fiir 15 min bei RT abgestoppt. Nach dreimaligem Waschen
mit PBS wurden die Zellen fiir 7 min in einer 0,2% Triton X-100-Lésung (in PBS) permeabilisiert und
danach ebenfalls 3x mit PBS gewaschen. Anschliefend wurden die Zellen fiir mind. 5 min bei RT mit

einer Gelatine-Lésung (0,2% Gelatine in PBS) inkubiert.

Jetzt wurden die Zellen mit dem Priméarantikérper und dem DNA-Farbstoff HOECHST33342
(HOECHST, Frankfurt-Hochst) inkubiert. Dazu wurden die Primarantikérper zusammen mit
HOECHST33342 mit der Gelatinelésung verdiinnt und ein Topfen davon (50 ul) wurde auf Parafilm in
einer feuchten Kammer gegeben. Die Deckglaschen wurden mit der bewachsenen Seite nach unten
auf diesen Tropfen gegeben und fir 1h bei RT im Dunkeln inkubiert. Danach wurden die
Deckglaschen wieder zuriick in die 24-Loch-Platte Uberfihrt (bewachsene Seite nach oben) und 4x
mit der 0,2%igen Gelatinelosung gewaschen. Im Anschluss daran wurden die Deckglaschen wieder in
der feuchten Kammer mit dem Sekundarantikérper inkubiert: dazu wurden die Deckglaschen erneut
auf einen Tropfen (50 pul) einer 0,2% Gelatine-Losung gelegt, die die Sekundéarantikorper in der
jeweiligen Verdinnung enthédlt (bewachsene Seite nach unten). Die Inkubation mit dem
Sekundarantikorper erfolgte bei RT fir 45 min im Dunkeln. Dann wurden die Deckgldschen erneut in
die 24-Loch-Platte Uberfihrt, 4x mal mit PBS gewaschen, kurz in H,0 bidest. getaucht und auf einem
Tuch trocken getupft. Zuletzt wurde das Deckgldschen auf einem Objekttrager mit Hilfe des

Einbettungsmediums Aqua Polymount (Polysciences, Warrington, USA) eingebettet.

Die Auswertung der Praparate erfolgte mit dem konfokalen Laser-scanning-Mikroskop (Leica TCS SP5
MP, Leica Mikrosysteme, Wetzlar). Helligkeit, Kontrast und Tonwert der fluoreszenz-mikroskopisch
erstellten Abbildungen wurden mit Hilfe der Adobe Photoshop CS4-Software (Adobe Systems Inc.,
San Jose, USA) nachtréaglich justiert. Zur graphischen Darstellung und Auswertung wurde zudem die
Software Adobe lllustrator (Adobe Systems Inc., San Jose, USA) und LAS AF Lite (Leica Mikrosysteme,

Wetzlar) verwendet.
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Tabelle 2.11 In der Imnmunfluoreszenz verwendete Antikorper, Farbstoffe und ihre Verdiinnungen

Prim. Antikorper/Farbstoff Verd. Sek. Antikorper Verd.

Calnexin 1:500 Maus, 1:1000

Alexa488-gekoppelt

Maus, 1:500

Alexa568-gekoppelt

GM130 1:100 Maus, 1:1000

Alexa488-gekoppelt

Maus, 1:500

Alexa568-gekoppelt

EEA-1 1:500 HRP Maus, 1:1000

Alexa488-gekoppelt

Maus, 1:500

Alexa568-gekoppelt

Hamagglutinin (HA) 1:500 Kaninchen, 1:500

Alexa568-gekoppelt

Kaninchen 1:200
DyLight 649-gekoppelt

CD86-Biotin 1:2500 Streptavidin, 1:30.000

OregonGreen 488 gekoppelt

HOECHST33342 1:5000

2.6 FACS-ANALYSEN

2.6.1 FACS-FARBUNG ZUR BESTIMMUNG DER CD86-MENGE AUF DER ZELLOBERFLACHE NACH

INFEKTION

Zur Bestimmung der CD86-Menge auf der Zelloberfliche nach Infektion wurden 1x 10° oder 1x 10°

Zellen am Vortag ausgesdt. Am Tag des Experimentes wurden die Zellen von dem Kultivierungsgefald
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abgel6st (siehe 2.2.3). Im Anschluss daran wurden die Zellen bei 1.700 rom und 4 °C (Heraeus
Megafuge 1.0) fiir 7 min abzentrifugiert und in FACS-Puffer (2% FCS, 3% Pferdeserum, 2 mM EDTA in
PBS) resuspendiert. Dieser Zentrifugationsschritt wurde einmal wiederholt und anschlieRend die
Zellen in 100 pl FACS-Puffer aufgenommen, in die Locher einer 96-Loch-Platte Uberfihrt und fir
10 min in FACS-Puffer inkubiert, um den von MCMV kodierten F.-Rezeptor zu blockieren. Danach
wurden die Zellen erneut fiir 7 min bei 1.700 rpm und 4 °C abzentrifugiert (Heraeus Megafuge 1.0)
und dann in 100 pl der Farbelésung aufgenommen. Die Zellen wurden fir 20 min bei 4 °C im Dunkeln
inkubiert. Dann wurden die Zellen abzentrifugiert (1.700 rpm, 7 min, 4 °C; Heraeus Megafuge 1.0)
und einmal mit FACS-Puffer gewaschen, dann in 600 pl FACS-Puffer + 1,5% PFA aufgenommen und

zur FACS-Analyse eingesetzt.

Zur Kompensation der spektralen Uberlappungen (des emittierten Lichts der Farbstoffe) in den
Detektoren wurden sowohl Einzelproben ungefarbt bzw. Einzelfarbungen fiir PE, GFP und 7AAD
vorgenommen. Im Falle der Einzelfarbung fir 7AAD (Lebend-Tot-Farbung) wurden die Zellen vor der

Farbung 10 min bei 60 °C inkubiert.

Die FACS-Messung erfolgte mit dem Durchflusscytometer Cytomics FC500 (BeckmanCoulter,
Fullerton, USA), die Auswertung wurde mit der Analysesoftware Kaluza (BeckmanCoulter, Fullerton
USA) vorgenommen. Bei der Auswertung wurden im Overlay der Histogramme alle Histogramme auf

die gleiche Hohe gesetzt.

Tabelle 2.12 Lésungen zur FACS-Analyse

FACS-Puffer (in PBS): Farbeldsung (je Probe):

EDTA 2mM FACS-Puffer 100 pl

FCS 2% anti-CD86-Biotin 1ul

Pferdeserum 3% Streptavidin-PE 0,5 ul
7AAD 20 pl

2.6.2 FACS-FARBUNG ZUR BESTIMMUNG DES EINFLUSSES VON MODB7-2 AUF DIE VOR INFEKTION AUF

DER ZELLOBERFLACHE VORHANDENE CD86-MENGE

Zur Bestimmung der CD86-Menge, welche vor Infektion auf der Zelloberflache vorhanden ist, wurden
zunichst 1x 10° Zellen ausplattiert. Am Folgetag wurden die Zellen mit MCMV infiziert und

zentrifugiert (Abschnitt 2.7.1) und bei 37 °C inkubiert. 30 min nach Infektion wurden die Zellen mit
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FACS-Puffer gewaschen und dann in 100 pl FACS-Puffer aufgenommen, dem 1 pl anti-CD86-Biotin
bzw. 1 ul monoklonaler 1gG2a k, Ratte (Isotypkontrolle) zugefiigt wurde. Die Zellen wurden
anschlieBend 30 min auf Eis inkubiert, mit FACS-Puffer gewaschen, in vorgewdarmten
Zellkulturmedium aufgenommen und bei 37 °C und 5% CO2-inkubiert, bis der Zeitpunkt 16 h p. i.
erreicht worden war. Dann wurden die Zellen wie in 2.6.1 beschrieben zur FACS-Farbung (allerdings
nur mit 7AAD und Streptavidin-PE) und zur FACS-Messung eingesetzt. Der Versuchsaufbau ist

nochmals in Kapitel 3, Abbildung 3.25 schematisch skizziert.

2.6.3 ZELLSORTIERUNG

Die Zellsortierung GFP-exprimierender Zellen wurde von der , Research Facility Cell Sorting” der

Medizinischen Hochschule Hannover (Labor-Koordinator Dr. Matthias Ballmaier) durchgefiihrt.

2.7 VIROLOGISCHE METHODEN

2.7.1 INFEKTION MURINER ZELLEN MIT MCMV

Zur Infektion von Zellen mit MCMV wurden am Vortag die vom jeweiligen Versuchsaufbau verlangte
Zellzahl ausplattiert (i. d R. 3x 10* bis 1x 10°). Am Folgetag wurde dann die gewiinschte Menge Virus
(in der bendtigten multiplicity of infection (MOI)) zu den Zellen gegeben. Nun wurden die Zellen zur
Steigerung der Infektionsrate fiir 20 min bei 2.000 rpm (Heraus Multifuge 3SR+) und RT zentrifugiert.

Im Anschluss daran wurden die Zellen bei 37 °C und 5% CO, bis zur weiteren Verwendung inkubiert.

2.7.2 HERSTELLUNG VON VIRUSSTOCKS

Zunéachst wurden zur Produktion von Virusstocks pro Stock MEFs in 10 Zellkulturschalen ($ 14,5 cm)
ausplattiert und kultiviert, bis die Zellen eine Konfluenz von ca. 70-80% aufwiesen. Dann wurden die
Zellen mit einer MOI von 0,01 infiziert, wobei darauf geachtet wurde, dass die Viruszugabe in allen
Schalen gleich erfolgte. Zur gleichméaRigen Verteilung des Virus in der jeweiligen Schale wurde die
Schale sanft geschwenkt. Dann wurden die Zellen bei 37 °C und 5% CO, solange inkubiert, bis ein
vollstandiger cytopathischer Effekt (CPE) erreicht wurde. Nun wurden der Uberstand inklusive Zellen

geerntet, in ein steriles ZentrifugengefaR tUberfihrt und bei Bedarf bei -80 °C gelagert. Alle folgenden
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Zentrifugationsschritte fanden bei 4 °C statt und es wurde streng darauf geachtet, den Virusstock bei
jedem Schritt auf Eis zu halten. In der folgenden Zentrifugation im JA-10-Rotor von Beckmann
(20 min, 6.000 rpm) wurden zunichst Zelltrimmer pelletiert. Der Uberstand wurde nun in ein
frisches, steriles ZentrifugengefaR tberfiihrt und fiir 3 h 10 min bei 13.000 rpm mit dem Type-19-
Rotor (BeckmanCoulter, Fullerton, USA) zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand
verworfen und 5 ml Medium (DMEM; Sigma Aldrich, inklusive 10% fotales Kalberserum (FCS), 2 mM
Glutamin, 10 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin-Sulfat) auf das Viruspellet gegeben. Zur
schonenden Resuspendierung wurde das Pellet auf Eis und bei 4 °C i. N. gelagert. Am nachsten Tag
wurde das Pellet durch mehrmaliges Auf-und Abpipettieren resuspendiert und mit dem Hand-
Homogenisator homogenisiert. 2 ml einer Saccharose-Lésung wurden dann in sterile
Zentrifugenréhrchen gegeben und das Virus-Homogenisat darauf geschichtet. In der anschlieBenden
Zentrifugation (20.000 rpm, 1 h 10 min, SW40Ti-Rotor) wurden die Viruspartikel erneut pelletiert.
Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das Viruspellet in 2 ml Saccharose-Lésung resuspendiert
und nochmals mit dem Hand-Homogenisator vollstandig homogenisiert. Im Anschluss daran wird der
so produzierte Virusstock in vorgekihlte ReagiergefaBe aliquotiert, in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80°C gelagert. Alle Virusstocks wurden nach der Praparation auf
Mykoplasmakontamination getestet (Venor® GeM Mycoplama Detection Kits, Minerva Biolabs,

Berlin).

Saccharose-Lésung:

Saccharose 15% (w/v)
Tris/HCl pH7.8 50 mM
KCl 12 mM
EDTA 5mM

2.7.3 VIRUSTITERBESTIMMUNG DURCH PLAQUE ASSAYS

Zur Bestimmung des Virustiters wurden murine embryonale Fibroblasten (MEF) in die Lécher einer
48-Loch-Platte gesat und kultiviert; die Titration selbst wurde erst bei Erreichen vollstandiger
Konfluenz durchgefiihrt. Dazu wurde ein Aliquot des Virusstocks aufgetaut und davon die
Verdiinnungsstufen 10™ bis 10° in 4 °C kaltem MEF-Medium hergestellt. AnschlieRend wurde das
Medium von den MEF-Zellen abgenommen und 100 pl der jeweiligen Verdinnung auf die MEFs
gegeben; alle Verdinnungsstufen wurden dabei in Triplikaten angesetzt. Die MEFs wurden dann fir
2 h bei 37 °C und 5% CO, inkubiert. Im Anschluss wurden das Medium wieder entfernt und 500 pl
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Tritrationsmedium zugegeben. Die im Titrationsmedium vorhandene Carboxymethylcellulose
verhindert als eine Art , Kleister” die Virusausbreitung iber das Medium, so dass infizierte Zellen das
Virus nur an benachbarte Zellen weitergeben kénnen. Die MEFs wurden dann weiter kultiviert, bis
durch den CPE deutlich Plaques im Zellrasen zu erkennen waren (ca. 4 Tage nach Infektion). Die

Plaques wurden ausgezahlt und daraus der jeweiligen Titer berechnet.

Titrationsmedium:

Carboxymethylcellulose 0,75% (w/v)
FCS 5% (v/v)
10x DMEM 10% (v/v)
Glutamin 2 mM
Penicillin 100 U/ml
Streptomycin-Sulfat 100 pg/ml
d-Glucose 3,5 g/l
Folsdure 4 mg/l
Natrium-Bicarbonat 0,37% (v/v)

2.7.4 PRODUKTION VON VIRUSPARTIKELN AUS BAC-DNA

Die Produktion von Virus aus BAC-DNA erfolgte durch Elektroporation von MEF oder NIH 3T3-Zellen.
Die Zellen einer konfluenten Schale (® 10 cm) konnten fiir drei Elektroporationen verwendet
werden. Die Zellen wurden gemafl Abschnitt 2.2.3 geerntet, 5min bei 4°C und 1.300 rpm
abzentrifugiert (Heraus Multifuge 3SR+) und in 2,1 ml 4 °C kaltem Opti-MEM (Gibco Opti-MEM |,
Invitrogen, Heidelberg) aufgenommen. 700 pul davon wurden dann in eine auf Eis vorgekihlte
Elektroporationskivette (Elektrodenabstand 4 mm; Peglab, Erlangen) Uberfiihrt. Dazu wurden 20 pl
BAC-DNA (aufgereinigt im groRen MaRstab; Kapitel 2.3.6) gegeben, vorsichtig gemischt und die
Zellen mit der BAC-DNA elektroporiert (250 V, 1500 pF). AnschlieRend wurden die Zellen in frisches
vorgewdrmtes Medium gegeben und in einer Zellkulturschale (® 10 cm) bei 37 °C und 5% CO,
inkubiert, bis der Zellrasen zunachst Konfluenz und dann einen vollstdndigen CPE zeigte. Dann wurde
der Uberstand geerntet, bei -80 °C gelagert und zur Inokulation eines Virusstocks (siehe Kapitel 2.7.2)

verwendet.
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2.8 MODIFIZIERUNG VON BACS DURCH FLP-VERMITTELTE REKOMBINATION

Mit der Flp-vermittelten Rekombination ist es moglich, ein Plasmid, das eine FRT-Stelle besitzt,
komplett in ein BAC zu integrieren, wenn dieses die gleiche FRT-Stelle besitzt. Zudem ist es moglich,
einen von FRT-Stellen flankierten Bereich eines BACs (z. B. eine Kan®-Expressionskassette) aus dem
Genom zu entfernen; natirlich miissen auch hier beide FRT-Sequenzen identisch sein. In dieser
Arbeit wurde zum Einen die Kan®-Kassette aus dem Genom des MCMV-A6 entfernt (resultierend in
MCMV-A6 AKan) und zum Anderen das Shuttle-Plasmid pORI6K (+ Transgen) in das MCMV-A6 AKan
integriert. Beide Vorgange wurden analog durchgefiihrt, wobei bei der Exzision der Kanamycin-
Kassette kein Shuttle-Plasmid verwendet wurde. Der Ablauf der Flp-vermittelten Rekombination ist

in Abbildung 2.3 dargestellt

Zunachst wurde in das Shuttle-Plasmid pORI6K das jeweilige Transgen inseriert und mittels
Restriktionsanalyse und Sequenzierung der Erfolg der Klonierung tberpriift. Die pORI6K-Shuttle-
Plasmide wurden in E. coli PIR1-Bakterien propagiert, die durch die Expression des Bakteriophagen-

Proteins A pi die Replikation der pORI6K-Plasmide ermdglichen.

Im Anschluss daran wurden E.coli-Bakterien, welche das BAC MCMV-A6 AKan tragen, mit dem fir die
FIp-Rekombinase kodierenden Plasmid pST76A transformiert (Kapitel 2.3.2). Die Inkubation erfolgte
hier bei 30 °C, da die Flp-Rekombinase temperaturabhangig bei 30 °C exprimiert wird. Die Selektion
wird durch Ampicillin und Chloramphenicol im Kulturmedium vermittelt. Einzelklone dieser Bakterien
wurden gepickt, kultiviert und elektrokompetent gemacht (Abschnitt 2.3.1). Dann wurden diese
Bakterien mit dem Plasmid pORI6K (+Transgen) elektroporiert (Kapitel 2.3.2) und danach bei 30 °C
fir 1 h bei 30 °C inkubiert. In diesem Schritt erfolgt die Expression der Rekombinase sowie die
Integration des pORI6K-Plasmides. AnschlieRend wurden die Bakterien ausplattiert und bei 43 °C
0. N. inkubiert. Diese Temperatur sowie die Selektion auf Chloramphenicol und Kanamycin sorgen
dabei fiir den Verlust des Plasmides pST76A. Nicht-integriertes Plasmid pORI6K (+Transgen) kann nur
bei Anwesenheit des Proteins A pi replizieren, somit kdnnen nur Bakterien wachsen, die pORI6K (+
Transgen) in das BAC integriert haben. Dann wurden verschiedene Klone gepickt, kultiviert und zur
BAC-Praparation in kleinem MaRstab (Abschnitt 2.3.5) eingesetzt. Durch Restriktionsanalysen und
Sequenzierung wurde sowohl die DNA-Sequenz des eingebrachten Transgens im BAC als auch der Ort
der Integration Uberpriift. Bei korrekter Sequenz wurde aus dem BAC Virus rekonstituiert (Abschnitt

2.7.4)
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Abbildung 2.3 Uberlick iiber den Ablauf der Flp-vermittelten Rekombination
Sowohl das bacterial artificial chromosome (in diesem Fall C3X A6AKanR) als auch das einzubringende Plasmid (pORI6K +
Transgen) tragen eine FRT-Stelle. Bei Anwesenheit des Plasmides pST76A-Flp, welches fiir die Flp-Rekombinase kodiert,

kommt es bei 30 °C zur Integration von pORI6K in das BAC an der FRT-Stelle.

Ausgangs-BAC

Tabelle 2.13 Im Rahmen dieser Arbeit modifizierte BACs

Shuttle-Plasmid

modifiziertes BAC

MCMV A6

MCMV A6 AKan

MCMV A6 AKan

MCMV A6 AKan

MCMV A6 AKan

MCMV A6 AKan

60

pORI6K + modB7-2 FL

pORI6K + modB7-2 1.ATG

pORI6K + modB7-2 3.ATG

pORI6K + modB7-2 FL nolExon

pORI6K + modB7-2 FL noAcidic

MCMV-A6 AKan

MCMV-A6 mod7-2 FL

MCMV-A6 mod7-2 1.TAG

MCMV-A6 mod7-2 FL 3.ATG

MCMV-A6 mod7-2 nolExon

MCMV-A6 mod7-2AAC
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2.9 HERSTELLUNG LENTIVIRALER EXPRESSIONSVEKTOREN

2.9.1 KLONIERUNG LENTIVIRALER VEKTOREN

Zur lentiviralen Transduktion dendritischer Zellen wurde der Vektor pRRL.PPT.SF.I2GFP verwendet.
Dieser Vektor gehort zu den selbst-inaktivierenden Vektoren (SIN-Vektoren): Eine Deletion in der 3°-
UTR des Vektors sorgt bei der reversen Transkription fiir die Ubertragung dieser Deletion in die 5'-
UTR, was zur Inaktivierung der Promotoraktivitdt in beiden UTRs sorgt. Ein in diesen Vektor
eingefiihrtes Transgen steht unter der Kontrolle des SFFV (spleen foamy forming virus)-Promotors,
zudem kann durch eine IRES-GFP-Kassette die Expression des Transgens lber das GFP-Signal verfolgt
werden. Der Vektor enthalt zusatzlich weitere Bestandteile, die die Expression des Transgens
stabilisieren (siehe Abbildung 2.4): Am RRE (rev response element) lagern sich Rev-Proteine an,
welches zum bevorzugten Kernexport dieser mRNA in das Cytoplasma fihrt. PPT stellt den
Polypurintrakt dar und ist wichtig fir die Initiation der Synthese des DNA-Doppelstranges bei der
reversen Transkription. PRE bezeichnet das post-transcriptional regulatory element und dient der

Verstarkung der Expression des Transgens (Schambach et al., 2009; Modrow 2003; Hlavaty et al.,

2005)
BamHI
T W I \—:>—D—-
U3 R U5 RRE PPT SF- IRES eGFP PRE AU3 R U5
LTR Promotor LTR

Abbildung 2.4 Schematischer Aufbau des Vektors pRRL.PPT.SF.I2GFP

Das Genom wird flankiert durch die jeweilige UTR bestehend aus U5, R und U5. Die 3’-UTR enthdlt eine Deletion, welche bei
der reversen Transkription in die 5°-UTR (ibertragen wird. Das einzubringende Transgen steht unter der Kontrolle des spleen
foamy forming virus (SF)-Promotors, seine Expression kann durch die GFP-Expression verfolgt werden. Das Transgen und
GFP werden aufgrund der IRES (internal ribosomal entry site)-Sequenz auf einer mRNA kodiert, aber als zwei getrennte
Proteine translatiert. PRE, PPT, PRE stellen weitere Elemente dar, die der Replikation und Integration sowie der
Expressionsverstarkung dienen.

Fir alle Transduktionen wurde das Plasmid pRRL.PPT.SF.I2GFP als Basis verwendet. Zur gerichteten
Insertion der verschiedenen modB7-2-Varianten vor die IRES-Kassette wurde mittels Quick

Mutagenese (siehe Kapitel 2.3.14) eine zusatzliche Restriktionsschnittstelle eingefiihrt (Agel).
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Tabelle 2.14 In dieser Arbeit verwendete lentivirale Vektoren

Lentivirus Eigenschaft

empty ,leerer” Vektor pRRL.PPT.SF.I2GFP, exprimiert GFP

modB7-2 FL exprimiert den kompletten ORF von modB7-2

modB7-2 nolExon kodiert fiir den kompletten ORF von modB7-2 ab dem dritten ATG
modB7-2 KodOP exprimiert die kodon-optimierte Variante von modB7-2

2.9.2 PRODUKTION VON LENTIVIREN

Die Produktion der Lentiviren erfolgte durch Transfektion von HEK 293T-Zellen mit Ca,PO,
(beschrieben in 2.3.16). Dazu wurden 2x 10°%Zellen in einer Zellkulturschale (® 10 cm) ausplattiert
und am Folgetag wie beschrieben mit vier Plasmiden transfiziert: Das Plasmid Gag/Pol kodiert fur die
lentiviralen gruppenspezifischen Antigene sowie fiir die eigene Polymerase. Des Weiteren wird ein
Rev-kodierendes Plasmid cotransfiziert. Ein zusazliches Plasmid dient der Pseudotypisierung der
Lentiviren mit dem Hull-Glykoprotein VSVg und das letzte Plasmid stellt den Vektor mit dem

Transgen an sich dar.

Tabelle 2.15 Menge der eingesetzten Plasmide in der Lentivirusproduktion

Plamid Menge
pGag/Pol 12 ug
pRev 5ug
pVSVg 1,5ug
pRRL.PPT.SF.I2GFP 5pug

Nach der Transfektion wurde nach verschiedenen Zeitpunkten (36 h, 48 h, 56 h, 72 h) der Uberstand
geerntet und mit einem 0,22 um Filter (Millipore SLGPO33RB, Billerica, USA) filtriert und so von
Zelltrimmern befreit. Die Uberstinde wurden dann sofort bei -80°C eingefroren und zur

Titerbestimmung (Kapitel 2.9.4) bzw. zur weiteren Verwendung (Abschnitt 2.9.3) gelagert.
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2.9.3 LENTIVIRALE TRANSDUKTION

Fur die Transduktion von Zellen mit Lentiviren wurden zunachst 1x 10° oder 1x 10°-Zellen ausplattiert
und nach 4-6 h transduziert. Dazu wurde das Medium von den Zellen abgenommen und durch
frisches Zellkulturmedium inklusive 20 mM HEPES und 4 pg/ml Protaminsulfat ersetzt, welches die
Transduktionsrate durch Ausgleich positiver Ladungen der Zellmembran steigern sollte. Nach Zugabe
der gewtlinschten Menge Virus wurden dann die Zellen 1 h bei 2.000 rpm und RT (Heraeus Multifuge
3SR+) und anschlieBend bei 37 °C und 5% CO, inkubiert. Am Folgetage wurde das Medium durch

frisches Kulturmedium ersetzt.

2.9.4 BESTIMMUNG LENTIVIRALER TITER

Zur Bestimmung des lentiviralen Titers wurden 1x 10°-Zellen ausplattiert und Transduktion am
Folgetag — wie in 2.9.3 beschrieben — durchgefiihrt. Abweichend wurden hier von jedem der
geernteten Uberstande 50 pl, 100 pl und 200 pl in Dreifachanséitzen in einem Endvolumen von 1 ml
zur Transduktion eingesetzt. Am darauffolgenden Tag wurde das Medium gewechselt und die Zellen
weiter kultiviert. 72 h nach Transduktion wurden die Zellen geerntet und fir die FACS-Messung
vorbereitet (siehe 2.6.1). Da alle in dieser Arbeit verwendeten Lentiviren GFP exprimieren, konnte in
der FACS-Analyse durch Messung des GFP-Signals der prozentuale Anteil der GFP-exprimierenden
und damit transduzierten Zellen bestimmt werden. Unter Berlicksichtigung der in der Messung
eingesetzten Zellzahl, des verwendeten Volumens an Virusiberstand und der gemessenen

Transduktionsrate konnte dann der Titer des jeweiligen Uberstandes errechnet werden.
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Kapitel 3 ERGEBNISSE

3.1 AKTIVITAT VON MODB7-2 IN DER MURINEN MONOZYTEN-/MAKROPHAGEN
ZELLLINIE RAW264.7

In einem ersten Experiment wurden die Ergebnisse, die mit RAW264.7-Zellen gewonnen worden
sind, reproduziert: RAW264.7-Makrophagen wurden fir 9h mit MCMV-WT oder mit der
Deletionsmutante  MCMV-AmodB7-2 infiziert, als Kontrolle (mock) dienten nicht behandelte
RAW?264.7-Zellen (Abbildung 3.1). Alle diese Virusmutanten exprimieren GFP, so dass infizierte Zellen
anhand ihres GFP-Signals im FACS identifiziert werden kdnnen. Dann wurden eine
Oberflachenfarbung fir CD86, eine Lebend-Tot-Farbung sowie eine Isotypkontrollfarbung
durchgefiihrt und die Zellen im FACS analysiert. Dabei wurden ausschlieflich lebende (7AAD-
negative) und infizierte (GFP-positive) Zellen in die Auswertung mit eingeschlossen, im Falle der

mock-Probe wurden nur lebende Zellen analysiert.

Es zeigte sich, dass 9 h p. i. die Zelloberflaichenexpression von CD86 nach Infektion mit MCMV-WT
von der Zelloberflache verringert ist, wobei der Effekt noch nicht vollstandig bzw. noch nicht in allen
Zellen gleich stark zu beobachten ist. Bei Infektion mit der modB7-2-Deletionsmutante MCMV-
AmodB7-2, bei der der Leserahmen von modB7-2 durch vier Stop-Kodons unterbrochen wurde,
konnte kein Verlust von CD86 von der Zelloberflache festgestellt werden. Im Gegensatz dazu liegt die

CD86-Menge sogar etwas liber der von mock-infizierten RAW264.7-Zellen.
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Abbildung 3.1 Verminderung der CD86-Oberflachenexpression 9 h nach Infektion in RAW264.7-Zellen.
RAW?264.7-Zellen wurden mock, mit MCMV-WT oder MCMV-AmodB7-2 mit MOI = 1 infiziert. 9 h nach der Infektion wurde

die CD86-0berflachen-Expression der Zellen im FACS analysiert. Fiir die Messung wurden in der mock-Probe nur lebende
(7AAD-negative) Zellen, in allen infizierten Proben nur lebende (7AAD-negative) und infizierte (GFP-positive) Zellen
verwendet. In grau ist jeweils die Farbung mit einer unspezifischen Isotypkontrolle dargestellt, wahrend schwarze
Histogramme die CD86-Oberflachenexpression zeigen. Die Zahlen geben die mittlere Fluoreszenzintensitat der CD86-

Messung an

Somit konnten die bisherigen Ergebnisse reproduziert werden: 9 h nach Infektion mit MCMV-WT ist
schon eine deutliche Reduktion der CD86-Expression auf der Zelloberflaiche von RAW264.7-Zellen zu

erkennen, wahrend bei Deletion von modB7-2 kein Effekt festzustellen ist (loss-of-function).

Da modB7-2 in RAW264.7-Zellen allein selektiv fiir die Verminderung der CD86-
Oberflachenexpression verantwortlich ist, wurde zunachst der Frage nachgegangen, inwieweit
modB7-2 auch in anderen Zelltypen als Antigen-prasentierenden Zellen aktiv ist, um so eventuell ein

weiteres experimentelles Zellsystem etablieren zu kénnen.

3.2 EFFEKT VON MODB7-2 AUF DIE CD86-OBERFLACHENEXPRESSION IN FIBROBLASTEN

Da MCMV sehr effizient dazu in der Lage ist, Fibroblasten zu infizieren, wurden zur Untersuchung der
Frage nach der Aktivitdt von modB7-2 in nicht-hamatopoetischen Zellen zunachst Experimente mit
Fibroblasten durchgefiihrt. Fibroblasten gelten auRerdem als leicht zu manipulierendes
Expressionssystem, so dass im Falle eines Effektes von modB7-2 auf die CD86-Oberflaichenexpression
in Fibroblasten diese als experimentelles Modell fir die Untersuchung des zugrundeliegenden
Mechanismus dienen konnten. Fir die folgenden Experimente wurden Maus-Fibroblasten (WT3-
Fibroblasten) verwendet, welche durch lentivirale Transduktion CD86 stabil exprimieren (Jabbour et

al., 2009).
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Um festzustellen, ob modB7-2 bei Infektion von WT3-Zellen mit MCMV exprimiert wird, wurden
WT3-Fibroblasten mit MCMV-WT, MCMV-AmodB7-2 oder der MCMV-Mutante
MCMV-A6 modB7-2 FL fur 24 h mit einer MOl = 3 infiziert. Bei der Virusmutante
MCMV-A6 modB7-2 FL handelt sich um eine Mutante, bei der die cDNA von modB7-2 in das
Virusgenom rickintegriert wurde, der zuvor die Leserahmen m144-m157 und damit auch der ORF
von modB7-2 entfernt worden waren. Nach Ablauf der 24 h wurden die Zellen lysiert und die Lysate

wurde im Western Blot auf die modB7-2-Expression hin analysiert.

mock WT AmodB7-2 A6 FL
— 26

modB7-2
— 17

| kDa

Abbildung 3.2 Expression von modB7-2 in MCMV-infizierten, CD86-exprimierenden WT3-Fibroblasten
Stabil CD86 exprimierende WT3-Fibroblasten wurden mock oder mit MCMV-WT, MCMV-AmodB7-2 oder

MCMV-A6 modB7-2 FL infiziert (MOl = 3). 24 h p. i. wurden die Zellen geerntet und die Expression von modB7-2 wurde mit
einem a-modB7-2 spezifischen Serum durch Immunoblotting detektiert. Der Pfeil deutet auf die modB7-2-spezifische
Proteinbande.

Wie in Abbildung 3.2 zu erkennen, konnte 24 h p. i. eine deutliche modB7-2-Expression in WT3-
Fibroblasten festgestellt werden. Somit konnte nun weiter untersucht werden, ob modB7-2 auch in
Fibroblasten aktiv ist und die Expression von CD86 auf der Zelloberflache verringern kann. Dazu
wurden WT3-Fibroblasten mock-infiziert oder mit den zuvor verwendeten MCMV-Mutanten -WT, -
AmodB7-2 oder -A6 modB7-2 FL infiziert (MOI =5). 24 h nach Infektion wurden die Zellen geerntet
und die CD86-Oberflachenexpression untersucht (Abbildung 3.3). Da alle Virusmutanten GFP-
exprimieren, wurde in der Durchflusszytometrie durch Analyse GFP-exprimierende Zellen die CD86-

Zelloberflachenexpression in infizierten Zellen untersucht.

Zunachst liel’ sich feststellen, dass die Infektion der WT3-Fibroblasten deutlich schlechter ablauft als
in anderen Fibroblasten, wie z. B. der Zelllinie NIH 3T3 oder primdarer muriner embryonaler
Fibroblasten (MEF). Dies wird deutlich, wenn man mit einbezieht, dass fiir die Titration der
Virustiberstande MEFs verwendet wurden, und selbst bei einer Infektion der WT3 -Fibroblasten mit

einer MOI = 5 nur ein Bruchteil der Zellen infiziert werden konnte.
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Abbildung 3.3 CD86-Oberflachenexpression in CD86 stabil transduzierten Fibroblasten (WT3-Fibroblasten)
WT3-Fibroblasten wurden mock infiziert oder mit GFP-exprimierenden Virusmutanten MCMV-WT, MCMV-AmodB7-2,
MCMV-A6 modB7-2 FL mit einer MOI = 5 infiziert. 24 h p. i. wurden die GFP-Expression und die CD86-
Oberflachenexpression analysiert.

Des Weiteren lielR sich beobachten, dass bei Infektion mit MCMV-WT die CD86-Menge auf der
Zelloberflache abnimmt. Zwar war nicht nur in mock infizierten sondern auch in GFP-negativen Zellen
der MCMV-WT infizierten WT3 -Fibroblasten eine breite Spanne von hoher bis niedriger CD86-
Oberflachenexpression zu beobachten, allerdings war deutlich zu erkennen, dass bei starkerem GFP-
Signal auch die CD86-Expression auf der Zelloberflache starker vermindert wurde. Dies spricht dafir,
dass eine Infektion mit MCMV auch in diesen Zellen einen Effekt auf die CD86-Oberflachenexpression
hat. Bei Infektion mit den Mutanten AmodB7-2 bzw. A6 modB7-2 FL war keine Reduktion der CD86-
Oberflachenexpression feststellbar; auch die Wirkung der beiden Mutanten unterschied sich kaum.
Aufgrund der variablen CD86-Expression in nicht-infizierten Zellen ist auch in Zellen mit starkem GFP-

Signal keine Verminderung der CD86-Expression zu beobachten.

Um eine quantitative Aussage der Auswirkung von modB7-2 auf die CD86-Oberflachenexpression zu
erhalten, wurde das Experiment dreimal wiederholt. Es wurden die Mittelwerte der mittleren
Fluoreszenzintensitaten (MFI) verglichen, die aus der CD86-Oberflachenexpression der Fibroblasten,

welche mit den verschiedenen Virus-Mutanten infiziert wurden, resultieren (Abbildung 3.4).
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Abbildung 3.4 Mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI) der CD86-Oberflachenexpression auf WT3-Fibroblasten
WT3-Fibroblasten wurden in Triplikaten mock infiziert oder mit MCMV-WT, MCMV-AmodB7-2 oder MCMV-AémodB7-2 FL

infiziert (MOI = 5). 24 h p. i. wurden die MFI (+/- SD) der CD86-Oberflachenexpression gemessen.

Die Ergebnisse aus Abbildung 3.3 spiegelten sich in dieser Quantifizierung wider: Eine Infektion mit
MCMV-WT filihrte zu einem Verlust von CD86 Molekilen von der Zelloberfliche von WT3 -
Fibroblasten. Die Infektion mit MCMV-AmodB7-2 hatte im Gegensatz zu den in RAW264.7-Zellen
gewonnenen Ergebnissen einen Effekt auf die CD86-Oberflachenexpression, der jedoch geringer war
als bei der Infektion mit dem Wildtyp-Virus. Die Infektion mit MCMV-A6 FL zeigte keinen Unterschied
zur MCMV-AmodB7-2-Infektion.

Hieraus lieR sich schlussfolgern, dass die Infektion mit MCMV-WT einen negativen Effekt auf die
CD86-0berflachenexpression von Fibroblasten hatte, allerdings war dieser Effekt nicht ausschlieRlich
auf modB7-2 zurlickzufuhren, da bei Infektion mit MCMV-AmodB7-2 und MCMV-A6 kein Unterschied
in der CD86-Oberflachenexpression festzustellen war. Somit unterscheidet sich die Aktivitdt von
modB7-2 in WT3-Fibroblasten von der modB7-2-Aktivitat in RAW264.7-Zellen, was auf einen anderen
Wirkmechanismus von modB7-2 in nicht-hdmatopoetischen Zellen hindeutet. Damit schieden WT3-

Fibroblasten auch als Modell zur Untersuchung der Funktion und Wirkungsweise von modB7-2 aus.

3.3 VERMINDERUNG DER CD86-OBERFLACHENEXPRESSION IN DER DENDRITISCHEN
ZELLLINIE DC2.4

Um die Funktionsweise von modB7-2 noch in einem weiteren Zelltyp auller den Zellen der
Monozyten-/Makrophagen-Zelllinie  RAW264.7 untersuchen zu konnen, wurde als nachstes

Versuchssystem die Mauszelllinie DC2.4 gewahlt. Dabei handelt es sich um dendritische Zellen, die

68



Ergebnisse

zur Gruppe von Antigen-prasentierenden Zellen gehéren und CD86 auf ihrer Zelloberflache

exprimieren.

Zunachst erfolgte eine Untersuchung des Einflusses der verschiedenen MCMV-Mutanten auf die
CD86-0Oberflachenexpression der dendritischen Zellen mit der Durchflusszytometrie (Abbildung
3.5A) DC2.4-Zellen wurden mit den Virusmutanten MCMV-WT, MCMV-AmodB7-2 und MCMV-
A6 modB7-2 FL infiziert. Als zusatzlich Kontrolle diente die Infektion mit MCMV-A6, in der die ORFs

m144-m157 deletiert worden waren.

Bei Infektion mit MCMV-WT sank die CD86-Menge fast bis auf das Niveau der Isotypkontrolle ab. Die
Infektion von DC2.4-Zellen mit MCMV-A6 resultierte in einem geringen Anstieg von CD86-Molekiilen
auf der Zelloberflache. Die Virusmutante MCMV-AmodB7-2 fihrte ebenfalls zu einer Reduktion von
CD86 auf der Zelloberflache infizierter Zellen, die allerdings schwacher war als bei der MCMV-WT-
Infektion. Dies unterschied sich von den Ergebnissen nach Infektion von RAW264.7-Zellen (siehe
Kapitel 3.1 und Loewendorf et al., 2004). Die Infektion der dendritischen Zellen mit
MCMV-A6 modB7-2 FL dagegen fiihrte zu einer Verringerung der CD86-Oberflachenexpression, die
starker war als die der MCMV-AmodB7-2-Mutante, aber schwacher als in der MCMV-WT-Infektion.

Dies war wiederum konsistent mit den Ergebnissen nach Infektion von RAW264.7-Zellen.

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den Ergebnissen der Untersuchung der CD86-Expression im
Western Blot (Abbildung 3.5 B): DC2.4-Zellen, die mit dem MCMV-WT-Virus infiziert wurden, wiesen
ein schwacheres CD86-Signal auf, wahrend MCMV-A6 infizierte Zellen eine starkere CD86-Expression
als mock infizierte Zellen zeigten. Die Infektion mit MCMV-A6 modB7-2 FL resultierte in gleich starker
bis leicht verringerter CD86-Expression verglichen mit der Expression von CD86 in nicht-infizierten

Zellen.
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Abbildung 3.5 CD86-Oberflachenexpression (A) und CD86-Gesamt-Expression (B) in DC2.4 24 h nach Infektion mit
verschiedenen MCMV-Mutanten

DC2.4-Zellen wurden mock infiziert oder mit den angegebenen Virusmutanten infiziert, 24 h p. i. wurden die Zellen geerntet

und die CD86-Menge in der FACS-Messung (A) oder in der Western Blot-Analyse (B) bestimmt. In den Histogrammen ist in
grau jeweils die Farbung mit einer unspezifischen Isotypkontrolle dargestellt, wiahrend schwarze Histogramme die CD86-

Oberflachenexpression zeigen. Die Zahlen geben die mittlere Fluoreszenzintensitat der CD86-Messung an (A). In der
Western Blot-Analyse diente die Farbung mit modB7-2- und GAPDH-Antikérpern als Kontrolle fiir die modB7-2-Expression
bzw. als Ladekontrolle. Der Pfeil deutet auf die modB7-2-spezifische Proteinbande hin (B).
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Insgesamt lie sich in DC2.4-Zellen ein deutlicher Unterschied zu den in RAW264.7-Zellen
gewonnenen Ergebnissen feststellen: In DC2.4-Zellen wurde die CD86-Expression bei MCMV-
Infektion auf der Zelloberflache reduziert; dieser Effekt war spezifisch fir modB7-2, da die in der
MCMV-A6-Mutante verlorengegangene Fahigkeit, die CD86-Expression zu verringern, durch
Integration der modB7-2-cDNA (MCMV-A6 modB7-2 FL) wieder hergestellt wurde —wenn auch etwas
schwacher als nach Infektion mit MCMV-WT. Da allerdings auch bei der Infektion von DC2.4-Zellen
mit MCMV-AmodB7-2 ein Verlust von CD86-Molekiilen auf der Zelloberflache zu beobachten war
(der jedoch schwacher war bei Infektion mit MCMV-A6 modB7-2 FL), kann vermutet werden, dass bei
Infektion von DC2.4-Zellen modB7-2 ein weiteres virales Protein, welches in der Region zwischen
m144 bis m157 kodiert wird, zur Verminderung der CD86-Zelloberflachenexpression benotigt wird.
DC2.4-Zellen eignen sich insofern als Untersuchungssystem fir die Funktion von modB7-2;
Voraussetzung hierfir ist, dass statt MCMV-AmodB7-2 die Mutante MCMV-A6 verwendet wird, da

nur hier die Verminderung der CD86-Expression auf der Zelloberflache vollstandig aufgehoben war.

3.4 UNTERSUCHUNGEN ZUR VERWENDUNG VERSCHIEDENER STARTKODONS FUR DIE
SYNTHESE DES MODB7-2-PROTEINS

Vor der Verwendung des DC2.4-Zellsystems zur Untersuchung der Funktion von modB7-2 wurde
zunachst das Gen bzw. seine Translation ndher betrachtet. Aus den Versuchen in RAW264.7-Zellen
war bekannt, dass das modB7-2-Gen aus zwei Exons besteht, deren Lage im MCMV-Genom ermittelt
worden war (Abbildung 3.6 A). AuRerdem war der Transkriptionsstartpunkt fir die Synthese der

MRNA mittels RACE-Experimenten definiert worden (Loewendorf et al., 2004).

Bei Betrachtung der cDNA (Abbildung 3.6 B, ,,FL“) fiel auf, dass sich in der cDNA drei potentielle Start-
Kodons (ATG) in frame befinden, wobei sich zwei der ATGs im ersten Exon befinden. Es lie sich
deshalb nicht ausschlieRen, dass nicht das erste ATG zum Start der Translation genutzt wird, sondern
ein sich weiter in 3’-Richtung befindliches ATG. Es war sogar denkbar, dass alle drei Start-Kodons in
unterschiedlichem AusmaR zur Initiation der Translation verwendet werden. In der Tat ist dies u.a.
von einem weiteren MCMV-Gen bekannt: Das M25-Gen, welches nach Infektion zur Verdnderungen
der Zellmorphologie (Zellabrundung) fiihrt, besitzt in der DNA-Sequenz mindestens 10 potentielle
Start-Kodons in frame, wobei hauptsachlich das zweite und das sechste ATG zur Translation genutzt
werden; in geringem MaRe beginnt die Translation moglicherweise auch an anderen ATGs wie dem

7.,9.und 10. ATG (Dallas et al., 2000; Sengstake 2009; Benkartek 2004).
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Bevor modB7-2 und seine Funktion auBerhalb des Viruskontextes untersucht werden konnten (siehe
Kapitel 3.6), war deshalb zu kldren, an welchem ATG die Translation von modB7-2 startet, um
potentiell Fehler bei der Expression durch Expressionsvektoren und somit eventuelle Falschaussagen

Uiber die Funktion zu vermeiden.

Dazu wurde die cDNA fir modB7-2 und am 3'-Ende eine Sequenz fiir ein HA-Epitoptag in den
Expressionsvektor pcDNA3.1 kloniert. Das von diesem Vektor kodierte ,full length“ modB7-2 FL
besitzt eine theoretische Molekiilmasse von 17,75 kDa. Weiterhin wurden modB7-2-Varianten mit
unterschiedlichen Translationsstartpunkten hergestellt. Mittels Quick Mutagenese wurde in der
modB7-2-Sequenz nur immer ein ATG beibehalten, wahrend die anderen ATG-Kodons in CTA-Kodons
mutiert wurden, was in einem Met—>Leu-Austausch resultierte. Leucin wurde deshalb gewahlt, weil
diese Aminosaure in ihren biochemischen Eigenschaften Methionin am nachsten kommt, um so nur
Auswirkungen auf den Translationsstart nicht aber auf die Funktion des modB7-2-Proteins zu haben.
Die resultierenden modB7-2 Varianten modB7-2 1.ATG (17,71 kDa), modB7-2 2.ATG (16,58 kDa) und
modB7-2 3.ATG (15,71 kDa) unterscheiden sich ausreichend in ihrer theoretisch zu erwartenden
Molekilmasse, so dass bei Vergleich der Proteine im Western Blot auf den Translationsstart
geschlossen werden konnte (Abbildung 3.6 B). Als Kontrolle diente eine modB7-2-Variante, die kein
Start-Kodon in frame besitzt (modB7-2 noATG). Hier sollte die modB7-2-mRNA nicht translatiert

werden (Abbildung 3.6 B).
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) )
| m14a8 || m149
Genom- 5 3
Struktur 3,1_IIIII|||II|||||||l|||||||||||||||Il5,
m150
4
<4
B modB7-2 ORF
ATG ATG ATG
— e} —{a—
cDNA
Full Length
FL
(FL) ATGAGTGATCACCCCGGAGGATGCGTCTTCTTGATGACTGATTTGTGGAATAAGATGCAA... 17,75 kDa
Cc
1.ATG ATGAGTGATCACCCCGGAGGATGCGTCTTCTTGCTAACTGATTTGTGGAATAAGCTACAA... 17,71 kDa
2.ATG CTAAGTGATCACCCCGGAGGATGCGTCTTCTTGATGACTGATTTGTGGAATAAGCTACAA... 16,58 kDa
3.ATG  CTAAGTGATCACCCCGGAGGATGCGTCTTCTTGCTAACTGATTTGTGGAATAAGATGCAA... 15,71 kDa
noATG CTAAGTGATCACCCCGGAGGATGCGTCTTCTTGCTAACTGATTTGTGGAATAAGCTACAA...

Abbildung 3.6 Schematische Darstellung der Genomstruktur (A) und DNA-Sequenz von modB7-2 FL und der Mutanten
mit unterschiedlichen Start-Kodons in Vektor pcDNA3 (B)
Im Teil (A) der Abbildung ist schematisch ein Ausschnitt der Genomstruktur von MCMV zu sehen. Er zeigt modB7-2 als

gespleilltes Gen im gegenliberliegenden Strang der ORFs m148 und m149. Die Pfeile markieren die Transkriptionsrichtung.
In (B) ist schematisch ein Ausschnitt der Struktur der modB7-2 FL-DNA im Vektor pcDNA3 skizziert. Zudem ist der Anfang
der kodierenden Sequenz der cDNA von modB7-2 FL (Full length) dargestellt. Der gewinkelte Pfeil gibt den putativen
Transkriptionsstart auf der jeweiligen nach Transkription resultierenden mRNA an. (C) Die Sequenzen von 1.ATG, 2.ATG,
3.ATG und noATG bezeichnen den Anfang der kodierenden Sequenz der modB7-2-Varianten, bei denen nur ein oder kein
ATG als Translationsstartpunkt zur Verfligung steht. Bei diesen Mutanten wurden ATG-Kodons, welche nicht als
Translationsstartpunkte genutzt werden sollten, in CTA mutiert, was in der Aminosauresequenz in einem Met->Leu-
Austausch resultiert. Rechts in der Abbildung ist zu jeder modB7-2-Variante die jeweilige theoretisch zu erwartende
Proteinmasse dargestellt.
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HEK 293T-Zellen wurden mit Vektoren kodierend fiir die modB7-2-Varianten, welche sich im Start-
Kodon unterscheiden, transfiziert. Mit jedem Vektor wurde zudem ein Plasmid kotransfiziert, welche
fir eine sekretierte Form der Luciferase (,Gaussia Luciferase”) kodiert. 72 h nach der Transfektion
wurde die Menge an sekretierter Luciferase gemessen. Die eingesetzten Lysatmengen fir den
Western Blot wurden anhand des Luciferase-Signals normalisiert, um eine eventuell unterschiedliche
Transfektionseffizienz zu beriicksichtigen (siehe Abschnitt 2.4.2). Die Ergebnisse des Western Blots

sind in Abbildung 3.7 dargestellt.

Nur bei den modB7-2-Varianten modB7-2 FL und modB7-2 3.ATG liel sich eine Expression
detektieren. Bei beiden Proben waren zwei Banden auf gleicher Hohe erkennbar, wobei die obere
Bande der GréRe von modB7-2 in infizierten Zellen entsprach (vgl. Abbildung 3.7, ,Positivkontrolle).
Dieses Ergebnis legt nahe, dass modB7-2 nach Transfektion von HEK 293T-Zellen ausschliefSlich vom

dritten Start-Kodon aus translatiert wird.

Positiv-
mock Luc FL 1.ATG 2.ATG 3.ATG noATG kontrolle

—_— 26
- -_17
kDa

Abbildung 3.7 Expression von modB7-2 nach Transfektion von HEK 293T-Zellen mit den verschiedenen
Expressionsplasmiden
HEK 293T-Zellen wurden entweder mock transfiziert, mit pCMV-Gluc allein oder mit pCMV-Gluc zusammen mit den

pcDNA3.1 Vektoren, welche fiir modB7-2-Varianten kodieren, die verschiedene Translationsstartpunkte aufweisen (FL,
1.ATG, 2.ATG, 3.ATG und noATG). Die modB7-2HA-Expression wurde mit a-HA-Antikérpern detektiert. Bei der
Positivkontrolle handelt es sich um Lysate von MCMV-modB7-2HA-infizierten RAW264.7-Zellen.

Dies wurde dann auch im Viruskontext Gberprift. Dazu wurden die kodierenden Sequenzen fiir die
modB7-2-Varianten modB7-1 1.ATG und modB7-2 3.ATG durch Flp-Rekombinase-vermittelte
Rekombination, wie in Kapitel 2 Material und Methoden beschrieben (Abschnitt 2.8), in die

Deletionsmutante MCMV-A6 integriert.

74



Ergebnisse

Um die Expression und Funktion der modB7-Varianten im Viruskontext zu untersuchen, wurden
DC2.4-Zellen mit den Virusmutanten MCMV-A6 modB7-2 1.ATG und MCMV-A6 modB7-2 3.ATG
infiziert (MOI = 1) und 24 h p. i. sowohl die CD86-Oberflachenexpression im FACS (Abbildung 3.8 A)
als auch die modB7-2-Expression im Western Blot (Abildung 3.8 B) untersucht. Als Kontrolle dienten

MCMV-WT, MCMV-A6 und MCMV-A6 modB7-2 FL infizierte Zellen.

Wie schon zvuor gezeigt, stellte man verglichen mit mock infizierten DC2.4-Zellen bei Infektion mit
MCMV-A6 eine leichte Erh6hung der CD86-Menge auf der Zelloberflache fest; die Verminderung der
CD86-Expression auf der Zelloberflache fiel bei Infektion mit der MCMV-A6 modB7-2 FL-Mutante

dagegen leicht verringert aus als bei Infektion mit MCMV-WT (siehe auch Abildung 3.5).

Verglich man die CD86-Oberflachenexpression nach MCMV-A6 modB7-2 FL-Infektion mit MCMV-
A6 modB7-2 3.ATG infizierten DC2.4-Zellen, war festzustellen, dass die jeweiligen Histogramme in der
FACS-Analyse nahezu identisch waren (Abbildung 3.8 A). Bei Infektion mit MCMV-A6 modB7-2 1.ATG

stellte man dagegen nur eine leichte Reduktion der CD86-Expression auf der Zelloberflache fest.

Abbildung 3.8 B zeigt die Expression der jeweiligen modB7-2-Varianten nach Infektion von DC2.4-
Zellen mit den verschiedenen Mutanten: modB7-2 1.ATG wies nur eine sehr schwache Expression
auf, wobei anzumerken ist, dass diese Bande im Proteingel erwartungsgemaR leicht (iber der Bande
der modB7-2 3.ATG-Variante lag. Die Infektion von DC2.4-Zellen mit MCMV-modB7-2 3.ATG zeigte
eine starke modB7-2-Expression; die Bande lief auf gleicher Hohe wie das modB7-2-Protein, das bei
Infektion mit MCMV-WT exprimiert wird. Die Infektion mit der Mutante MCMV-A6 modB7-2 FL
resultierte ebenfalls in der Expression eines modB7-2-Proteins, welches in SDS-Gel mit der gleichen
Geschwindigkeit wanderte wie die modB7-2-Proteine, die bei Infektion mit MCMV-modB7-2 3.ATG
sowie MCMV-WT exprimiert wurden. Allerdings konnte hier eine zweite schwache Bande gefunden
werden, die auf gleicher Hohe lief wie das modB7-2-Protein, welches bei der Infektion von DC2.4-

Zellen mit MCMV-modB7-2 1.ATG exprimiert wurde.
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Abbildung 3.8 Verringerung der CD86-Oberflachenexpression von DC2.4-Zellen, die modB7-2-Varianten mit

unterschiedlichen Startkodons exprimieren

DC2.4-Zellen wurden mock infiziert oder mit den angegebenen MCMV-Mutanten, welche ModB7-2HA komplett
(modB7-2HA, A6 FL) oder mit unterschiedlichen Startkodons (A6 1.ATG, A6 3.ATG) exprimieren. Als Kontrolle dienen mock
infizierte und MCMV-A6 infizierte Zellen, welche kein modB7-2-Protein exprimieren. 24 h p. i. wurden die Zellen geerntet
und fur die FACS- (A) oder Western Blot-Analyse (B) eingesetzt. (A) In grau ist jeweils die Farbung mit einer unspezifischen
Isotypkontrolle dargestellt, wahrend schwarze Histogramme die CD86-Oberflachenexpression zeigten. Die Zahlen geben die
mittlere Fluoreszenzintensitat der CD86-Messung an. (B) GAPDH stellt die Ladekontrolle dar, Sternchen deuten auf die

modB7-2-spezifischen Proteinbanden hin.
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Anhand dieser Ergebnisse lieB sich feststellen, dass beim , Erzwingen” des Translationsstartes am 3.
ATG das daraus resultierende Protein modB7-2 hinsichtlich der Reduktion der CD86-
Oberflachenexpression gleich funktionell war wie das Protein modB7-2 FL, das alle drei potentiellen
Start-Kodons kodiert. Die ingesamt etwas schwachere Verringerung der CD86-Expression auf der
Zelloberflache verglichen mit dem Wildtyp-Virus scheint auf das Fehlen der ORFs m144-m157 im
MCMV-A6-Genom zuriickzufiihren zu sein. Die Expression von modB7-2 1.ATG war stark verringert;
dies legt den Schluss nahe, dass dieses Protein moglicherweise instabil ist, die richtige Faltung gestort
ist und/oder schnell abgebaut wird. Aufgrund der sehr schwachen Expression von modB7-2 1.ATG
und da die CD86-Oberflachenexpression hier nur schwach verringert war, spielt das 1. ATG als

Translationsstartpunkt wohl eine eher untergeordnete Rolle.

Zusammen mit den Ergebnissen aus Abbildung 3.7 kann somit das 3. ATG von modB7-2 vorrangig als

Startpunkt der Translation angenommen werden.

3.5 MOGLICHE FUNKTION DES ERSTEN EXONS FUR DIE EXPRESSION DES MODB7-2-GENS

Da das 1. ATG des modB7-2-Gens kaum als Start-Kodon benutzt wird und da das modB7-2-Protein
bei ausschlieBlicher Verwendung des 3. ATG als Start-Kodon voll funktionsfahig war, stellte sich die
Frage, warum das modB7-2-Gen Uberhaupt das erste Exon und das Intron bendtigt, wenn das erste
und zweite Start-Kodon nicht genutzt werden. Tatsachlich befinden sich sowohl das erste als auch

das zweite Startkodon innerhalb des ersten Exons (Abbildung 3.9).

Um die Frage nach der Funktion des ersten Exons beantworten zu kénnen, wurde eine weitere Virus-
Mutante MCMV-A6 nolExon hergestellt, welche die fiir das modB7-2-Protein kodierenden

Sequenzen enthielt, nicht jedoch die Sequenzen des ersten Exons vor dem 3. ATG.
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modB7-2 ORF

ATG ATG ATG

MCMV-

A6 modB7-2 FL

(Full length) >
gcagagctctctggctaactagagaacccactgcttactggcttatcgaaattaatacgactcactatagggagacccaa
gcttggtaccgagetcggatecggctcATGagtgatcaccccggaggatgegtettcttgATGactgatttgtggaataa
gATGcaac .....

modB7-2 ORF
ATG CTA CTA
polyA

MCMV-A6
modB7-2 1.ATG )

gcagagctctctggcetaactagagaacccactgcettactggcettatcgaaattaatacgactcactatagggagacccaa

gcttggtaccgagetcggatecggctcATGagtgatcaccccggaggatgegtettcttgCTAactgatttgtggaataa
gCTAcaac .....

modB7-2 ORF

CTA CTA ATG
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modB7-2 3.ATG -

gcagagctctctggctaactagagaacccactgcttactggcettatcgaaattaatacgactcactatagggagacccaa
gcttggtaccgagctcggatececggetcCTAagtgatcacccecggaggatgegtettcttgCTAactgatttgtggaataa
gATGcaac .....

modB7-2 ORF

ATG

MCMV-26 o

modB7-2nolExon -

gcagagctctctggctaactagagaacccactgcttactggettatcgaaattaatacgactcactatagggagacccaa
gecttggtaccgageteggateccggetcATGeaac ...

Abbildung 3.9 Ausschnitt aus dem Genom der Mutanten MCMV-A6 modB7-2 1.ATG, MCMV-A6 modB7-2 3.ATG und
MCMV-A6 modB7-2nolExon
Die Abbildung stellt schematisch einen Ausschnitt der Genomstruktur sowie einen Ausschnitt aus der DNA-Sequenz der

Mutanten MCMV-A6 modB7-2 1.ATG, MCMV-A6 modB7-2 3.ATG und MCMV-A6 modB7-2nolExon dar. In der Sequenz sind
potentielle Startkodons ATG fett dargestellt; ATG-Kodons, die in CTA-mutiert wurden sind blau markiert. Der Beginn der fiir
die einzelnen modB7-2-Varianten kodierende Bereiche des modB7-2-ORFs ist rot markiert; in schwarz ist der nicht-
translatierte Bereich des modB7-2-Gens zwischen der TATA-Box und dem modB7-2-ORF dargestellt. Pfeile symbolisieren
den putativen Transkriptionsstart.

Wie bei dem Experiment zuvor (Abbildung 3.8) wurden nun DC2.4-Zellen mit den Mutanten MCMV-
A6 modB7-2 FL und MCMV-A6 modB7-2nolExon infiziert und 24 h spater wurde die modB7-2-

Expression und die CD86-Oberflachenexpression untersucht (Abbildung 3.10)
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Abbildung 3.10 CD86-Oberflachenexpression bei Infektion von DC2.4-Zellen mit MCMV-A6 modB7-2 nolExon
(A) FACS-Analyse von MCMV-A6 modB7-2 FL- bzw. MCMV-A6 modB7-2nolExon-infizierten DC2.4-Zellen (MOI=1). 24 h p. i.

wurden die Zellen geerntet und die CD86-Oberflachenexpression analysiert. In grau ist jeweils die Farbung mit einer

unspezifischen Isotypkontrolle dargestellt, wahrend schwarze Histogramme die CD86-Oberflachenexpression zeigen. Die
Zahlen geben die mittlere Fluoreszenzintensitat der CD86-Messung an: (B) Western Blot von infizierten DC2.4-Zellen,
gefarbt mit a-modB7-2-spezifischen Serum und a-GAPDH-Antikérpern. Sternchen deuten auf die modB7-2-spezifischen
Proteinbanden hin

In der FACS-Analyse (Abbildung 3.10 A) wurde deutlich, dass nach Infektion mit der Mutante MCMV-
A6 modB7-2nol1Exon keine dhnlich starke Reduktion der Expression von CD86 an der Zelloberflache
auftrat wie nach Infektion mit MCMV-A6 modB7-2 FL. Es entstanden zwei Zellpopulationen: eine
Population zeigte die in gleichen MaRe verminderte CD86-Oberflachenexpression wie die mit MCMV-
A6 modB7-2 FL-infizierten Zellen, wahrend bei der zweiten die CD86-Oberflachenexpression hoher
war. Die Expression des modB7-2-Proteins war zwar im Vergleich zur Expression in MCMV-
A6 modB7-2 FL-infizierten Zellen erhoht, allerdings waren in der Spur mit dem Lysat aus MCMV-
A6 modB7-2nolExon infizierten Zellen noch weitere kleinere Banden im Western Blot zu sehen. Die

Western Blot-Daten legten den Schluss nahe, dass bei Fehlen der Sequenz, die sich vor dem dritten
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Start-Kodon befindet, die modB7-2-Expression fehlerhaft ablauft (Detektion zusatzlicher modB7-2-
spezifischer Proteinbanden im Western Blot). Auch die Funktion der MCMV-A6 modB7-2nolExon-
Mutante war gestort und hinsichtlich der CD86-Beeinflussung nicht vollstandig. Somit scheint die
Sequenz des ersten Exons wichtig zu sein fiir die Expression von modB7-2, allerdings scheint die

Initiation der Translation am dritten Start-Kodon bei Fehlen des ersten Exons nicht gestort zu sein.

3.6 AKTIVITAT VON MODB7-2 UNABHANGIG VOM VIRUSKONTEXT

Nach der Beantwortung der grundlegenden Fragen zur Expression und Translation von modB7-2
wurde der Frage nachgegangen, ob modB7-2 die Verminderung der CD86-Expression von der
Zelloberflache Antigen-prasentierender Zellen allein bewerkstelligen kann oder ob dazu weitere
MCMV-Proteine benétigt werden. So wurde fir das KSHV-Protein K5 beispielsweise gezeigt, dass K5
unabhangig von der KSHV-Infektion die CD86-Expression auf der Zelloberfliche von B-Zellen
reduzieren kann (Ishido et al., 2000; Coscoy und Ganem, 2001). Um dies fir modB7-2 zu prifen,
wurde modB7-2 auRerhalb des MCMV-Kontextes in DC2.4-Zellen exprimiert. Da dendritische Zellen
als schwer transfizierbar gelten, wurde die lentivirale Transduktion auf Basis des Vektors
pPRRL.PPT.SF.i2GFP durchgefiihrt. Eine glinstige Eigenschaft dieses Vektors ist der SFFV-Promotor, der
in myeloiden/hamatopoetischen Zellen stark aktiv ist und somit auch in DCs funktionieren sollte
(Baum et al., 1995). Weiterhin erlaubt der Vektor die Transduktion auch sich nicht-teilender Zellen
(im Gegensatz zu MLV-basierenden Vektoren) und so die Unabhangigkeit vom Zellzyklus. Da es sich
bei diesem Plasmid um einen self-inactivating- (SIN-) Vektor handelt, ist das Sicherheitsrisiko
minimiert (zu SIN-Vektoren siehe auch Kappes und Wu, 2001). AuRerdem erlaubt die IRES-GFP-

Kassette, die Expression des Transgens anhand des GFP-Signals abzuschéatzen (siehe Abbildung 3.11).

Es wurden verschiedene Varianten von modB7-2 in den lentiviralen Vektor pRRL.PPT.SF.i2GFP
kloniert (Abbildung 3.11). Bei dem ,empty vector” handelt es sich um das Basis-Plasmid ohne
Transgen. Der Vektor FL enthédlt den gesamten ORF von modB7-2 (,full length“), der direkt vor die
IRES-GFP-Kassette in den Vektor eingefligt wurde. Vor die modB7-2 FL-Sequenz wurde eine Kozak-
Sequenz kloniert, welche die Expression von modB7-2 verstarken sollte. Eine Kozak-Sequenz mit der
Konsensus Sequenz GCCRCC (R= Purin) direkt vor einem Startkodon unterstiitzt den
Translationsbeginn an diesem ATG, da das Startkodon effizienter vom Ribosom erkannt wird (Kozak
et al.,, 1986; Kozak et al., 1991; Kozak et al., 2002). Um die Funktion von modB7-2nolExon auch
auBerhalb des Viruskontextes Uiberpriifen zu kdnnen und damit evtl. Riickschlisse auf die Funktion
des ersten Exons ziehen zu kénnen, wurde auch der ORF von modB7-2 ab dem 3. ATG-Kodon
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(=modB7-2no1Exon) zusammen mit einer Kozak-Sequenz vor die IRES-GFP-Kassette inseriert. Um die
Untersuchung der modB7-2-Expression in der lentiviralen Transduktion unabhangig von einer Kozak-
Sequenz zu ermoglichen, aber gleichzeitig eine moglichst starke Expression des Transgens zu erzielen,
wurde eine Kodon-optimierte Version von modB7-2 in den Vektor kloniert. Hierbei wurde die DNA-
Sequenz fir den modB7-2-ORF derart verandert, dass die verwendeten Kodons optimal fiir die
Expression in murinen Zellen angepasst sind, ohne dass die Aminosauresequenz des modB7-2-
Proteins verdndert wurde (Abbildung 3.11 ,KodOP“). Gleichzeitig wurden auch RNA-Elemente
mutiert, die sich evtl. negativ auf die modB7-2-Expression auswirken kénnten. Die DNA-Sequenz fir
den Kodon-optimierten modB7-2-ORF sowie die jeweilige Klonierungsstrategie kann im Anhang

eingesehen werden.

Empty = —
vector SFFV- IRES eGFP
Promotor
Kozak
FL
nolExon
modB7-2
no1Exon
KodoP T~ (e
Kodon-opt.
modB7-2

Abbildung 3.11 Schematische Darstellung der lentiviralen Konstrukte zur Untersuchung der Expression von modB7-2
Alle Konstrukte basieren auf dem Vektor pRRL.PPT.SF.IRES.GFP. Hier ist schematisch nur der jeweilige modB7-2-ORF

zusammen mit der IRES-GFP-Kassette gezeigt. Alle Konstrukte besitzen einen SFFV-Promotor, der die Expression der
Kassette reguliert. Zur Kontrolle der modB7-2-Expression wurde die jeweilige Variante von modB7-2 direkt vor die Sequenz
der IRES-GFP-Kassette kloniert, so dass die modB7-2-Expression durch die GFP-Expression verfolgt werden konnte. In frame
vorhandene ATG-Kodons innerhalb der modB7-2-Sequenzen werden in der Abbildung durch schwarze Kreise schematisch
gekennzeichnet. Flr weitere Erklarungen siehe Text.

Mit den lentiviralen Plasmiden wurden nun VSVg-pseudotypisierte lentivirale Vektoren hergestellt.
Diese wurden anschlieBend zur Transduktion von DC2.4-Zellen verwendet (MOl =1,5). 69 h nach
Transduktion wurde einem Teil der Zellen der Proteasom-Inhibitor MG-132 (5 uM) zugegeben, um zu

prifen, ob sich dadurch die modB7-2-Expression verstarken lasst (Abbildung 3.12 A). 5 h nach
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Inhibitor-Zugabe bzw. 74 h nach Transduktion wurden die Zellen geerntet und die modB7-2-

Expression im Western Blot untersucht (Abbildung 3.12 B).

Es zeigte sich, dass in Abwesenheit von MG-132 nur eine schwache modB7-2-Expression mit dem
Konstrukt, das fir modB7-2 KodOP kodiert, zu detektieren war. Bei Transduktion der Zellen mit dem
modB7-2-FL-Konstrukt konnte zudem eine minimale modB7-2-Expression detektiert werden; bei der
Transduktion mit den Konstrukten empty bzw. nolExon wurde keine modB7-2-Expression
festgestellt. Nach MG-132-Zugabe konnte in den mit modB7-2 KodOP transduzierten Zellen die
starkste Expression gefunden werden; es waren zwei Banden sichtbar. Das modB7-2 FL-Konstrukt
zeigte eine etwas schwachere modB7-2-Expression mit ebenfalls zwei Proteinbanden. Die Tatsache,
dass erst nach Zugabe von MG-132 eine modB7-2-Expression in den mit den verschiedenen
lentiviralen Konstrukten transduzierten Zellen festgestellt werden konnte, deutet darauf hin, dass

das modB7-2 instabil ist, eine geringe Halbwertszeit hat und schnell degradiert wird.

Des Weiteren entspricht die starkere, obere der beiden Proteinbanden, die nach Transduktion mit
dem Konstrukt modB7-2 FL im Western Blot detektiert werden konnte, der schwacheren oberen
Bande, die bei Transduktion der Zellen mit dem modB7-2 KodOP-Vektor nachweisbar war. Die
modB7-2-Bande der Positivkontrolle (MCMV) zeigte das gleiche Laufverhalten wie die untere der
modB7-2-Proteinbanden, die bei Transduktion mit dem modB7-2 FL-Konstrukt exprimiert wurden
und wie die untere der modB7-2-spezifischen Proteinbanden, die bei Transduktion mit dem
Konstrukt modB7-2 KodOP nachzuweisen waren. Es lieR sich daher vermuten, dass bei der
Transduktion der Zellen mit dem modB7-2-FL-Konstrukt und dem Konstrukt modB7-2 KodOP die
Translation sowohl am 1. ATG-Kodon als auch am 3. ATG-Kodon des modB7-2-ORFs initiiert werden
kann, was in zwei modB7-2-spezifischen Proteinbanden auf dem Western Blot resultiert. Ferner
deuten die Ergebnisse daraufhin, dass bei dem modB7-2 FL-ORF aufgrund der Kozak-Sequenz das
erste ATG-Kodon starker als das dritte ATG-Kodon benutzt wird, wahrend bei modB7-2 KodOP das
3. ATG-Kodon starker als das erste benutzt wird. Die modB7-2-Expression nach Transduktion des
modB7-2nolExon-Konstruktes war kaum zu sehen, die modB7-2-spezifische Proteinbande lief hier
am hochsten, und resultierte aus dem Anfiigen der Sequenz fiir das HA-Tag am 3’-Ende des modB7-

2nolExon-ORFs.

Die Funktion der lentiviral transduzierten modB7-2-Varianten wurde anhand der CD86-
Oberflachenexpression in transduzierten DC2.4-Zellen untersucht. Wie in

Abbildung 3.12Abbildung 3.12 A dargestellt, wurden die Zellen nach Transduktion fiir 74 h inkubiert
und 5 h vor der Ernte wurde MG-132 (5 uM) zugegeben. Als Positivkontrolle dienten fir 24 h mit
MCMV-WT infizierte DC2.4-Zellen, denen ebenfalls 5 h vor der Ernte MG-132 zugegeben wurde.

Vergleicht man die Histogramme der CD86-Oberflachenexpression, so zeigt sich, dass keine der
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modB7-2-Varianten dazu in der Lage war, die CD86-Menge auf der Zelloberflache zu reduzieren. Ein
moglicher Einfluss der MG-132-Zugabe auf die Verminderung der CD86-Oberflaichenexpression
konnte ausgeschlossen werden, da nach MCMV-Infektion keine Auswirkung von MG-132 auf die

Reduktion der CD86-Oberflachenexpression zu verzeichnen war (siehe auch Abbildung 3.12 C).
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A Start MG-132
Transduktion Zugabe Zellernte
Zeit/[h] 0 69 74
B empty FL nolExon KodOP empty FL nolExon KodOP MCMV
MG-132 - - - - + + + + -
- 26
modB7-2HA —_ 17
— 40
GAPDH
- 35
- 26
kDa
C mock + MG-132 MCMV + MG-132 empty+ MG-132
62,97 6,48 81,47
10° 10' 10° 10° 10° 10 10° 10° 10° 100 100 10°
FL + MG-132 nolExon + MG-132 KodOP + MG-132
62,57 63,3 59,33
10° 100 100 10° 10° 10' 10° 10 107 187 16 10°
—>
CD86

Abbildung 3.12 Expression und Funktion von modB7-2-Varianten nach Transduktion von DC2.4-Zellen mittels lentiviraler
Expression
In (A) ist schematisch der Versuchsablauf skizziert. DC2.4-Zellen wurden gemaR Material und Methoden mit Lentiviren

transduziert. Nach 69 h wurden 5 uM MG-132 zugegeben, die Zellen nach 5 h Inkubation geerntet und fiir Western Blot (B)
und fiir FACS-Analysen (C) eingesetzt, um die modB7-2-Expression und den Einfluss auf die CD86-Oberflachenexpression zu
prufen. MCMV-infizierte Zellen in (C) [MCMV + MG-132] wurden 24 h p. i. geerntet, 5 h vor Zellernte wurden 5 uM MG-132
dem Zellkulturmedium zugegeben. Die Zahlen geben die mittlere Fluoreszenzintensitat an.

Um zu prifen, welche Mengen an modB7-2-Protein nach Transduktion von DC2.4-Zellen exprimiert
werden, wurden DC2.4-Zellen wie zuvor transduziert und fiir 74 h inkubiert, und 5 h vor der Ernte mit
MG-132 versetzt. Als Positiv-Kontrolle wurden DC2.4-Zellen fur 24 h mit MCMV-WT (MOI = 1)

infiziert; hier wurde kein MG-132 zugegeben. MCMV-infizierte und lentiviral transduzierte Zellen
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wurden anhand des GFP-Signals sortiert und die Lysate einer gleichen Zahl an Zellen durch

Immunoblotting analysiert (Abbildung 3.13).

mock MCMV leer FL nolExon KodOP
MG-132 - - + + + +

modB7-2

GAPDH - o - — 17

.—.———’

- 26
kDa

Abbildung 3.13 modB7-2-Proteinmenge nach lentiviraler Transduktion von DC2.4-Zellen mit verschiedenen modB7-2-
Varianten im Vergleich zur modB7-2-Proteinmenge nach MCMV-Infektion von DC2.4-Zellen
Vergleich der modB7-2-Expression in gesorteten MCMV-infizierten bzw. mit den lentiviralen Vektoren transduzierten

Zellen. Die Sortierung erfolgte anhand der GFP-Expression und der Nachweis von modB7-2 und GAPDH (Ladekontrolle)
wurde durch Immunoblotting mit spezifischen Antikorpern durchgefiihrt.

Die Menge an modB7-2-Protein in Zellen, die mit den lentiviralen Vektoren modB7-2 FL und
modB7-2 KodOP transduziert wurden, war héher als in MCMV-infizierten Zellen (Abbildung 3.13).
Dabei galt auch hier wieder, dass die molekulare Masse der modB7-2-spezifischen Proteinbande in
modB7-2 FL-transduzierten Zellen héher war, als die des modB7-2-Proteins in MCMV-infizierten
Zellen. Dies resultiert vermutlich aus der Nutzung des 1. ATGs aufgrund der Kozak-Sequenz im
Konstrukt modB7-2 FL. Eine Expression von modB7-2 nach Transduktion von DC2.4-Zellen mit dem

modB7-2nolExon-Konstrukt war nach Zellsortierung nur sehr schwach detektierbar.

Das Ergebnis zeigt, dass in den lentiviral transduzierten Zellen tendenziell eher héhere Mengen an
modB7-2-Protein exprimiert wurden als in MCMV-infizierten Zellen. Trotzdem war in den
transduzierten Zellen keine verminderte CD86-Oberflachenexpression festzustellen. Mit einer zu
geringen modB7-2-Expression kann dies jedoch nicht erklart werden. AuRerdem deuten die
Ergebnisse darauf hin, dass nach lentiviraler Transduktion der Zellen bei Vorhandensein einer Kozak-
Sequenz vor dem modB7-2-ORF im jeweiligen lentiviralen Vektor die Translation auch am 1. ATG-
Kodon initiiert werden kann. Nach Transduktion von DC2.4-Zellen mit dem Konstrukt, dem das erste
Exon fehlt, wird modB7-2 nur schwach exprimiert, obwohl sich auch in diesem Konstrukt eine Kozak-

Sequenz vor dem modB7-2-ORF befindet.
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3.7 LOKALISATION VON MODB7-2 INNERHALB MCMV-INFIZIERTER ZELLEN

Um Rickschlisse auf die Funktionsweise von modB7-2 schlieBen zu kénnen, wurde im nachsten
Experiment die Lokalisation von modB7-2 in der Zelle untersucht. Da die in silico-Analyse der
Proteinstruktur von modB7-2 ein Transmembranprotein mit zwei Transmembrandomanen
vorhersagt (Loewendorf 2005), war besonders eine Lokalisation im sekretorischen Weg und somit in
den Organellen ER, Golgi und Endosomen von Interesse. Dazu wurde die Lokalisation von modB7-2
mit der von Markern des sekretorischen Weges verglichen: Calnexin ist ein Kolokalisationsmarker fir
das endoplasmatische Retikulum(ER), wahrend GM130 ein Markerprotein fiir den Golgi-Apparat/die
Golgi-Matrix darstellt. Bei EEA-1 (Early Endosome Antigen) handelt es sich um ein Markerprotein fir

frihe Endosomen.

Im folgenden Experiment wurden mock infizierte oder MCMV-modB7-2HA infizierte Zellen (MOI =
2,5) 24 h p. i. geerntet, fixiert und mit den jeweils spezifischen Antikérpern gefarbt. Bei Betrachtung
der nicht-infizierten Zellen (Abbildung 3.14 A) zeigte sich, dass der ER-Marker Calnexin in
punktartigen Strukturen um den Zellkern zu finden war, wobei sich eine groRere Menge Calnexin in
einer Kernausbuchtung befand. Der Marker GM130 als Golgi-Matrixprotein befand sich in
tubulusartigen, langlichen Strukturen konzentriert neben dem Zellkern. Der Marker EEA-1 fand sich
in vesikelartigen, punktformigen Strukturen, die im ganzen Cytoplasma verteilt waren. Auch hier war

neben dem Zellkern eine Struktur zu finden, in der EEA-1 konzentriert vorlag.

Nach Infektion (Abbildung 3.14 B) war zu beobachten, dass modB7-2HA sich in Kernnahe anhaufte.
Im Falle des ER-Markers Calnexins lieS sich feststellen, dass sich nach Infektion sein Lokalisation
veranderte: statt punktartiger Strukturen, die in nicht-infizierten DC2.4-Zellen um den Kern
angeordnet auftauchten, war nach Infektion Calnexin hauptsachlich an einer Stelle neben dem Kern
angehauft; an dieser Stelle waren ebenfalls modB7-2-Signale zu sehen. Im overlay der beiden Bilder
war allerdings nur vereinzelt eine Kolokalisation von modB7-2 und Calnexin zu erkennen. Bei Analyse
des Markers GM130 (als Golgi-Matrixprotein) lieB sich keine Umstrukturierung/Umverteilung in der
Zelle detektieren. Im Overlay lieR sich deutlich feststellen, dass modB7-2 und GM130 zu grofRen
Teilen kolokalisierten. Nur in einem kleinen Bereich war das GM130-Signal allein detektierbar;
wahrend man modB7-2 etwas weiter entfernt vom Zellkern und von der GM130-Lokalisation in
punktférmigen Strukturen finden konnte. Bei Untersuchung des EEA-1-Signals wurde beobachtet,
dass nach Infektion ein deutlich starkeres EEA-1-Signal in Kernndhe zu finden war als in nicht-

infizierten Zellen. Eine Kolokalisation von modB7-2 mit EEA-1 trat nur vereinzelt auf.
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A modB7-2 modB7-2 modB7-2

nucleus nucleus

nucleus
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merge

Abbildung 3.14 Lokalisation von modB7-2HA in MCMV-infizierten DC2.4-Zellen 24 h p. i.
Mock-infizierte DC2.4-Zellen (A) und MCMV-modB7-2HA infizierte DC2.4-Zellen 24 h p. i. (B) wurden mit spezifischen

Antikorpern gegen das HA-Epitop (Alexa568, rot) und gegen Calnexin, GM130 oder EEA-1 (Alexa488, gruin) gefarbt, fir die
Kern-Farbung wurde Hoechst33342 verwendet. Die Analyse erfolgte mit konfokaler Laserscanning-Mikroskopie. Der
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Zellkérper und der Zellkern sind mit gestrichelten Linien angedeutet, der MaRstabsbalken entspricht 10 um. Die gezeigten
Bilder sind reprasentativ fir mindestens 3 Experimente und fiir mehr als 30 analysierte Zellen.

24 h nach der Infektion ist der modB7-2-Effekt schon voll ausgepragt und die CD86-Menge auf der
Oberflache stark reduziert. Deshalb war es wichtig festzustellen, ob sich die modB7-2-Lokalisation in
der Zelle im Verlauf der Infektion dndert. Daher wurde das Experiment zur modB7-2-Lokalisation
auch 8 h p. i. (Abbildung 3.15) und 12 h p. i. (Abbildung 3.16) wiederholt. In RAW264.7-Zellen war
nach 8 h der Verlust der CD86-Menge auf der Zelloberflaiche noch nicht komplett, wahrend nach 12 h

der Effekt weiter und nahezu vollstéandig ausgepragt war (Loewendorf, 2005).
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Abbildung 3.15 Lokalisation von modB7-2HA in MCMV-infizierten DC2.4-Zellen 8 h p. i.

Die Farbungen wurden analog der Beschreibung in Abbildung 3.14 durchgefiihrt. Der Zellkorper und der Zellkern sind mit
gestrichelten Linien angedeutet, der MaRstabsbalken entspricht 10 um. Die gezeigten Bilder sind reprasentativ fur
mindestens 3 Experimente und fur mehr als 30 analysierte Zellen.

8 h nach Infektion lieR sich feststellen, dass die Umlagerung der Organell-Marker schon
stattgefunden hatte und gegeniliber den 24 h p. i. gefarbten Zellen diesbeziiglich kein Unterschied
besteht (Abbildung 3.15): Sowohl Calnexin als auch EEA-1 befanden sich konzentriert in
punktférmigen, vesikelartigen Strukturen in der Ndhe des Zellkerns und waren sonst kaum in der
Zelle zu finden. GM130 dagegen befand sich unverdndert zum Zeitpunkt 24 h p. i. in tubulusférmigen

Strukturen neben dem Zellkern.

modB7-2HA war zu einem Grofteil in denselben Strukturen wie der Marker GM130 zu finden,

allerdings auch dariber hinaus. Im Gegensatz zu 24 h p. i. fand man 8 h p. i. kleine Bereiche, in der

89



Kapitel 3

Calnexin und modB7-2 zusammen anzufinden waren, wahrend EEA-1 keine Kolokalisation mit

modB7-2 zeigte.

modB7-2

modB7-2

modB7-2

Abbildung 3.16 Lokalisation von modB7-2HA in MCMV-infizierten DC2.4 12 h p. i.
Die Farbung wurde wie in Abbildung 3.14 beschrieben durchgefiihrt. Der Zellkérper und der Zellkern sind mit gestrichelten

Linien angedeutet, der Malistabsbalken entspricht 10 um. Die gezeigten Bilder sind reprasentativ fir mindestens 3
Experimente und fir mehr als 30 analysierte Zellen.

12 h nach Infektion liel sich nur noch eine schwache Kolokalisation von Calnexin mit modB7-2
feststellen (Abbildung 3.16). Bei Vergleich der Signale zu verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion,
lieR sich beobachten, dass sich die modB7-2HA- und EEA-1-Signale starker Uiberlagerten als zu den
anderen Zeitpunkten. Die Kolokalisation von GM130 und modB7-2 war 12 h nach Infektion wie zuvor

8 h p. i. festzustellen.
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Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass sich modB7-2HA tatsachlich in den sekretorischen
Organellen der DC2.4-Zellen befand, wobei der Hauptanteil von modB7-2 zu allen betrachteten
Zeitpunkten im Golgi-Apparat nachzuweisen war. Im Laufe der Infektion war modB7-2HA auch in
geringer Menge im ER zu finden (8 h p. I.), und 12 h p. I. hielt sich ein Teil der modB7-2HA-Molekiile
auch in frithen Endosomen auf, wahrend 24 h p. i. dagegen dort nur noch wenig modB7 zu finden

war.

3.8 SEQUENZMOTIVE IN DER MODB7-2-AMINOSAURESEQUENZ

Im Folgenden wurde der Frage nachgegangen, ob Signalsequenzen im modB7-2-Protein identifiziert
werden kdnnen, welche die subzelluldre Lokalisation des Proteins bestimmen. Fiir das Furin-Protein
(eine Endoprotease im sekretorischen Weg der Zelle) ist bekannt, dass ein ,saures Motiv“ (Acidic
Cluster) in der Aminosduresequenz im cytoplasmatischen Teil des Proteins dafir verantwortlich ist,
dass Furin von der Zelloberfliche in das Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) zuriicktransportiert wird
(Molloy, 1999). Im Furinprotein besteht das Acidic Cluster aus den Aminosaureresten EECPSDSEEDE,
wobei hier die beiden Serinreste von der Casein-Kinase Il phosphoryliert werden kénnen. Fiir die
Sortierung von Furin von der Plasmamembran zuriick in das TGN ist die Bindung an das phosphofurin
acidic cluster sorting protein PACS-1 erforderlich (Wan, 1998). Auch das Nef-Protein des Humanen
Immundefizienz Virus Typ-I beinhaltet ein Acidic Cluster mit der Aminosiuresequenz *’EEEE®. Dieses
,saure Motiv“ spielt eine groRe Rolle in der Funktion von Nef, welches bei Infektion von T-Zellen u.a.
zur Internalisation von MHC-I-Molekiilen von der Zelloberflache und zur anschlieRenden Speicherung
im TGN fiihrt. Nach der Mutation des Acidic Clusters in *AAAA® wird die Nef-abhingige Reduktion
von MHC-I-Molekiillen von der Zelloberflaiche von T-Zellen aufgehoben (Greenberg et al., 1998).
Neueren Erkenntnissen zufolge dient das Acidic Cluster in Nef weniger der PACS-1-Bindung, sondern

eher der Stabilisierung eines terndaren Komplexes aus Nef, MHC-1 und AP1 (Baugh et al., 2008).

Bei Betrachtung der modB7-2-Sequenz fiel auf, dass modB7-2 auch ein Acidic Cluster besitzt.
(Abbildung 3.17 A, griin markiert). Das Kernmotiv besteht aus “’EEDE*?, allerdings befindet sich N-
terminal zu diesem Motiv die Sequenz “IKDRRDADR™, bei der sich saure Reste mit basischen Resten
abwechseln. In der Ndhe des Acidic Clusters befindet sich kein phosphorylierbarer Rest, wie dies bei
Furin der Fall ist. Da bei Nef die Mutation von ®EEEE® in ®?AAAA®® ausreichte, um die MHC-I-
Relokalisation von der Zelloberflache in das TGN zu unterbinden, wurde analog bei modB7-2 das
Acidic Cluster “EEDE>* in *AAAA*> mutiert; das Protein wird im Folgenden modB7-2AAC genannt
(Abbildung 3.17).
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Abbildung 3.17 Die Aminosduresequenz von ModB7-2 beinhaltet ein Acidic Cluster
Dargestellt ist die Aminosdauresequenz von modB7-2. Griin hinterlegt ist das Acidic Cluster, blaue Buchstaben kennzeichnen

vorhergesagte Transmembranbereiche (A). (B) zeigt die Veranderung in der Aminosauresequenz der modB7-2-Variante,
welche von der Virusmutante MCMV-A6 modB7-2noAcidic exprimiert wird.

Die Integration des ORF dieses modB7-2AAC-Proteins in das Genom der MCMV-A6-Mutante fihrt zu
Generierung der Mutante MCMV-A6 modB7-2AAC. Das Prinzip zur Herstellung dieser Virusmutante
MCMV-A6 modB7-2AAC kann im Anhang eingesehen werden.

DC2.4-Zellen wurden mit der Virus-Mutante MCMV-A6 modB7-2AAC infiziert (MOl = 1) und 24 h
nach Infektion die modB7-2-Expression im Vergleich zu den zuvor hergestellten Mutanten im
Western Blot untersucht (Abbildung 3.18 A). Es war festzustellen, dass bei Infektion mit MCMV-
A6 modB7-2AAC eine modB7-2-Expression detektiert werden konnte, die etwa der modB7-2-

Expression in MCMV-A6 modB7-2 FL-infizierten Zellen entsprach.

Dazu wurde auch die Funktion der modB7-2AAC-Mutante beziglich der Reduzierung der CD86-
Oberflachenexpression beurteilt. Zu diesem Zweck wurden DC2.4-Zellen mit den Mutanten MCMV-
A6 modB7-2 FL sowie MCMV-A6 modB7-2AAC mit einer MOI = 1 infiziert und 24 h p.i. wurde die
CD86-Oberflachenexpression im FACS analysiert (Abbildung 3.18 B).

Nach Infektion der DC2.4-Zellen mit MCMV-A6 modB7-2AAC war die Verringerung der CD86-
Oberflachenexpression dhnlich stark als in DC2.4-Zellen, welche mit MCMV-A6 modB7-2 FL infiziert

wurden.
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Abbildung 3.18 Expression (A) und Funktion (B) von modB7-2AAC nach Infektion von DC2.4-Zellen
DC2.4-Zellen wurden mit verschiedenen MCMV A6-Mutanten infiziert. 24 h p. i. wurden die Zellen geerntet und fir die

Western Blot- (A) oder FACS-Analyse (B) zum Nachweis der modB7-2-Expression bzw. der CD86-Oberflaichenexpression
eingesetzt. Sternchen deuten auf modB7-2-spezifische Proteinbanden hin (A); In grau ist jeweils die Farbung mit einer
unspezifischen Isotypkontrolle dargestellt, wéhrend schwarze Histogramme die CD86-Oberflachenexpression zeigen. Die
Zahlen geben die mittlere Fluoreszenzintensitat der CD86-Messung an (B).

Obwohl die Funktion der modB7-2AAC-Variante durch die Mutation des Acidic Clusters offensichtlich
nicht beeintrachtigt war, kann es moglich sein, dass durch die Mutation die modB7-2-Lokalisation in
der Zelle verandert ist und das modB7-2AAC-Protein sich nicht mehr im Golgi-Apparat befindet. Um
diese Frage zu beantworten, wurden DC2.4-Zellen mit den Mutanten MCMV-A6modB7-2 FL und
MCMVA-6modB7-2AAC mit einer MOI = 2,5 infiziert und 24 h p. i. fixiert, fr modB7-2HA und den

Golgi-Marker GM130 gefarbt und durch konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie analysiert (Abbildung
3.19)
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Abbildung 3.19 Lokalisation von modB7-2 nach Infektion von DC2.4-Zellen mit MCMV-A6modB7-2 FL bzw. MCMV-
A6modB7-2-AAC
DC2.4-Zellen wurden mit den angegebenen MCMV-Mutanten infiziert und 24 h p. i. nach geerntet. GM130 und modB7-2HA

wurden mit spezifischen Antikorpern detektiert Die Dokumentation erfolgte durch Laser-Scanning-Mikrokopie. Der
MalRstabsbalken entspricht 10 um, Zellkérper und Zellkern sind durch gestrichelte Linien angedeutet. Die gezeigten Bilder
sind reprasentativ fir mindestens 3 Experimente und fiir mehr als 30 analysierte Zellen.

Bei Vergleich der Mikroskopbilder in Abbildung 3.19 lieR sich feststellen, dass sich modB7-2 nach
Infektion mit der jeweiligen Mutante immer noch in einer Region neben dem Zellkern aufhielt.
Sowohl die modB7-2 FL- als auch die modB-2AAC-Proteinvariante kolokalisierten zu einem Teil mit
GM130; es war kein Unterschied in der Lokalisation der jeweiligen modB7-2-Proteinvariante nach
Infektion mit beiden Virusmutanten festzustellen. Allerdings konnte man beobachten, dass die
Kolokalisation von modB7-2 mit GM130 schwadcher als nach Infektion mit MCMV-A6 modB7-2 FL
bzw. MCMV-AbmodB7-2AAC war. Dies deutet darauf hin, dass moglicherweise weitere virale
Proteine in der Region m144-m157 an der modB7-2-Lokalisation beteiligt sind. Zusammenfassend
konnte kein Einfluss des Acidic Clusters von modB7-2 auf seine Lokalisation und Funktion festgestellt

werden.
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3.9 OBERFLACHENEXPRESSION UND POSTTRANSLATIONALE MODIFIKATIONEN VON
MODB7-2

Obwohl modB7-2 liberwiegend im Golgi-Apparat zu finden war, schliel3t dies nicht aus, dass ein Teil
der modB7-2-Molekiile an die Zelloberflache transportiert wird, diese dort moglicherweise mit CD86
interagieren, um dann wieder in den Golgi relokalisiert zu werden. Durch FACS-/Immunfluoreszenz-
Analysen konnte die Oberflaichenexpression von modB7-2 nicht ermittelt werden, da das modB7-2-
Antiserum wegen unspezifischer Reaktionen fir solche Analysen nicht geeignet war und die
Membrantopologie von modB7-2 nicht bekannt war. In ersten FACS-Experimenten zur Detektion
einer modB7-2-Oberflachenexpression konnte in der Tat mit einem a-HA-Antikorper kein Signal an
der Zelloberflache detektiert werden. Um herauszufinden, ob sich modB7-2 an der Zelloberflache
befindet, wurde folgender Versuch durchgefiihrt: Infizierte DC2.4-Zellen (24 h p. i., MOI = 1) wurden
geerntet und mit Pronase fiir 2 h bei 37 °C inkubiert. Dann wurden die Zellen lysiert und die Menge
an modB7-2-Protein in den Lysaten durch Immunoblotting bestimmt. Bei Pronase handelt es sich um
einen Enzym-Cocktail aus mindestens 10 proteolytischen Komponenten, darunter neutrale Protease,
Chymotrypsin, Trypsin, Carboxypeptidase, Aminopeptidase sowie neutrale und alkalische
Phosphatasen; Entsprechend wurde erwartet, dass bei Inkubation der Zellen mit Pronase

weitestgehend der GroRteil der Zelloberflachenproteine proteolytisch abgebaut war.
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Abbildung 3.20 modB7-2 mit und ohne Pronase-Behandlung mock infizierter und MCMV-infizierter Zellen

DC2.4-Zellen wurden mock infiziert oder mit MCMV-WT infiziert (MOI = 1). 24 h nach Infektion wurden die Zellen fiir 1 h bei
37 °C mit und ohne Pronase (1,5 pg/ul) inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen lysiert, und die modB7-2-, CD86- und
GAPDH-Proteine in den Lysaten nachgewiesen. Schwarze Sternchen stellen modB7-2-spezifische Proteinbanden, weiRe
Sternchen stellen CD86-spezifische Proteinbanden dar.

Der Western Blot in Abbildung 3.20 zeigt, dass es nach Pronasebehandlung zu einem Shift der
modB7-2-Bande kam: Es waren zwei modB7-2-spezifische Protein-Banden zu erkennen, wobei die
untere, ca. 2 kDa kleinere Bande die starker vertretene Bande darstellte. Interessanterweise war
auch bei GAPDH nach Pronasebehandlung eine zweite schwache Bande mit kleinerer molekularer
Masse zu erkennen. Dass die Pronasebehandlung effektiv Zelloberflachenproteine proteolytisch
abbauen kann, zeigt der Nachweis der CD86-Proteine: Nach Pronase-Behandlung ist der Grofteil der
CD86-spezifischen Protein nicht mehr detektierbar, lediglich zwei schwache CD86-spezifische
Proteinbanden sind noch zu sehen. Auf diese beiden schwachen CD86-spezifischen Proteinbanden
wird spater noch im Detail eingegangen, in diesem Experiment dient dieses Ergebnis lediglich der

Uberpriifung der Pronase-Aktivitét

In Bezug auf diesen Effekt auf das modB7-2-Protein ist auszufiihren, dass dieser nicht immer in dem
vorgehend gezeigten Ausmal zu beobachten war, manchmal war auch die untere Bande die
schwachere. Allerdings trat nach Pronasebehandlung im Vergleich zur unbehandelten Probe immer

eine modB7-2-Bande mit kleinerer molekularer Masse auf.
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Die Pronasesensitivitat spricht dafiir, dass modB7-2 die Zelloberflache erreicht. Jedoch entsprach der
Shift in der molekularen Masse von modB7-2 von nur 1 kDa nicht der Erwartung (siehe Abbildung
3.21). modB7-2 ist ein putatives Transmembranprotein mit zwei Transmembrandomanen, wobei
aufgrund von computergestiitzten Analysen davon ausgegangen wird, dass der extrazellulare Teil von

modB7-2 einen kleinen loop von nur 20 Aminosduren ausmacht (Loewendorf, 2005).

Wird nur dieser extrazelluldre loop durch Pronase gespalten, sollten zwei Proteinfragmente
entstehen, die theoretisch eine molekulare Masse von 9,9 kDa und 4,3 kDa aufweisen sollten. Da das
modB7-2-spezifische Antiserum gegen den C-Terminus des modB7-2-Proteins gerichtet ist, wirde
hier nur das Proteinfragment vom Antiserum erkannt werden, dass den vollstandigen C-Terminus des
modB7-2-Proteins tragt; somit sollte nur das 4,3 kDa-grofSe Fragment erkannt werden. Wenn sich der
loop von modB7-2 entgegen der Vorhersagen intrazelluldr befande, sollte die Pronase-Behandlung in
einem 7,5 kDa groBen modB7-2-Fragment resultieren. Auch hier erkennt der modB7-2-spezifische

Antikorper dieses Proteinfragment nicht mehr, da das Epitop degradiert werden wiirde.
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Abbildung 3.21 Schematische Darstellung der theoretisch zu erwartenden modB7-2-Proteinfragemente bei Pronase-
Behandlung MCMV-infizierter DC2.4-Zellen bei beiden theoretisch méglichen Membrantopologien von modB7-2

Bei extrazelluldrer Lokalisation des N- und C-Terminus des modB7-2-Proteins ist nach Pronasebehandlung ein 7.5 kDa
grolRes Proteinfragment zu erwarten, das allerdings vom modB7-2-spezifischen Antiserum nicht erkannt wird (A). Bei
intrazellularer Lokalisation des N- und C-Terminus des modB7-2-Proteins ist nach Pronasebehandlung ein 9,9 kDa und ein
4,3 kDa grolRes Proteinfragment zu erwarten, wobei hier nur das kleinere Fragment vom modBB7-2-spezifischen Antiserum
nicht erkannt wird (B). Diejenigen Aminosduren des modB7-2-Proteins, gegen die das modB7-2-spezifische Antiserum
gerichtet ist, sind schwarz umrandet

Allerdings ware denkbar, dass modB7-2 posttranslational modifiziert wird. Durch potentielle
posttranslationale Modifizierung von modB7-2 wirden nach Pronase-Behandlung modB7-2-
Proteinfragmente entstehen, die eine andere molekulare Masse aufweisen als die angegebene
theoretische Masse (Abbildung 3.21). Moglich ware auch, dass durch die Phosphatase-Aktivitat

Phosphatreste entfernt werden und den beobachteten Shift bewirken.
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Deshalb wurden in silico-Analysen durchgefiihrt, um Hinweise auf mogliche posttranslationale
Modifikationen von modB7-2 zu erhalten. Glykosylierungsanalysen wurden mit dem NetNGlyc 1.0
Server (fir N-Glykosylierungen, Abbildung 3.22 A) und dem NetOGlyc 3.1 Server (fir O-
Glykosylierungen, Abbildung 3.22 B) durchgefiihrt. Fiir alle Analysen der Aminosduresequenz von

modB7-2 wurde davon ausgegangen, dass die Translation am 3. ATG-Kodon der mRNA beginnt.
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Abbildung 3.22 Vorhersage putativer N- und O-Glykosylierungsstellen von modB7-2
Die  Vorhersage von  N-Glykosylierungsstellen (A) wurde mit Hilfe des NetNGlyc 1.0 Server

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) durchgefiihrt und die von O-Glykosylierungstellen (B) mit dem NetOGlyc 3.1
Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/)

Wie Abbildung 3.22 zeigt, ist laut Computerberechnungen die Wahrscheinlichkeit fir das
Vorhandensein von N- und von O-Glykosylierungsstellen von modB7-2 sehr gering. In silico-Analysen
flr das Vorhandensein moglicher Phosphorylierungsstellen von modB7-2 zeigt Abbildung 3.23 A, hier
sind vier mogliche Phoshorylierungsstellen denkbar. Die drei putativen Serin- und eine

Threoninphosphorylierungsstellen sind in der modB7-2-Sequenz in Abbildung 3.23 B gezeigt.
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Abbildung 3.23 Vorhersage putativer Phosphorylierungsstellen von modB7-2

Die Vorhersage von Phosphorylierungstellen wurde mit Hilfe von NetPhos 2.0 Server
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/) durchgefiihrt (A). (B) zeigt die mdglichen Phosphorylierungsstellen in der
modB7-2-Sequenz, die putativen Transmembrandomanen sind blau dargestellt.

Diese in silico-Analysen sollten auch in vitro auf ihre Richtigkeit hin Gberprift werden. Dazu wurden
DC2.4-Zellen fur 24 h mit MCMV-WT infiziert (MOl = 1) und anschlieRend lysiert. Diese Lysate
wurden - wie in Material und Methoden beschrieben - mit Endoglykosidase H (Endo H) oder
Peptid:N-Glycosidase F (PNGase F) oder Calf intestine Phosphatase (CIP) behandelt. Zur Kontrolle
wurden die Lysate im jeweiligen Puffer ohne Enzym inkubiert, um festzustellen, ob modB7-2 stabil ist
oder Degradationsprodukte unabhdngig vom jeweils eingesetzten Enzym entstehen. Endo H spaltet
Asparagin-verknilpfte Mannose-reiche Oligosaccharide, die im endoplasmatischen Retikulum
angefligt werden. PNGase F ist eine Amidase, die zwischen Glucose-N-acetyl-Resten und Asparagin in
Mannose-reichen, komplexen N-glykosylierten Proteinen spaltet. Nach der Enzymbehandlung wurde

modB7-2 im Western Blot analysiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.24 dargestellt.
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Abbildung 3.24 Untersuchung auf mogliche Glykosylierung und Phosphorylierung von modB7-2
DC2.4-Zellen wurden mock infiziert oder mit MCMV-WT infiziert und 24 h p. i. geerntet. Nach Lyse wurden die Zellextrakte

mit Endo H, PNGase F, und CIP gemaR Material und Methoden behandelt oder zur Kontrolle ohne Enzym inkubiert.
AnschlieBend wurden die Extrakte fir den Western Blot eingesetzt und flir modB7-2 (A) oder CD86 (B) gefarbt. Der CD86-
Blot dient als Kontrolle, dass die Enzyme Endo H und PNGase F aktiv waren. Pfeile markieren CD86-Banden, welche durch
Endo H-Behandlung verdndert werden bzw. entstehen.

Der Westernblot in Abbildung 3.24 A zeigt, dass weder der Einsatz von Endo H noch PNGase F oder
CIP das modB7-2-Signal im Western Blot veranderte. Unspezifische Proteindegradation trat auch
nicht auf. Dass sowohl die Endo H- als auch der PNGase F-Behandlung prinzipiell funktionierten,
konnte durch Inkubation von Lysaten von nicht-infizierten DC2.4-Zellen mit Endo H bzw. PNGaseF

und Immunoblotting mit einem CD86-Antikorper gezeigt werden (Abbildung 3.24 B). Nach Endo H-
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Behandlung waren die beiden CD86-Banden mit der geringsten molekulare Masse verschwunden,
und es entstand eine kleinere Bande von ca. 35kDa (Pfeile). Nach PNGase F-Behandlung
verschwanden die CD86-Banden mit grofler molekularer Masse und es entstanden zwei Banden von
ca. 35 und 38 kDa. Insgesamt zeigten die Ergebnisse, dass modB7-2 weder glykosyliert noch

phosphoryliert ist.

3.10 EINFLUSS VON MODB7-2 AUF DIE ZUM ZEITPUNKT DER INFEKTION AUF DER
ZELLOBERFLACHE VORHANDENEN CD86-MOLEKULE

Auf Grundlage der bisherigen Ergebnisse, nach denen das modB7-2-Protein zwar hauptsachlich im
Golgi-Apparat lokalisiert ist, aber wahrscheinlich auch die Zelloberflache erreichen kann, bestand die
Moglichkeit, dass das modB7-2-Protein schon im Golgi-Apparat mit CD86 direkt oder indirekt
interagiert oder aber, dass das modB7-2-Protein die CD86-Molekile erst nach deren Erreichen der
Zelloberflache beeinflusst. Im ersten Fall wiirde CD86 vielleicht gar nicht erst an der Zelloberflache
ankommen und dadurch die Reduktion der CD86-Expression auf der Zelloberflaiche bewirken. In
diesem Szenario waren die zum Zeitpunkt der Infektion auf der Zelloberflache vorhandenen CD86-
Molekile von modB7-2 nicht direkt beeinflusst und wirden moglicherweise aufgrund des
natlrlichen Turnovers (Recycling) internalisiert. Denkbar ist auch, dass modB7-2 an die Zelloberflache
transportiert wird und dort schon vorhandene CD86-Molekiile zur Internalisation zwingt. Natirlich

kénnen alle Mechanismen parallel wirksam sein.

Um einen Einblick zu bekommen, Gber welche Mechanismen die CD86-Internalisation funktioniert,
wurde zunachst ein ,Aufnahme-Assay” durchgefiihrt, der Klarheit dariber geben sollte, ob die zum
Zeitpunkt der Infektion auf der Zelloberflaiche vorhandenen CD86-Molekiile von der modB7-2-
Expression beeinflusst sind. Hier wurden zundchst DC2.4-Zellen infiziert und nach 30 min die sich an
der Zelloberflaiche von DC2.4-Zellen befindlichen CD86-Molekiile mit spezifischen Antikérpern
markiert. 16 h p. i. wurden dann die DC2.4-Zellen in der Durchflusszytometrie analysiert (siehe
Material und Methoden, Abschnitt 2.6.2). Das Prinzip des Aufnahme-Assays ist schematisch in
Abbildung 3.25 dargestellt.
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Abbildung 3.25 Versuchsdurchfiihrung zur Untersuchung des Einflusses von modB7-2 auf die zum Zeitpunkt der
Infektion auf der Zelloberflache vorhandenen CD86-Molekiile ("Aufnahme"-Farbung)

DC2.4-Zellen werden mit MCMV mit einer MOI = 1 flir 30 min infiziert. Nach anschlieRendem Waschen werden die
Zellen fir 30 min auf Eis mit a-CD86-Biotin-Antikdrpern inkubiert. Nach erneutem Waschen (Entfernen
ungebundenen Antikdrpers) werden die Zellen bei 37 °C inkubiert. 16 h p. i. werden die Zellen mit Streptavidin und
7AAD gefarbt. Ist das zum Infektionszeitpunkt vorhandene Oberflaichen-CD86 von modB7-2 beeinflusst, erhdlt man
im FACS kein PE-Signal, hat modB7-2 jedoch keinen Einfluss auf das zum Infektionszeitpunkt vorhandene
Oberflachen-CD86, erhdlt man ein PE-Signal.

Die Ergebnisse dieses Aufnahme-Assays sind in Abbildung 3.26 veranschaulicht. Die oberen
Histogramme zeigen die FACS-Analyse, wie sie bereits zuvor durchgefiihrt wurde: DC2.4-Zellen
wurden mock infiziert oder mit MCMV-WT, MCMV-A6 oder MCMV-A6 modB7-2 FL infiziert. 16 h
nach Infektion wurde die Zelloberflachenexpression von CD86 analysiert. Hier konnte das schon

zuvor gezeigte Expressionsmuster von CD86 auf der Zelloberfliche (vgl. z. B. Abbildung 3.5)
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detektiert werden: Bei Infektion von DC2.4-Zellen mit dem MCMV-WT-Virus wurde die CD86-
Expression auf der Zelloberflache stark vermindert, wahrend in MCMV-A6-infizierten Zellen etwas
mehr CD86-Molekiile als in mock infizierten Zellen auf der Oberflache exprimiert waren. In MCMV-
A6 modB7-2 FL-infizierten Zellen war eine etwas schwdchere CD86-Internalisation als bei MCMV-WT-

Infektion feststellbar.

Die mittleren Histogramme stellen die Ergebnisse des ,Aufnahme“-Assays dar. Bei Vergleich von
beiden Messungen fir die nicht-infizierten Proben war die CD86-Oberflachenexpression bei der
,Aufnahme“-Farbung leicht erhoht, wahrend bei den MCMV-WT-infizierten Zellen kein Unterschied
zwischen den beiden Messungen zu sehen war. Daraus lasst sich schliefen, dass die modB7-2-
Expression auch Einfluss auf die zum Infektionszeitpunkt auf der Zelloberflache vorhandenen CD86-
Molekile hat. Allerdings waren auch bei MCMV-A6-infizierten Zellen mit der ,,Aufnahme“-Farbung
weniger CD86 auf der Zelloberflache detektierbar als mit der Oberflachen-Farbung und zwar weniger
als bei den mock infizierten Proben unabhingig davon, welche Farbung verwendet wurde. In
MCMV-A6 modB7-2 FL-infizierten DC2.4-Zellen war die CD86-Oberflachenexpression gemessen nach
,2Aufnahme“-Farbung ahnlich derjenigen, die nach ,normaler” Oberflachen-Farbung detektiert

wurde.
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Abbildung 3.26 "Aufnahme*“-Assay zur Bestimmung des Einflusses der modB7-2-Expression auf die zum
Infektionszeitpunkt auf der Zelloberfliche vorhandenen CD86-Molekiile infizierter DC2.4-Zellen
DC2.4-Zellen wurden entweder mock infiziert oder mit den Virusmutanten MCMV-WT, MCMV-A6 oder MCMV-

A6 modB7-2 FL infiziert und wie zuvor mit der Durchflusszytometrie analysiert (normale Farbung) oder fiir den , Aufnahme-
Assay”“ wie in Material und Methoden, Abschnitt 2.6.2. beschrieben, gefarbt (,Aufnahme“-Farbung). In beiden
Versuchsanordnungen wurden die Zellen 16 h p. i. geerntet. In grau ist jeweils die Farbung mit einer unspezifischen
Isotypkontrolle dargestellt, wahrend schwarze Histogramme die CD86-Oberflachenexpression zeigten. Die Zahlen geben die
mittlere Fluoreszenzintensitat der CD86-Messung an

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die bei Infektion auf der Zelloberfliche vorhandenen
CD86-Molekiile von modB7-2 beeinflusst wurden. Allerdings wurde die CD86-Oberflachenexpression
auch schon durch Infektion an sich - und somit durch modB7-2-unabhidngige Effekte - vermindert
(siehe die Messungen fiir MCMV-A6-infizierte Zellen, Abbildung 3.26), jedoch war die Reduktion der

CD86-Expression auf der Zelloberflache starker nach Infektion mit Virusmutanten, welche modB7-2

exprimieren.

3.11 VERGLEICH DER GESAMT-CD86-PROTEINMENGE INFIZIERTER VERSUS NICHT-
INFIZIERTER DC2.4-ZELLEN

Im Folgenden wurde untersucht, was mit CD86 passiert, nachdem es von der Zelloberflache
internalisiert wurde. Primar vorstellbar sind zwei Alternativen: Einerseits kénnte CD86 intrazellular
zurtickgehalten werden, andererseits wdre auch eine lysosomale/proteasomale Degradation
denkbar. Eine proteasomale Degradation ist fir CD86 als Transmembranprotein eher

unwahrscheinlich, wenn man bedenkt, dass auch CD86-Molektle von modB7-2 beeinflusst werden,
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die sich an der Zelloberfliche aufhalten. Fir das KSHV-Protein K5 ist bekannt, dass nach
Elektroporation/Transduktion von BJAB-Zellen mit K5-kodierenden Vektoren CD86 von der
Zelloberflache internalisiert und abgebaut wird (Ishido et al., 2000; Coscoy und Ganem, 2001; Means

et al., 2007).

Fir humane Monozyten wurde ein intrazelluldres Speicher-Organell fiir CD86 beschrieben, das nicht
mit dem Golgi-Apparat Ubereinstimmt. Von diesem Organell kann CD86 anterograd zur
Zelloberflache transportiert werden (Smyth et al., 1998). Smyth und Kollegen haben auch fiir von
PBMC-abgeleiteten humane DCs ein solches Reservoir beschrieben, welches sich vom Golgi-Apparat,
dem Lysosom und anderen endosomalen Strukturen unterscheidet (Smyth et al., 2004). Es erscheint
durchaus moglich, dass CD86 modB7-2-abhangig von der Zelloberflache internalisiert wird und dann

in einem solchen Reservoir intrazellular festgehalten wird.

Fir das HIV-1-Protein Nef konnte gezeigt werden, dass CD86 Nef-abhangig von der Zelloberflache
internalisiert und anschliefend in den Golgi-Apparat rekrutiert wird (Chaudhry et al., 2005; Chaudhry
et al., 2008).

Um den Verbleib von CD86 nach MCMV-Infektion zu klaren, wurden zunachst infizierte DC2.4-Zellen
mit der Immunfluoreszenz-Mikroskopie untersucht. Dazu wurden DC2.4-Zellen mock infiziert oder
mit MCMV, welches eine C-terminale Fusion von modB7-2 mit dem HA-Epitop exprimiert (MCMV-
modB7-2HA). 24 h p. i. wurden die Zellen fiir modB7-2HA und CD86 gefarbt und mit der konfokalen

Fluoreszenzmikroskopie untersucht.
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Abbildung 3.27 CD86-Expression in mock infizierten und mit MCMV-WT-infizierten DC2.4-Zellen
DC2.4-Zellen wurden mock infiziert oder mit der MCMV-modB7-2HA infiziert. 24 h p. i. wurden die Zellen mit spezifischen

Antikorpern fiir modB7-2HA und CD86 gefarbt. Der Zellkorper ist mit einer diinn-gestrichelten Linie, der Zellkern mit einer
dick-gestrichelten Linie umrandet. Der MaRstabsbalken entspricht 10 um. Die gezeigten Bilder sind reprdsentativ fir
mindestens 3 Experimente und fiir mehr als 30 analysierte Zellen.

Die Daten der Immunfluoreszenz-Mikroskopie (Abbildung 3.27) zeigten deutlich, dass in MCMV-
modB7-2HA-infizierten DC2.4-Zellen CD86-Protein intrazelluldr zu erkennen war. Diese Methode
lasst keine quantitative Aussage zu, es lasst sich nur feststellen, ob CD86 intrazelluldr vorhanden ist.
Die intrazelluldar vorhandene Menge an CD86 in nicht-infizierten und infizierten Zellen lasst sich mit
dieser Technik nicht vergleichen. Auch wenn man die Ergebnisse des Western Blots in
Abbildung 3.5 B mit einbezieht, mit dem eine groRe Reduktion der CD86-Expression in infizierten
Zellen festgestellt wurde, ldsst sich noch keine Aussage liber den Verbleib von CD86 treffen. Bei dem
in Abbildung 3.5 B gezeigten Western Blot wurden DC2.4-Zellen zwar mit einer MOI = 1 infiziert, die
Infektionsrate bei DC2.4-Zellen liegt allerdings nur bei 30-45 %. Es erscheint also moglich, dass das
verbleibende CD86-Signal im Western Blot von nicht-infizierten Zellen stammt. Um dies zu
Uberpriifen, wurden DC2.4-Zellen mit dem GFP-exprimierenden MCMV-WT-Virus infiziert und
24 h p. i. mittels der GFP-Expression sortiert. Dann wurde eine gleiche Anzahl infizierter und nicht-

infizierter Zellen im Western Blot auf die CD86-Expression hin untersucht (Abbildung 3.28).

Die Ergebnisse zeigten, dass nach Infektion kaum CD86-Protein in den DC2.4-Zellen zu detektieren
war, lediglich zwei schwache Banden bei 50/48 kDa und eine bei ca. 65 kDa waren zu erkennen.

Daraus lasst sich schlieRen, dass CD86 nach Infektion von DC2.4-Zellen degradiert wird.
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Abbildung 3.28 Detektion der Gesamt-CD86-Expression in MCMV-infizierten DC2.4-Zellen nach Zellsortierung
DC2.4-Zellen wurden mock infiziert oder mit MCMV-GFP infiziert. 24 h p. i. wurden die infizierten Zellen anhand der GFP-

Expression sortiert und gleiche Zellzahlen eingesetzt. Die Detektion erfolgte mit a-CD86- und a-GAPDH-Antikorpern sowie
dem a-modB7-2- spezifischen Serum.

3.12 VERGLEICH DER GESAMT-CD86-MENGE MIT DER INTRAZELLULAREN CD86-MENGE

Den Ergebnissen des Western Blots mit sortierten Zellen zufolge wird CD86 nach Internalisation
abgebaut, wiahrend in der Immunfluoreszenz intrazelluldr noch ein CD86-Signal beobachtet werden
konnte. Diesem Unterschied wurde mit folgendem Experiment nachgegangen, um das Schicksal von
CD86 weiter zu erklaren: Wie schon in Kapitel 3.9 beschrieben, ist Pronase ein Enzym-Cocktail, mit
dem es moglich ist, Zelloberflichenproteine abzubauen, wahrend intrazellulare Molekile intakt
bleiben. Mit Hilfe dieses Enzymcocktails wurde nun untersucht, ob CD86 nach der Internalisation in
MCMV-infizierten DC2.4-Zellen degradiert wird. Im Falle einer Degradation von CD86 bei Infektion
von DC2.4-Zellen mit MCMV-WT sollte CD86 sowohl mit als auch ohne Pronase-Behandlung
hochstens schwach im Western Blot nachgewiesen werden kdnnen. Bei einer intrazelluldren CD86-
Speicherung sollte sich dagegen nach Pronase-Behandlung die intrazelluldr vorhandene CD86-
Proteinexpression quantitativ deutlich von der der mock infizierten Probe unterscheiden. Der

Versuchsaufbau zu diesem Experiment ist Abbildung 3.29 schematisch dargestellt.
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Abbildung 3.29 Schematische Darstellung des Experimentes zur Aufkldarung des Schicksals von CD86 nach MCMV-WT-
Infektion von DC2.4-Zellen mit Pronase

DC2.4-Zellen werden mit MCMV-WT infiziert und 24 h p. i. geerntet. Die Zellen werden anschlieBend 1 h mit Pronase bei
37 °C inkubiert, um Zelloberflachenproteine abzubauen. Wird CD86 bei MCMV-Infektion von DC2.4-Zellen degradiert,
finden sich nach Pronaseverdau weder intra- noch extrazelluldar CD86 Proteine, sodass im Western Blot dieser Zelllysate
kein CD86-Protein detektierbar ist. Wird CD86 allerdings nach MCMV-Infektion von DC2.4-Zellen internalisiert und
intrazelluldr gespeichert, kann das CD86-Protein auch nach Pronase-Behandlung im Western Blot detektiert werden

Das Ergebnis des Pronase-Experimentes ist in Abbildung 3.30 A veranschaulicht. Ohne Pronase-
Behandlung zeigte sich das bereits bekannte Ergebnis: Die MCMV-WT-Infektion fihrte zu einer
starken Verringerung der CD86-Expression. Der Western Blot zeigte nach Pronase-Behandlung die
fast vollstandige Degradation der CD86-spezifischen Proteinbanden zwischen 55 und 90 kDa, (brig
blieben erneut nur zwei schwache CD86-spezifische Banden bei 48/50 kDa. Somit konnte
ausgeschlossen werden, dass CD86 nach Internalisation intrazellular gespeichert wird und es wurde

geschlossen, dass CD86 nach Infektion von DC2.4-Zellen degradiert wird.
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Abbildung 3.30 Pronase- (A) und Endo H-Behandlung (B) von mock infizierten oder mit den verschiedenen Virusmutanten
infizierten DC2.4-Zellen
(A) DC2.4-Zellen wurden mock infiziert oder mit MCMV-WT bzw. MCMV-A6 infiziert. 24 h p. i. wurden die Zellen geerntet,

mit Pronase behandelt, lysiert und anschlieBend im Western Blot analysiert. Der schwarze Rahmen markiert die modB7-2-
spezifischen Proteinbanden. (B) Proteinextrakte aus nicht-infizierten DC2.4-Zellen wurden mit Endo-Glykosidase H
behandelt und anschlieBend im Western Blot untersucht. Als Kontrolle diente Proteinlysat von nicht-infizierten DC2.4-
Zellen, welche nur mit Endo H-Puffer ohne Endo H-Enzym inkubiert wurde. GADPH diente jeweils als Ladekontrolle.

Da auffallender Weise in Lysaten von MCMV-infizierten DC2.4-Zellen - sowohl mit als auch ohne
Pronase-Behandlung - immer die beiden CD86-spezifischen Proteinbanden bei 48/50 kDa
detektierbar waren, und auch noch immer die Frage unbeantwortet blieb, warum CD86 in der
Immunfluoreszenz in infizierten Zellen sichtbar war, wurde die Herkunft dieser beiden CD86-Banden
ndher untersucht. Dazu wurde eine Endoglykosidase H-Behandlung durchgefiihrt. Dieses Enzym
spaltet Asparagin-verknipfte Mannose-reiche Oligosaccharide, allerdings nur, wenn das Protein noch
nicht in Berlihrung mit den im Golgi-Apparat lokalisierten modifizierenden Enzymen gekommen ist.
Durchlduft das Protein den Golgi-Apparat, werden diese Zuckerreste so modifiziert, dass Endo H

diese nicht mehr spalten kann. Somit sind ER-residente, glykosylierte Proteine Endo H sensitiv,
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wahrend Glykoproteine, die den sekretorischen Weg (iber den Golgi-Apparat hinaus passiert haben,

nicht mehr Endo H sensitiv sind.

Beim Vergleich der Proben in Abbildung 3.30 B ist zu sehen, dass die beiden Banden bei 48 und 50
kDa tatsachlich Endo H-sensitive Populationen von CD86 reprasentieren und es sich damit um ER-
residente Proteinspezies handelt, wahrend die breite CD86-Proteinbande zwischen 55 und 90 kDa
nicht von Endo H beeinflusste CD86-Populationen darstellen. Die Kontrolle zeigt, dass keine
unspezifische Degradation von CD86 vorlag. Somit wurde gezeigt, dass die beiden verbleibenden

CD86-spezifischen Banden bei 48 und 50 kDa im ER lokalisierte CD86-Molekiile verkérperten.

3.13 INKUBATION INFIZIERTER DC2.4-ZELLEN MIT PROTEASOM- UND LYSOSOM-
INHIBITOREN VERHINDERN DIE CD86-DEGRADATION

Um festzustellen, wie der Abbau von CD86 nach Infektion von DC2.4-Zellen mit MCMV erfolgt, wurde
im Folgenden untersucht, ob die CD86-Degradation durch Einsatz von Inhibitoren der lysosomalen
(durch Leupeptin) oder der proteasomalen (durch MG-132) Proteasen blockiert werden kann. Dazu
wurden DC2.4-Zellen fir 24 h mit MCMV-WT infiziert, wobei 5 h vor Zellernte Leupeptin (175 uM)
oder MG-132 (5 uM) zugegeben wurde (Abbildung 3.31). In einem zweiten Versuch wurden DC2.4-
Zellen mit MCMV-WT infiziert und von Anfang an mit Leupeptin oder MG132 inkubiert. 9 h nach
Infektion wurden die Zellen geerntet und die CD86-Expression im Western Blot untersucht

(Abbildung 3.32).
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Abbildung 3.31 MG-132- und Leupeptin-Zugabe 19 h p. i. verhindern nicht die Degradation von CD86 in infizierten DC2.4-

Zellen
Versuchsablauf (A) und Western Blot-Analyse (B) zur Verhinderung der CD86-Degradation in MCMV-WT infizierten DC2.4-

Zellen. DC2.4-Zellen wurden mock infiziert oder mit MCMV—-WT infiziert und 19 h nach Infektion wurden 5 uM MG-132 bzw.
175 uM Leupeptin zugegeben. Nach weiteren 5 h Inkubation wurden die Zellen geerntet; im Western Blot wurden dann
CD86, modB7-2 und GAPDH detektiert

112



Ergebnisse

Infektion +
Inhibitor- Western
Zugabe Blot
0 9 h
B
mock WT mock WT mock WT
MG-132 - - + + - -
Leupeptin - - - - + +

CD86
modB7-2 — 26
-— - a .
GAPDH e s wm o s o Egg

kDa

Abbildung 3.32 MG-132 und Leupeptin verhindern die Degradation von CD86 in MCMV-WT infizierten DC2.4-Zellen bei
Inhibitorzugabe zum Infektionszeitpunkt
Versuchsaufbau (A) und Western Blot (B) zur Rettung der CD86-Degradation in MCMV-WT infizierten DC2.4-Zellen. Zu

DC2.4-Zellen wurden 5 uM MG-132 bzw. 175 pM Leupeptin direkt zum Zeitpunkt der Infektion zugegeben. 9 h nach der
Infektion wurden die Zellen geerntet im Western Blot wurden dann CD86, modB7-2 und GAPDH detektiert

Abbildung 3.31 zeigt, dass die Zugabe der Inhibitoren 19 h p. i. keinen Effekt auf die CD86-
Degradation hatte, es war kein Unterschied zur Infektion ohne Inhibitor-Zugabe feststellbar. Unter
allen Bedingungen wurde CD86 nach Infektion abgebaut. Anders war es 9 h nach Infektion
(Abbildung 3.32): Hier war sichtbar, dass die CD86-Menge nach Zugabe von sowohl Leupeptin als
auch von MG-132 gréRer war als die CD86-Menge nach Infektion ohne Inhibitor-Zugabe. Der Effekt
von MG-132 war starker als der von Leupeptin. Bei Zugabe von MG-132 war aber auch die modB7-2-

Expression beeintrachtigt; Leupeptin dagegen hatte keinen Einfluss auf die Expression von modB7-2.

Zusammengefasst wurde gezeigt, dass CD86 in MCMV-infizierten DC2.4-Zellen nach Internalisation
abgebaut und nicht intrazellular zurtickgehalten wird. Weiterhin wurde geschlossen, dass es sich bei
dem verbleibenden CD86-Signal, welches durch Immunfluoreszenz-Mikroskopie und Western Blot-

Analyse auch nach Infektion noch detektiert werden konnte, um ER-residentes und von MCMV bzw.
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modB7-2 nicht beeinflusste CD86-Molekiile handelt. Die Inhibition der Degradation durch lysosomale
und proteasomale Inhibitoren ist ein weiteres, starkes Indiz fiir eine modB7-2-abhdngige Degradation

von CD86.

3.14 DIE CD86-INTERNALISATION INFIZIERTER DC2.4-ZELLEN ERFOLGT UBER
CLATHRIN-ABHANGIGE ENDOZYTOSE

Damit CD86 zum Ort seiner Degradation — moglicherweise den Lysosomen - gelangen kann, muss
CD86 zunachst dorthin transportiert werden. Es gibt verschiedene Mechanismen, die an der
Internalisation von Zelloberflachenmolekilen beteiligt sind. Sehr gut charakterisiert ist die Clathrin-
abhidngige Endozytose, aber auch Clathrin-unabhingige Mechanismen wie lipid raft-/Calveolae-,
Arf6- oder Flotillin-abhangige Mechanismen sowie Endozytose durch Clathrin unabhéangige
Transporter (clathrin-independent carrier, CLIC)oder (iber GPI-Ankerproteine, welche in friihen
endosomalen Kompartimenten angereicht sind (GPl-anchor protein enriched early endosomal
compartments; GEEC), sowie der ,IL2RB-Pathway” und ,circular dorsal ruffles” werden beschrieben

(zusammengefasst im Ubersichtsartikel von Doherty und McMahon, 2009).

Um zu untersuchen, welche Mechanismen an der CD86-Internalisation in MCMV-infizierten Zellen
beteiligt sind, wurde durch Inkubation mit Inhibitoren verschiedener Endozytosewege analysiert, ob
die Verminderung der CD86-Oberflachenexpression in Gegenwart der Inhibitoren noch stattfinden
kann. Dabei wurden primar die Clathrin-vermittelte und die lipid raft-/Calveolae-abhingige
Endozytose ndher betrachtet. Im Versuch wurden DC2.4-Zellen mit MCMV-WT infiziert und zeitgleich
mit den Inhibitoren versetzt. 9 h nach Infektion wurden die Zellen dann geerntet und die CD86-
Oberflachenexpression im FACS und die modB7-2-Expression im Western Blot analysiert (Abbildung

3.33).
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Abbildung 3.33 CD86-Internalisation nach Infektion von DC2.4-Zellen mit MCMV erfolgt durch Clathrin-vermittelte

Endozytose
CD86-Oerflachenexpression 9 h p. i. in nicht-infizierte DC2.4-Zellen (A) und DC2.4-Zellen infiziert mit MCMV-WT (B) nach

Zugabe von NH,CI (50 mM), Chlorpromazin (30 uM), Filipin (16 nM) oder Dynasore (40 mM) zum Infektionszeitpunkt. In
grau ist jeweils die Farbung mit einer unspezifischen Isotypkontrolle dargestellt, wahrend schwarze Histogramme die CD86-
Oberflachenexpression zeigen. Die Zahlen geben die mittlere Fluoreszenzintensitdt der CD86-Messung an.
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Abbildung 3.34 CD86-Internalisation bei Infektion von DC2.4-Zellen mit MCMV erfolgt liber Clathrin-vermittelte

Endozytose
Gesamt-CD86-Expression 9 h p. i. in DC2.4-Zellen, infiziert mit MCMV-WT nach Zugabe von NH,Cl (50 mM), Chlorpromazin

(30 uM), Filipin (16 nM) oder Dynasore (40 mM) zum Infektionszeitpunkt. Im Western Blot wurden die viralen Proteine
modB7-2 und M57 sowie GAPDH mit spezifischen Antikdrpern detektiert.

Als Inhibitoren wurden Ammoniumchlorid (NH,Cl), Chlorpromazin, Filipin und Dynasore verwendet.
NH,Cl flihrt als schwache Base zu einer pH-Erhéhung in endozytotischen Vesikeln sowie in
Lysosomen (Ohkuma und Poole, 1978; Maxfield et al., 1982). Dies hat blockierende Effekte auf die
Rezeptor-vermittle Endozytose, z. B. auf die Pinozytose (Tietze et al. 1980; Sando et al. 1979).
AulRerdem flhrt die Inkubation mit NH,Cl zu Veranderungen in der Sortierung und Lokalisation von
Rezeptor-Molekilen (Brown et al., 1986). Chlorpromazin ist wie Dynasore ein Inhibitor der Clathrin-
abhidngigen Endozytose: Die Inkubation mit Chlorpromazin fiihrt zu dem Verlust von clathrin-coated
pits an der Zellmembran und zur Ausbildung von Clathrin-Netzwerken an Endosomenmembranen,
wobei Clathrin mit dem Adaptormolekiil AP-2 komplexiert ist (Wang et al., 1993). Dynasore dagegen
unterbindet die Vesikelabschnirung an der Zellmembran durch nicht-kompetitive Inhibition der
GTPase-Aktivtdt von Dynamin-1 und -2 (Macia et al., 2006); Dynamin ist u. a. fir die Clathrin-
vermittelte Endozytose und die Ligandenaufnahme Uber Calveolae essentiell (Damke et al., 1994;
Nabi und Le, 2003). Filipin inhibiert calveolae-vermittelten intrazelluldren Transport sowie die

calveolae-abhingige Trans- und Endozytose (Schnitzer et al., 1994).

In Abbildung 3.33 A ist der Einfluss der Inhibitoren auf die CD86-Expression auf der Zelloberflache
nicht-infizierter DC2.4-Zellen dargestellt. AuBer Dynasore hatte keiner der Inhibitoren einen
merklichen Einfluss auf die CD86-Oberflichenexpression; Dynasore fiihrte zu einer minimalen

Reduktion der CD86-Menge an der Zelloberflache.
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Nach Infektion von DC2.4-Zellen mit MCMV-WT (Abbildung 3.33 B) sah das anders aus: Zwar wurde
9 h nach Infektion noch nicht das komplette AusmaR der Reduktion der CD86-Oberflachenexpression
erreicht, dennoch konnte man feststellen, dass Chlorpromazin die CD86-Internalisation partiell und
NH,Cl sowie Dynasore vollstandig blockierten. Filipin schien im Gegensatz dazu sogar die CD86-

Internalisation geringfligig zu erhéhen.

Im Western Blot wurde untersucht, ob modB7-2 auch in Gegenwart der Inhibitoren in dhnlicher
Menge wie in unbehandelten Zellen exprimiert wird (Abbildung 3.34). In den mit Chlorpromazin-,
Filipin- und Dynasore-versetzten Zellen war modB7-2 vergleichsweise stark exprimiert wie in den
unbehandelten infizierten Zellen. Nach Inkubation mit NH,Cl war dagegen nur noch eine schwache
modB7-2-Expression nachweisbar. In den FACS-Analysen war ersichtlich, dass die Infektion durch die
Inhibitoren nicht geblockt war, da GFP-exprimierende Zellen - also infizierte Zellen - gefunden
wurden. Der Nachweis der GFP-Expression schlieft jedoch nicht aus, dass die Infektion nicht
komplett ablief und somit nur Viruseintritt in die Zelle, aber keine produktive Infektion mit der
Generierung neuer infektidser Viruspartikel stattfand. Somit konnte evtl. auch ein nicht vollstandiger
Durchlauf des Infektionszyklus die Ursache fiir den beobachteten Block der CD86-Internalisation sein.
Um dies zu prifen, wurde ein Western Blot zur Detektion von M57 durchgefihrt. M57 ist das Major
DNA-binding Protein von MCMV - ein frihes (early) Protein - welches Homologien zum UL57 von
HCMV und zum ssDNA binding protein von HSV-1 aufweist (Messerle et al., 1992; Rawlinson et al.
1996). Die Expression von M57 sollte einen weiteren Hinweis darauf geben, ob die Infektion durch

die Inhibitoren gestort wird oder produktiv ablaufen kann.

In der Tat spiegelte die M57-Expression die Expression von modB7-2 wider (Abbildung 3.34): Nur in
Gegenwart von NH,Cl war die M57-Expression gestort, die anderen Inhibitoren Chlorpromazin, Filipin

und Dynasore hatten keinen Einfluss auf die M57-Expression.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass Chlorpromazin teilweise und Dynasore komplett die
Verringerung der CD86-Oberflaichenexpression blockierten. Der Block durch NH,Cl war nicht
aussagekraftig, da hier modB7-2 kaum exprimiert wurde und die Infektion nicht vollstandig
abzulaufen schien. Ausgehend von diesen Ergebnissen wurde geschlossen, dass CD86 hauptsachlich

durch Clathrin-vermittelte Endozytose internalisiert wird.
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Kapitel 4 DISKUSSION

In  dieser Arbeit wurden Untersuchungen zur Expression und Funktionsweise des
immunmodulatorischen MCMV-Proteins modB7-2 durchgefiihrt. Dazu wurden u. a. die Expression
von modB7-2 in verschiedenen Zelltypen analysiert, das fir die Translationsinitiation benétigte
Startkodon im modB7-2-ORF identifiziert und die Lokalisation des modB7-2-Proteins in der Zelle
untersucht. Experimente zum Mechanismus der modB7-2-abhangigen CD86-Internalisation gaben
zudem Hinweise, wie durch die Expression von modB7-2 die Verringerung der CD86-

Oberflachenexpression in APCs erreicht wird.

Es konnte gezeigt werden, dass in MCMV-infizierten, CD86 exprimierenden Fibroblasten keine
modB7-2-spezifische CD86-Internalisation erfolgt. Bei Infektion von DC2.4-Zellen unterschied sich die
Auswirkung auf die CD86-Oberflaichenexpression gegenliber dem Effekt in infizierten RAW264.7-
Zellen: Hier zeigte die Infektion von DC2.4-Zellen mit der modB7-2-Deletionsmutante MCMV-
AmodB7-2 noch eine Verringerung der CD86-Expression auf der Zelloberflache, was bei Infektion von
RAW264.7-Zellen nicht festgestellt werden konnte (Loewendorf et al.,, 2004). Die lentivirale
Expression von modB7-2 in DC2.4-Zellen unabhangig vom MCMV-Kontext filihrte zu keiner
Internalisation von CD86 von der Zelloberflache. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die
Translation der modB7-2-mRNA am dritten im modB7-2-ORF vorhandenen Startkodon initiiert wird.
Das modB7-2-Protein ist bei Infektion von DC2.4-Zellen mit MCMV hauptsachlich im Golgi-Apparat
lokalisiert; das Vorhandensein eines Golgi-Retentionssignals konnte allerdings nicht bestatigt
werden. Eine posttranslationale Modifikation des modB7-2-Proteins konnte durch biochemische

Methoden nicht festgestellt werden.

Die Experimente zur CD86-Internalisation zeigten, dass die modB7-2-Expression einen Effekt auf
CD86-Molekiile hat, die schon zum Zeitpunkt der Infektion auf der Zelloberflache von DC2.4-Zellen
vorhanden sind. CD86 wird nach Infektion lber Clathrin-abhdngige Mechanismen internalisiert, zu

den Lysosomen transportiert und dort degradiert.
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4.1 AUSWIRKUNG DER MODB7-2-EXPRESSION AUF DIE CD86-
OBERFLACHENEXPRESSION BEI MCMV-INFEKTION VON WT3-FIBROBLASTEN UND
DC2.4-ZELLEN

In einem ersten Experiment wurden die Ergebnisse von Loewendorf et al. Giberprift (Loewendorf et
al., 2004): Es konnte bestatigt werden, dass die CD86-Expression auf der Zelloberfliche MCMV-

infizierter RAW264.7-Zellen vermindert wird.

Die Infektion von Fibroblasten, die CD86 stabil exprimieren, zeigte auch eine CD86-Internalisation.
Allerdings kann bis jetzt nur angenommen werden, dass dieser Effekt eine Folge der Infektion mit
MCMV-WT an sich ist. Die Infektion mit einer MCMV-Mutante, die modB7-2 exprimiert (MCMV-
A6 modB7-2 FL) als auch mit einer Mutante, der das modB7-2-Gen fehlt (MCMV-AmodB7-2)
resultierten in beiden Fallen auch in einer Reduktion der CD86-Oberflachenexpression, wobei sich die
CD86-Level auf der Zelloberflache zwischen den Infektionen beider Virusmutanten nicht
unterschieden (siehe Abbildung 3.4). Folglich ist die CD86-Internalisation in infizierten WT3-
Fibroblasten nicht modB7-2-spezifisch. Mdglich ware deshalb, dass in Fibroblasten ein weiteres
Protein additiv zu modB7-2 auf gleichem oder anderen Wege die CD86-Internalisation bewirkt. Da
sich MCMV-WT von der Mutante MCMV-A6 modB7-2 FL nur durch Anwesenheit der ORFs m144-
m157 unterscheidet, bei Infektion mit MCMV-WT aber eine stdrkere Verringerung der CD86-
Oberflachenexpression als bei Infektion mit MCMV-A6 modB7-2 FL auftritt, ist dieses Protein

wahrscheinlich in der MCMV-Genomregion zwischen den ORFs m144- m157 kodiert.

Natdirlich ist es denkbar, dass in dem artifiziellen Fibroblasten-Zellsystem die CD86-Uberexpression
so stark war (siehe Abbildung 3.3), dass ein moglicher modB7-2-Effekt nicht detektiert werden
konnte. Mdoglicherweise wird CD86 schneller exprimiert und zur Zelloberflache transportiert, als die

modB7-2-abhingige CD86-Internalisierung ablauft.

Moglich ist aber eher, dass modB7-2 nicht in Fibroblasten, sondern moglicherweise nur in Zellen mit
hdamatopoetischem Ursprung, die natirlicherweise CD86 exprimieren, eine Verringerung der CD86-
Oberflachenexpression erreicht. Dies wiirde Regulationsmechanismen fiir CD86 postulieren, deren
Komponenten nur in hamatopoetischen Zellen vorhanden sind. Moéglich ware dabei, dass die modB7-
2-Expression die CD86-Oberflachenexpression indirekt beeinflusst: Durch Modulation der Expression
von Molekiilen, welche eine Rolle in der CD86-Expression und seiner Regulation spielen, wie z.B. der
nerve growth factor (NGF), das Calcitoningen-verwandte Peptid (CGRP), die Phosphatidylinositol-3-
Kinase (PI3K), NF-kB oder LIGHT (Bracci-Laudiero et al., 2005; Carucci et al., 2000; Marshall-Clarke et
al., 2003; Zou und Hu, 2005;), kénnte die Expression von modB7-2 die CD86-Oberflachenexpression
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manipulieren. Denkbar ware auch, dass die modB7-2-Expression die IL-10-Produktion steigert und so
abhangig von der MAP-Kinase p38 die CD86-Oberflachenexpression senkt; besagter Einfluss von IL-10
auf CD86 wurde von Lim und Kollegen gezeigt (Lim et al., 2002). Man konnte sich auch vorstellen,
dass Uber eine modB7-2-abhdngige Steigerung der IL-10-Expression die Produktion von MARCH-1
stimuliert wird. MARCH-1 ist eine E3-Ubiquitin-Ligase, die nach Bindung an CD86 dessen
Ubiquitinierung und die darauffolgende Degradation in Lysosomen bewirkt (Corcoran et al., 2011;
Baravalle et al., 2011). Tatsdchlich wurde gezeigt, dass IL-10 autokrin die MARCH-1-Expression
stimulieren kann und so die CD86-Degradation auslésen kann; dies wurde sowohl flir Monocyten als
auch dendritische Zellen gezeigt (Baravalle et al., 2011; Tze et al., 2011, Thibodeau et al., 2008). IL-10
wird hauptsachlich in T-Helfer-Zellen, CD8" T-Zellen, dendritischen Zellen, Mastzellen, Granulozyten
sowie Makrophagen und Monozyten produziert - in Fibroblasten wird von keiner IL-10-Produktion
berichtet. Folglich ware dies ein mdglicher Mechanismus, wie modB7-2 die Verminderung der CD86-
Oberflachenexpression bei MCMV-Infektion bewirken und warum in Fibroblasten keine modB7-2-
abhidngige Reduktion der CD86-Oberflachenexpression detektiert werden konnte (de Waal Malefyt
et al., 1991; Del Prete et al., 1993, Sabat et al., 2010).

Neben MARCH-1 fiihrt auch die Expression der Proteine MARCH-2 und MARCH-8 zur Reduktion der
CD86-Expression an der Zelloberflache. Bei Untersuchungen zur Funktion von MARCH-8 konnte
gezeigt werden, dass auch MARCH-8 die Ubiquitinierung von CD86 und die anschlieRende CD86-
Internalisation sowie Degradation in den Lysosomen bewirkt (Bartee et al., 2004; Goto et al., 2003).
MARCH-1 und MARCH-8 sind in den sekundaren lymphoiden Geweben wie Milz und Lymphknoten
exprimiert, eine Expression dieser Proteine in Fibroblasten ist nicht bekannt (Wang et al., 2009; Goto
et al., 2003; Bartee et al., 2004; Matsuki et al., 2007; Ohmura-Hoshino 2006). Von MARCH-2 wird
berichtet, dass dieses Protein ubiquitdr in Endosomen exprimiert wird und als Regulator des
Transports zwischen trans-Golgi-Netzwerk (TGN) und Endosomen aktiv ist (Nakamura et al, 2005).
Folglich kénnte modB7-2 die Mechanismen von MARCH-1 oder MARCH-8 benutzen, um die CD86-
Reduktion auf der Zelloberflache zu bewerkstelligen. Die Tatsache, dass das modB7-2-Protein selbst
keine RING-CH-Doméne besitzt - wie z. B. die viralen MARCH-Proteine K3 und K5 von KSHV (Dodd et
al., 2004; Lehner et al., 2005) - unterstitzt die Annahme, dass modB7-2 eine Verringerung der CD86-
Expression an der Zelloberfliche indirekt Uber eines der MARCH-Proteine auslésen konnte.
Tatsachlich fiihrt die Uberexpression von MARCH-1 in CD86-exprimierenden Fibroblasten zur einer
Verringerung der CD86-Oberflichenexpression (Jabbour et al., 2009). Die Beteiligung eines MARCH-
Proteins an der CD86-Internalisation in der MCMV-Infektion ist allerdings bisher hypothetisch und
musste erst noch gezeigt werden. Deshalb kann gegenwartig auch nicht ausgeschlossen werden, dass
die MARCH-Proteine in der Reduktion der CD86-Oberflachenexpression gar keine Rolle spielen und

bei diesem Prozess andere zelluldre oder virale Proteine eine essentielle Funktion haben.
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Die Ergebnisse in Abbildung 3.5 zeigten einen Unterschied zu den bekannten Ergebnissen in
RAW264.7-Zellen auf (Loewendorf et al., 2004): Durch das Einfligen von Stop-Kodons in den ORF von
modB7-2 wurde eine nonsense-Mutante hergestellt, welche die Fahigkeit zur Verminderung der
CD86-0Oberflachenexpression in RAW264.7-Zellen komplett verloren hat. Die Infektion von DC2.4-
Zellen mit dieser MCMV-AmodB7-2-Mutante resultierte dennoch in einer CD86-Internalisation, die
jedoch schwacher war als bei Infektion mit MCMV-WT. Dies deutet daraufhin, dass DC2.4-Zellen
(dendritische  Zelllinie) und RAW264.7-Zellen (Monozyten/Makrophagen-Zelllinie) andere
Mechanismen der CD86-Regulation bzw. -Internalisation haben. Bei Infektion von RAW264.7-Zellen
war die CD86-Internalisation modB7-2-spezifisch und wird allein durch die modB7-2-Expression
bewirkt. Auch bei Infektion von DC2.4-Zellen war der Effekt modB7-2-spezifisch, da die Integration
des modB7-2-ORFs in das Virusgenom der MCMV-A6-Mutante (welche keine Verminderung der
CD86-0berflachenexpression bewirkt), wieder eine CD86-Reduktion an der Zelloberflache bewirkte
(Abbildung 3.5). Da bei Infektion mit MCMV-AmodB7-2 eine stdrkere CD86-Internalisation als nach
Infektion mit MCMV-A6 zu beobachten war, ist zu vermuten, dass bei Infektion von DC2.4-Zellen
noch andere MCMV-Genprodukte (kodierend fir die ORFs m144-m157) an der Reduktion der CD86-
Oberflachenexpression beteiligt sind. Das genannte Experiment wurde mindestens dreimal mit
vergleichbarem Ergebnis wiederholt, allerdings wurde die gleiche Viruspraparation benutzt. Eine gute
Kontrolle der These einer Beteiligung eines weiteren MCMV-Proteins ware die Reproduktion mit
unabhangig hergestellten Virusprdparationen. Weiterhin sollte die DNA-Sequenz von MCMV-
AmodB7-2 im Bereich der nonsense-Mutation tberpriift werden, um eine mogliche Riickmutation zur
Wildtyp-Sequenz auszuschlieBen. Zu Uberpriifung, ob weitere MCMV-Proteine einen Einfluss auf die
Verringerung der CD86-Oberfachenexpression haben, kénnte man die ORFs m144 bis m157 einzeln
in das Virusgenom von MCMV-A6 integrieren. So kdonnte eventuell ein zweites virales Protein
detektiert werden, dass den CD86-Level an der Zelloberflaiche reduzieren kann. Zuséatzlich kénnte
man die DNA-Sequenzen fliir modB7-2 FL und fiir weitere virale Proteine in das Genom von MCMV-A6
einfligen, um eine mogliche starkere Reduktion der CD86-Oberflichenexpression infizierter DC2.4-

Zellen gegeniiber MCMV-A6 modB7-2 FL-infizierten Zellen zu priifen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich die CD86-Internalisationsmechanismen bei Infektion mit
MCMV in verschiedenen Zelltypen unterscheiden: Bei Infektion von RAW264.7-Zellen resultiert die
Expression des modB7-2-Proteins in einer spezifischen CD86-Internalisation, wahrend bei Infektion
von DC2.4-Zellen wahrscheinlich weitere virale Proteine an der Verringerung der CD86-
Oberflachenexpression beteiligt sind, welche durch einen oder mehrere der ORFs m144 bis m157
kodiert sind. In infizierten CD86-exprimierenden Fibroblasten konnte kein modB7-2-spezifischer
Effekt auf die CD86-Oberflaichenexpression festgestellt werden. Dies deutet auf die Beteiligung

weiterer, in hdmatopoetischen Zellen vorhandener zelluldrer Faktoren hin.
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4.2 STARTKODONS FUR DIE INITIATION DER MODB7-2-PROTEINSYNTHESE

Fiir die spatere Expressionsklonierung von modB7-2 war es notwendig, das richtige Startkodon des
ORFs zu bestimmen (Abschnitt 3.4). Da eine Expression des modB7-2-Proteins nur detektiert werden
konnte, wenn Plasmide verwendet wurden, deren ORF entweder fir alle drei in frame vorhanden
ATG-Kodons kodiert (Variante modB7-2 FL) oder aber in deren ORF das 3. ATG-Kodon vorhanden war
(Variante modB7-2 3.ATG), wurde geschlossen, dass es sich bei dem 3. ATG um das eigentliche
Startkodon handelt. Die Moglichkeit, dass hier die Transfektionseffizienz bei den anderen modB7-2-
Varianten zu gering war, um deren Expression feststellen zu kdénnen, ist sehr unwahrscheinlich, da
die Expression anhand der Luciferaseaktivitdt eines ko-transfizierten Plasmides normalisiert worden

war.

Nach Transfektion von HEK 293T-Zellen mit den modB7-2 FL- und modB7-2 3.ATG-kodierenden
Vektoren wurden zwei modB7-2-spezifische Protein-Banden nachgewiesen, wahrend nach Infektion
von APCs mit MCMV-WT nur eine Bande feststellbar war. Dies kdnnte ein spezifischer Effekt von
HEK 293T-Zellen sein. Moglich ware, dass in diesen Zellen das modB7-2-Protein anders als in

infizierten DC2.4-Zellen posttranslational modifiziert wird.

Um die Funktion der unterschiedlichen modB7-2-Varianten im Viruskontext untersuchen zu kénnen,
wurden die entsprechenden Virusmutanten hergestellt und der Effekt auf die CD86-Expression in
DC2.4-Zellen untersucht. Nach Infektion mit MCMV-A6 modB7-2 FL und mit MCMV-A6 modB7-
2 3.ATG war die CD86-Expression gleich stark verringert, wahrend nur eine partielle CD86-
Internalisation bei Infektion mit MCMV-A6 modB7-2 1.ATG beobachtet wurde. Dies legt nahe, dass
das modB7-2-Protein, dessen Synthese am dritten Start-Kodon der jeweiligen mRNA beginnt, voll
funktionell ist und die Proteinfunktion nicht beeinflusst ist. Ist nur das 1. ATG-Kodon fir die
Translationsinitiation verfligbar, ist die Funktion der resultierenden modB7-2-Proteinvariante stark
eingeschrankt. Folglich scheidet das erste Start-Kodon als Startpunkt der Translation der viral
exprimierten modB7-2-mRNA aus. Bei Betrachtung des Western Blots in Abbildung 3.8 B gab es einen
weiteren Hinweis darauf: Nach Infektion von DC2.4-Zellen mit MCMV-WT war nur eine modB7-2-
spezifische Protein-Bande zu sehen, welche die gleiche Gel-Mobilitat zeigte wie das Protein, das aus
der Expression des modB7-2 3.ATG-ORFs resultiert. Dies bestarkt die Vermutung, dass die Synthese
des viral exprimierten modB7-2-Proteins durch Translationsbeginn am dritten Start-Kodon der mRNA
beginnt, da bei Translationsstart an einem anderen Start-Kodon das resultierende modB7-2-Protein
aufgrund seines hoheren Molekulargewichts mit anderer Mobilitat in der SDS-PAGE wandern wiirde

(siehe unterschiedliche Molekulargewichte der modB7-2Varianten; Abbildung 3.6).
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Die Hauptbande des modB7-2 FL-Proteins lief im SDS-Gel mit der gleichen Mobilitat wie das modB7-
2-Protein, das bei Infektion mit MCMV-WT exprimiert wird, aber es war zusatzlich eine langsamer
wandernde Bande auf Hohe der modB7-2-Variante, die bei Infektion mit MCMV-A6 modB7-2 1.ATG
exprimiert wird, zu erkennen. Dies deutet darauf hin, dass bei Expression der modB7-2-Variante, die
bei Infektion mit MCMV-A6 modB7-2 FL exprimiert wird, das erste Start-Kodon der modB7-2-mRNA
zu einem geringen Anteil zum Beginn der Translation benutzt wird, hauptsachlich allerdings das

3. ATG-Kodon.

Da es sich beim modB7-2-Protein um ein putatives Transmembranprotein handelt, kdnnte eine
N-terminale Verlangerung des Proteins, wie sie aus einem Translationsstart der modB7-2-mRNA am
1. ATG/2. ATG resultieren wirde, eine Fehlfaltung des Proteins verursachen und somit die
Degradation in die Wege leiten. Denkbar ware auch, dass ein potentielles Signalpeptid am N-
Terminus durch die Verlangerung des Proteins bei Translationsinitiation am ersten oder zweiten
putativen Start-Kodon maskiert wird. Die resultierende Misslokalisation kdnnte zur schnellen
Degradation der jeweiligen modB7-2-Proteinvarianten fiihren, was die schwache modB7-2-

Expression bei Infektion von MCMV-A6 modB7-2 1.ATG erklaren wirde.

Flr die Translationsinitiation wird postuliert, dass die kleine ribosomale Untereinheit am 5 -Ende an
die mRNA herantritt und dann linear (iber die mRNA wandert (Shatkin, 1985). Bei diesem als
,ribosome scanning” bezeichneten Modell (Kozak, 2002; Hershey al., 1991) gibt es verschiedene
Faktoren, die bestimmen, welches Start-Kodon vom Ribosom benutzt wird. Meistens wird das
1. Start-Kodon benutzt, welches beim Scannen der mRNA vom Ribosom vom 5°-Ende beginnend

erreicht wird.

Des Weiteren kann auch die Sekundar-Struktur der mRNA die Translationsinitiation beeinflussen:
Durch Ausbilden einer Stem-loop-Struktur kann das Binden der 40S-Untereinheit an die mRNA
inhibiert werden (Kozak, 1989); ist diese Sekundarstruktur weit genug vom 5’-Ende entfernt und
kann das Ribosom an die mRNA binden, so kann die Sekundarstruktur vom Ribosom aufgelost
werden; die 80S-Untereinheit ist in dieser Hinsicht allerdings potenter als die 40S-Untereinheit
(Kozak et al., 1989; Lingelbach und Dobberstein, 1988). Ausschlaggebend fiir die Ausbildung einer
inhibierenden Sekundarstruktur sind GC-reiche Sequenzen im 5°-Leader (Jiang und Lucy, 2001; Tang
und Tseng; 1999). Das Ausbilden einer Sekundarstruktur stromabwarts eines ATGs kann aber auch
positive Effekte auf die Translationsinitiation haben: Die stem-loop-Struktur verlangsamt das
Ribosomenscanning und erleichtert so das Erkennen eines Start-Kodons (Kozak, 1990). Die nicht-
translatierte Region des modB7-2-ORFs hat einen GC-Gehalt von 48,9%, ob dies allerdings ausreicht,

um eine Sekundarstruktur ausbilden zu kdnnen, missen weitere Versuche zeigen.

123



Kapitel 4

Eine interessante Beobachtung war in diesem Zusammenhang die unterschiedliche Expression der
verschiedenen modB7-2-Varianten nach lentiviraler Transduktion (Abbildung 3.12). Anders als bei
den MCMV-Infektionsexperimenten wurde die Variante modB7-2nolExon bei Transduktion von
DC2.4-Zellen am schwadchsten exprimiert, obwohl die Kozak-Sequenz vor dem modB7-2-ORF im
lentiviralen Vektor eine starke Translationsinitiation bewirken sollte. Die Variante modB7-2 FL fiihrte
nach Transduktion zu einer starken Expression. Das exprimierte Protein zeigte im Protein-Gel jedoch
ein langsameres Laufverhalten als das modB7-2-Protein, das in der MCMV-Infektion exprimiert wird.
Aufgrund der Kozak-Sequenz startet die Translation hier wahrscheinlich am 1. ATG-Kodon (siehe
Abbildung 3.13). Nach Transduktion mit der Variante modB7-2 KodOP waren zwei Banden zu sehen,
da wahrscheinlich die Translation der mRNA am 1. und 3. Start-Kodon beginnt. In den vorherigen
Transfektions- und Infektionsexperimenten wurde stets nur eine schwache Expression der modB7-
2 1.ATG-Variante festgestellt (Abbildung 3.7 und 3.8). Dies deutet weniger auf ein instabiles Protein
bei Translationsstart am ersten Start-Kodon hin, sondern eher auf einen speziellen Mechanismus zur

Regulation der modB7-2-Translation.

Denkbar ist, dass sich eine RNA-Sekundarstruktur ausbildet, die bei Fehlen des 1. Exons des modB7-
2-Gens eine starke Translationsinitiation der mRNA verhindert. Man sollte dabei bedenken, dass hier
der ORF von modB7-2 zusammen mit dem ORF von GFP und einer IRES-Sequenz auf einer mRNA
vorhanden ist, wodurch eine andere Struktur der mRNA als bei Expression von modB7-2 im MCMV-
Kontext entstehen kdnnte. Ist das 1. Exon vorhanden, bildet sich womaéglich eine andere, schwachere
RNA-Sekundarstruktur und das Ribosom konnte die Sekundarstruktur, auflésen. Ein Modell, wie man
sich diese Strukturen vorstellen kénnte, ist in Abbildung 4.1 gezeigt. RNA-Struktur-Analysen sowie
lentivirale Vektoren ohne IRES-GFP-Kassette konnten darlber Aufschluss geben, ob die RNA-Struktur
die modB7-2-Translation bei lentiviraler Transduktion beeinflusst. Zur vollstandigen Beantwortung
der Frage, ob eine Sekundarstruktur der modB7-2-mRNA fiir den Start der Proteinsynthese am
3. Startkodon verantwortlich ist missen Vorhersagen erstellt werden und diese dann durch

Mutationsexperimente getestet werden.
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Abbildung 4.1 Modell moglicher RNA-Sekundarstrukuren der verschiedenen modB7-2-Konstrukte
(A) Im MCMV-Kontext bildet sich bei Vorhandensein des 1.Exons im modB7-2-ORF eine RNA-Sekundarstruktur auf der

modB7-2-mRNA, die vom Ribosom aufgeldst werden kann. Fehlt das 1.Exon, kann sich keine Sekundarstruktur ausbilden
(B) Im lentiviralen Kontext bildet sich bei Fehlen des 1.Exons eine RNA-Sekundarstruktur zwischen 5°-UTR und 3'-UTR, die
vom Ribosom nur schwer aufgeldst werden kann und so zu einer geringen Translationseffizienz der modB7-2-mRNA fihrt.
Schwarze Punkte stellen putative Startkodons (AUG) auf der mRNA dar.

Ein anderer wichtiger Faktor, der die Translationsinitiation bestimmt, stellt der Kontext dar, in dem
sich das Startkodon befindet. Die optimale Umgebung dafiir, dass ein Ribosom ein ATG-Kodon als
,Start” annimmt, ist die Konsensussequenz GCCRCCatgG. Von hochster Relevanz sind dabei A und G
an Position -3 zu sehen (wobei A stirker den Translationsstart initiiert als G); aber auch das G an
Position +4 ist stark konserviert (Kozak, 1986; Kozak, 1997; Kozak, 2002). Tatsachlich hat das
Nukleotid an Position -3 gefolgt von dem Guanin bei +4 die starksten Effekte und erhoht die
Translation um mindestens das Zehnfache; die restlichen Nukleotide haben dabei marginale

Auswirkungen.

Betrachtet man nun die Sequenzumgebung der drei in der cDNA-Sequenz von modB7-2 vorhandenen
potentiellen Startkodons, so stellt man fest, dass keines der drei moglichen Startkodons von der
optimalen Konsensussequenz GCCRCCatgG umgeben wird (siehe Abbildung 4.2). Auch der

Sequenzkontext des 1.ATGs des modB7-2-ORF im Wildtypvirus ist nicht optimal.
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Sequenzkontext des Sequenzkontext des Sequenzkontext des Sequenzkontext des
1.ATGs im modB7-2- 1.ATGs im modB7-2- 2.ATGs im modB7-2- 3.ATGs im modB7-2-
ORF von MCMV-WT ORF im Vektor pcDNA3 ORF ORF
TGGCTCatgA CGGCTCatgA TTCTTGatgA AATAAGatgC

1111 11 | 111 11
GCCRCCatgG GCCRCCatgG GCCRCCatgG GCdRICCatgG

Abbildung 4.2 Sequenzkontext der jeweiligen ATG-Kodons im modB7-2-ORF
Dargestellt sind die Sequenzumgebungen der ATG-Kodons im modB7-2-ORF in MCMV-WT sowie in pcDNA3 im

Vergleich zur optimalen Konsensussequenz (grau) fiir eine erhohte Translationsinitiation an diesem ATG. Umrahmt ist
das stark konservierte Purin an Position -3, welches eine gesteigerte Translationsinitiation bewirkt.

Das dritte ATG-Kodon befindet sich in der Sequenzumgebung AATAAGatgC und zeigt das stark
konservierte A an der Stelle -3, welches auch stark die Translationseffizienz erh6ht. Das dritte ATG-
Kodon zeigt somit trotz nicht optimaler Konsensussequenz die wohl starkste der drei potentiellen
Startkodons. Befinden sich mehrere Start-Kodons auf einer mRNA und liegt das erste Start-Kodon in
einem suboptimalen Kontext, stoppen hier einige Ribosomen und starten die Translation, wobei der
Grolteil der Ribosomen allerdings weiter an der mRNA entlangscannt, um dann an dem
stromabwarts liegenden, in einen besseren Kontext eingebetteten ATG-Kodon die Translation zu
initiieren (Kozak, 2002). Dieses sogenannte leaky scanning ist ein Regulationsmechanismus der
Translation, mit dem die synthetisierte Menge eines Proteins gesteuert werden kann (Tucker et al.,
2001). Auch Viren nutzen das Prinzip des leaky scannings: die schwache Sequenzumgebung des
Startkodons in der fur das HIV-1-Protein Vpu kodierenden Sequenz gewihrleistet, dass die
Ribosomen teilweise am Vpu-Start vorbeilaufen und somit die fir das Env-Protein
stromabwartsliegende kodierende Region translatiert werden kann (Schwartz et al., 1992; Kozak,

1991; Kozak, 2002).

Die Transfektionsexperimente mit den modB7-2-Plasmiden, bei denen die Translation von einem
bestimmten ATG-Kodon erzwungen wird, deuten auf einen leaky scanning-Mechanismus hin. Beim
forcierten Start der Translation am 1. oder 2. ATG-Kodon war kein modB7-2-Protein zu detektieren.
Nur wenn das 3.ATG-Kodon im modB7-2-ORF vorhanden war, lie sich modB7-2-Protein
detektieren, sowohl bei Vorhandensein als auch bei Fehlen der beiden anderen putativen Start-
Kodons stromaufwarts vom 3. ATG-Kodon. Bei Infektion von DC2.4-Zellen mit MCMV-A6 modB7-2 FL
wurde das 1. ATG-Kodon wahrscheinlich minimal, das 3. ATG-Kodon jedoch am haufigsten zur
Translationsinitiation von modB7-2 genutzt. Weiterhin ist gemal der Theorie des leaky scannings
nicht auszuschlieBen, dass die Translation am 1. oder 2. Start-Kodon in geringem Male begonnen
wird; die modB7-2-Varianten waren allerdings nur in geringer Menge nachzuweisen (siehe

Abbildung 3.8 B).
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Insgesamt decken sich die experimentellen Ergebnisse mit den Erwartungen aufgrund des
Sequenzkontextes der ATG-Kodons. Auch die FACS-Experimente (Abbildung 3.8 A) zeigten, dass das
modB7-2-Protein, welches durch Translationsbeginn am 1. ATG-Kodon entsteht, in der Funktion der
Verringerung CD86-Oberflachenexpression gegeniiber der Proteinvariante modB7-2 3.ATG deutlich
eingeschrankt war. Da die modB7-2-Protein-Variante, die bei Infektion mit MCMV-A6 modB7-2 3.ATG
exprimiert wird, gleich funktionell war wie diejenige, die bei Infektion mit MCMV-A6 modB7-2 FL
hergestellt wird, |asst sich daraus schliefen, dass die Translation tatsachlich am 3. ATG-Kodon startet,

bedingt durch die Sequenzumgebung und potentieller Sekundarstrukturen der modB7-2-mRNA.

4.3 POTENTIELLE FUNKTION DES ERSTEN EXONS DES MODB7-2-GENS

Da die Synthese des modB7-2-Proteins am 3. Start-Kodon der modB7-2-mRNA initiiert wird, stellt
sich die Frage, warum das modB7-2-Gen zwei Exons besitzt, obwohl die Sequenz des 1. Exons nicht
translatiert wird. Das 1. und das 2. ATG-Kodon befinden sich im 1. Exon und die Konsensus-Sequenz

des dritten ATG-Kodons wird durch das SpleiRen nicht verandert.

Die Ergebnisse in Abbildung 3.10 B zeigten, dass bei Fehlen des 1. Exons gemaR der first-ATG-rule
translatiert wird; die exprimierte Menge des modB7-2-Proteins war hier sogar etwas hoher als bei

Infektion mit MCMV-A6 modB7-2 FL, d.h. wenn das 1. Exon vorhanden ist.

Die DNA-Sequenz der Variante modB7-2nolExon befindet sich im Sequenzkontext CGGCTCatgC, die
auch kaum mit der Konsensussequenz GCCRCCatgG (ibereinstimmt. Trotzdem wurde das modB7-2-
Protein, das bei der Infektion mit MCMV-A6 modB7-2nolExon entsteht, im Gegensatz zur MCMV-
A6 modB7-2 1.ATG-Infektion stark exprimiert. Wie in Abbildung 3.10 B zu sehen, entstehen noch
weitere kleinere, schwacher exprimierte Proteine, wenn das 1. Exon fehlt. Dies deutet daraufhin,
dass das 1. Exon einen Einfluss auf die modB7-2-Expression hat und dass bei seinem Fehlen eventuell
Degradationsprodukte des modB7-2-Proteins entstehen. Dass es sich bei diesen Banden um Proteine
handelt, die von einem im modB7-2-Gen weiter stromabwarts liegenden potentiellen Start-Kodon
aus translatiert werden konnten, ist praktisch ausgeschlossen: Stromabwarts vom 3. ATG-Kodon gibt
es nur noch ein weiteres ATG, welches nicht in frame liegt. Ein eventuell daraus resultierendes

Protein kdnnte von dem spezifischen modB7-2-Antiserum nicht erkannt werden.

Auch die Verringerung der CD86-Oberflachenexpression des modB7-2-Proteins ist beeintrachtigt,

wenn das 1. Exon fehlt. Die Daten in Abbildung 3.10 A zeigen, dass sich zwei Zellpopulationen
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gebildet hatten: eine, in der die Verminderung der CD86-Oberflachenexpression wie bei Infektion mit
MCMV-A6 modB7-2 FL ablauft, wahrend in der zweiten Population der Effekt nicht eintrat. Folglich

ist das 1. Exon des modB7-2-Gens fir die volle Funktionalitat essentiell.

Eine RNA-Sekundarstruktur, die sich mit dem ersten Exon der modB7-2-mRNA bilden kénnte und so
das Scanning des Ribosoms verlangsamt, kénnte den Translationsstart am dritten Start-Kodon
erleichtern (Siehe Abschnitt 4.2 und Kozak, 1990). Durch Vergleich der Kinetik der modB7-2-
Expression und der Verdanderung der CD86-Oberflachenexpression nach Infektion mit der Mutante
MCMV-A6 modB7-2nolExon und MCMV-A6 modB7-2 FL konnte man auf eine solche Verdnderung

der modB7-2-Expression schlieBen.

Es gibt Hinweise darauf, dass 5°-nicht-translatierte Exons Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren
oder interne Promotorelemente enthalten (Zou et al.,, 1995; Edens und Talamantes, 1998). Die
meisten dieser 5°-UTRs beinhalten ein oder mehrere ATG-Kodons, die stromaufwarts des ersten
kodierenden ATG-Kodons liegen. Weniger als 10 % der eukaryotischen 5°UTRs besitzen ein oder
mehrere ATG-Kodons, allerdings liegt der Prozentsatz héher in 5-UTRs von Wachstumsfaktoren,

Oberflachenrezeptoren und Protoonkogenen (Pekhletsky et al., 1992; Edens und Talamantes, 1998)

Simari et al. konnten mit Transfektionsexperimenten zeigen, dass die Expression eines Reporters
verstarkt wird, wenn das 5’-nicht-translatierte erste Exon und das erste Intron des HMCV-IE1-ORFs
vor das Reportergen kloniert wurde (Simari et al., 1998). Ghazal und Nelson fanden dhnliche Effekte
fiir das 1. Exon des HCMV-IE1-Gens. Sie konnten ein Sequenzelement (TGACCTCCATAGAAGACA) im
5’-nicht-translatierten ersten Exon identifizieren, welches in MCMV und SCMV (simian CMV)
konserviert ist. Moglicherweise binden an diese Sequenzen Transkriptionsfaktoren, welche die
Transkription unter der Kontrolle des humanen major immediate early promotor (MIEP) verstarken
(Ghazal und Nelson, 1991). Dieses konservierte Motiv (TGACCTCCATAGAAGACA) ist nicht im modB7-
2-Gen zu finden. Moglicherweise befinden sich hier andere transaktivierende Sequenzen, die

spezifisch Einfluss auf die Transkription des modB7-2-Gens nehmen.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass das modB7-2-Gen das 1. Exon fiir seine volle
Aktivitat bendtigt. Ob tatsachlich die Sequenz des ersten Exons des modB7-2-Gens in der Lage ist, die
Expression von Genen zu erhdéhen, kdnnen sensitive Reporterassays mit der DNA-Sequenz des ersten

modB7-2-Exons zeigen, idealerweise mit dem modB7-2-eigenen Promotor.
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4.4 EXPRESSION UND AKTIVITAT VON MODB7-2 AURERHALB DES VIRUSKONTEXTES

In Kapitel 3.6 wurde modB7-2 mittels lentiviraler Transduktion unabhdngig vom MCMV-Kontext
exprimiert, um zu prifen, ob das modB7-2-Protein auch allein die Reduktion der CD86-
Oberflachenexpression bewirkt, oder ob dazu weitere virale Proteine bendtigt werden. Die
gewonnenen Ergebnisse lieen Riickschliisse Gber mogliche weitere, flr die Beeinflussung der CD86-
Expression essentielle MCMV-Proteine zu. Es wurde gezeigt, dass bei lentiviraler Transduktion von
DC2.4-Zellen mit den verschiedenen modB7-2-Varianten entweder gar keine oder nur eine sehr
schwache Expression (im Fall des Konstrukts modB7-2 KodOP) festgestellt werden konnte (Abbildung
3.12 B). Erst nach Zugabe des Proteasom-Inhibitors MG-132 wurde eine modB7-2-Expression
detektiert, wenn auch in unterschiedlichem MaRe. Bei der HIV-1-Infektion hat MG-132 einen
positiven Effekt auf die Infektion - wahrscheinlich zu friihen Zeitpunkten im Infektionszyklus
(Schwartz et al., 1998). Santoni de Sio et al. konnten zeigen, dass durch MG-132-Zugabe bei der
lentiviralen Transduktion die Effizienz erhoht wird; dieser Effekt war besonders stark bei
hdamatopoetischen Stammzellen (Santoni de Sio et al.,, 2006). Ein Effekt von MG-132 auf die
Transduktionseffizienz ist bei dem in Abb. 3.12 B gezeigten Experiment unwahrscheinlich, da MG-132
erst 69 h nach der Transduktion zugegeben wurde. MG-132 stabilisiert hier eher das modB7-2-
Protein, das sehr schnell durch das Proteasom degradiert zu werden scheint, wenn es unabhangig

von anderen MCMV-Proteinen exprimiert wird.

Die Expression von modB7-2 nach lentiviraler Transduktion von DC2.4-Zellen hatte keinen Effekt auf
die CD86-Oberflachenexpression (Abbildung 3.12 B und C), gleichgiiltig welches der verschiedenen
modB7-2-Konstrukte verwendet wurde. Dass dies an einer zu geringen Menge an exprimiertem
modB7-2-Protein lag, konnte ausgeschlossen werden (Abbildung 3.13). Somit liegt die Vermutung
nahe, dass fiir die modB7-2-abhdngige CD86-Internalisation in DC2.4-Zellen weitere MCMV-Proteine
benotigt werden. Folglich muss modB7-2 einen anderen Wirkungsmechanismus besitzen als das
KSHV-Protein K5, welches unabhangig von anderen KSHV-Proteinen die CD86-Degradation bewirken
kann (Ishido et al., 2000; Coscoy und Ganem, 2001).

Bekannt ist, dass die CD86-Internalisation durch Ubiquitinierung von CD86 Gber MARCH-1 induziert
wird (Jabbour et al., 2009). Denkbar ware deshalb, dass modB7-2 ein weiteres virales Protein
benotigt, welches CD86 ubiquitiniert oder in anderer Weise fiir die Internalisation markiert. ModB7-2
hat im Gegensatz zu K3 und K5 von KSHV keine RING-Domaéne (Dodd et al., 2004; Lehner et al., 2005),
und es ist somit unwahrscheinlich, dass modB7-2 selbst CD86 ubiquitiniert. Diese Ubiquitinierung

kénnte das unbekannte MCMV-Protein durchfiihren. Moglich ware auch, dass MCMV zelluldre
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Proteine (z. B. MARCH-1, -2 oder -8) fir die CD86-Internalisation rekrutiert werden. Das unbekannte
MCMV-Protein kdnnte modB7-2 zu einem MARCH-Protein eskortieren und anschliefend kdnnte sich
ein terndrer Komplex aus MARCH, modB7-2 und dem unbekannten MCMV-Protein bilden. modB7-2
bringt diesen Komplex zu CD86, welches dann von MARCH ubiquitiniert und anschliefend

internalisiert wird.

Um die Beteiligung weiterer MCMV-Proteine zu bestatigen, ist in weiterflihrenden Versuchen zu
testen, ob eine Infektion lentiviral transduzierter DC2.4-Zellen mit MCMV-A6 die CD86-Internalisation
wieder herstellen kann. Im Rahmen dieser Arbeit wurden erste Versuche dazu durchgefiihrt. Es
wurden DC2.4-Zellen hergestellt, die nach lentiviraler Transduktion stabil modB7-2 zusammen mit
GFP exprimieren. Es muss nun noch eine MCMV-A6-Mutante kreiert werden, die anstatt GFP einen
anderen Marker exprimiert, um modB7-2-exprimierende und MCMV-A6-infizierte Zellen detektieren
zu konnen. AulRerdem konnte man Koimmunoprazipitations—Experimente mit Antikorpern gegen
modB7-2 und CD86 durchfiihren Moglicherweise lieRe sich so das postulierte weitere MCMV-Protein
koimmunoprazipitieren und identifizieren. Die Bestatigung eines dritten MCMV-Proteins unterstiitzt
die weiterfliihrende Analyse des Mechanismus, wie CD86 durch modB7-2 fiir die Internalisierung
markiert wird. Dies koénnte dann auch Erkenntnisse zum unterschiedlichen Mechanismus in

RAW264.7- und DC2.4-Zellen liefern.

4.5 SUBZELLULARE LOKALISATION VON MODB7-2 UND POTENTIELLE FUNKTION DES

ACIDIC CLUSTERS

Fir das modB7-2-Protein wurde vorhergesagt, dass es sich um ein Transmembranprotein des Typs
lllb mit zwei membrandurchspannenden Domanen handelt (Loewendorf, 2005). Somit sollte sich
modB7-2 in Membranen befinden und zumindest in einer der Organellen des sekretorischen Weges

detektierbar sein.

Zunichst liel sich ein Unterschied in der Lokalisation der Marker Calnexin und EEA-1 zwischen nicht-
infizierten und infizierten Zellen feststellen. Die Lokalisation des Markerproteins fir den Golgi-
Apparat war dagegen nicht verandert. Fiir HCMV ist bekannt, dass es nach Infektion zu einer
Umstrukturierung der Zellorganelle kommt: Perinuklear bildet sich der virion assembly complex, hier
findet das letzte Stadium der Virusassemblierung und —reifung statt. Bei diesen Einschliissen handelt
sich um umgelagerte Zellorganellen des sekretorischen Weges, die sich in konzentrischen Ringen

aufbauen: Im Zentrum dieses virion assembly complex befinden sich EEA-1-positive Strukturen;
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aullerhalb davon findet man TGN-positive Strukturen. Geht man innerhalb dieses Komplexes weiter
nach auBen findet man ER-Strukturen (Sanchez et al., 2000; Das et al., 2007). In der vorliegenden
Arbeit konnte auch eine solche Umlagerung der Zellorganellen nach MCMV-Infektion von DC2.4-
Zellen beobachtet werden; ob dies auch einen in konzentrischen Ringen aufgebauter virion assembly

complex darstellt, missen weitere Untersuchungen zeigen.

Zu allen untersuchten Zeitpunkten konnte man eine Kolokalisation von GM130 mit einem Grofteil
der modB7-2-Protein-Population beobachten, wahrend eine Kolokalisation mit Calnexin eher
schwach war. Die Hauptmenge des modB7-2-Proteins ist folglich im Golgi-Apparat lokalisiert; modB7-

2 ist also in DC2.4-Zellen wie erwartet in Organellen des sekretorischen Weges exprimiert.

Da sich das modB7-2-Protein grofStenteils im Golgi-Apparat aufhalt, wurde die modB7-2-
Aminosauresequenz auf mogliche Motive untersucht, welche diese Lokalisation erkldaren kénnten. Es
wurde ein Acidic Cluster “EEDE* gefunden (Abbildung 3.17), dhnlich dem Acidic Cluster des HIV-
Proteins Nef (Greenberg et al., 1998). Die Mutation dieses Acidic Clusters fuhrte allerdings zu keiner
Anderung der Lokalisation von modB7-2 (Abbildung 3.19). Bei Infektion von DC2.4-Zellen mit der
Mutante MCMV-A6 modB7-2 AAC wurde auch die CD86-Oberflichenexpression ahnlich stark
verringert wie bei Infektion mit MCMV-A6 modB7-2 FL. Somit ist die Lokalisation sowie Funktion von
modB7-2 nicht von dem Motiv “’EEDE>* abhiangig. Denkbar ware, dass noch weitere Aminosduren
zum sauren Motiv dazugehéren: In der Sequenzumgebung von *’EEDE* befinden sich weitere saure
Reste *'KDRRDADR* (Abbildung 3.17). Bei Nef hat die Mutation des ACs *’EEEE® in “AAAA® die
Reduktion von MHC-I von der Oberflaiche komplett aufgehoben; allerdings nur bei vollstandiger
Mutation des Acidic Clusters. Die Mutation einzelner oder zweier saurer Aminosauren hat kaum
einen Effekt; die Mutation von drei der vier sauren Reste fiihrt zu einer Reduzierung des Effektes um
50 % (Greenberg et al., 1998; Baugh et al., 2008). Durch Mutation aller sauren Cluster konnte man
feststellen, ob diese Acidic Cluster verantwortlich sind fiir die Lokalisation von modB7 2 im Golgi-
Apparat. Fihrt diese Mutation zu einer Misslokalisation von modB7-2, kdnnte man feststellen, ob die
Lokalisation von modB7-2 im Golgi-Apparat essentiell fiir seine Funktion ist. Zudem kénnte man auch
modB7-2 durch Einfligen anderer Lokalisierungssignale in die modB7-2-Aminosauresequenz, wie z. B.
eines ER-Retentionssignales, in andere Kompartimente rekrutieren und dann analysieren, inwieweit

modB7-2 noch funktionell ist.

Ob das modB7-2-Protein auch an die Zelloberflache gelangt, konnte durch die verwendete Technik
der Immunfluoreszenzmikroskopie nicht festgestellt werden. Daher wurde durch Degradation der
Zelloberflachenproteine durch Pronase untersucht, ob modB7-2-Protein an die Zelloberflache

gelangt.
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modB7-2 erwies sich als Pronase-sensitiv und konnte sich folglich an der Zelloberflache aufhalten.
Allerdings war der kleine Shift von nur 1-2 kDa in der molekularen Masse unerwartet: Fiir modB7-2
wurde ein Typ lllb-Transmembranprotein vorhergesagt. Entsprechend wirden sich N- und C-
Terminus auf einer Seite der Zellmembran befinden und ein kleiner loop auf der anderen Seite (vgl.
Abbildung 1.7). Wiirde der kleine loop auRen liegen und durch Pronase abgebaut, blieben zwei
transmembranverankerte Proteinfragmente zuriick. Da das modB7-2-Antiserum gegen den C-
Terminus gerichtet ist, sollte das C-terminale Proteinfragment von ca. 4,3 kDa erkannt werden. Die
beobachtete Veranderung ist mit der erwarteten Membrantopologie von modB7-2 nicht erklarbar.
Wenn der C-Terminus auRen liegen und von Pronase degradiert werden wirde, ware im Western
Blot kein Signal mehr detektierbar. Da auch dies nicht der Fall ist, muss eine andere Struktur von

modB7-2 angenommen werden.

Eventuell konnte die Beobachtung erklart werden, wenn man annimmt, dass bei der
Pronasebehandlung posttranslationale Modifikationen entfernt wurden. Deshalb wurden in silico-
Analysen fiir N- und O-Glykosylierung sowie Phosphorylierung durchgefiihrt. Da weder O- noch N-
Glykosylierung von modB7-2 vorhergesagt wurden (Abbildung 3.22) und auch experimentell keine
Hinweise fiir Glykosylierungen gefunden wurden (Abbildung 3.24), ist modB7-2 wahrscheinlich nicht
glykosyliert. In silico wurden vier putative phosphorylierbare Reste gefunden; experimentell ergaben
sich auch keine Hinweise auf Phosphorylierung (Abbildung 3.23 und 3.24). Mdglich ist, dass modB7-2
eine andere Membrantopologie besitzt, und deshalb andere modB7-2-Fragmente in der

Pronasebehandlung entstehen kénnen.

Letztlich Aufschluss iber die gewonnenen Erkenntnisse werden Experimente zur Orientierung von
modB7-2 in der Membran geben und die Bestdtigung, ob modB7-2 tatsachlich zwei
Transmembrandomadnen besitzt. Da modB7-2 keine Glykosylierung aufweist, kbnnte man dies durch
Einfligen kunstlicher  Glykosylierungsstellen an  verschiedenen Stellen innerhalb der
Aminosauresequenz von modB7-2 herausfinden (Chavez und Hall, 1991; Popov et al., 1997; Liu et al.,
2002): Wird das Protein glykosyliert befindet sich die entsprechende Domaéne im luminalen Teil im
ER/Golgi und damit spater auBerhalb der Zelle. Wird die Domane nicht glykosyliert, befindet sie sich
im Zytoplasma. Durch Einfligen dieser kiinstlichen Glykosylierungsstellen an unterschiedlichen

Positionen innerhalb der modB7-2-Sequenz kdnnte so die Topologie von modB7-2 erforscht werden.

Des Weiteren ist anzumerken, dass im Western Blot bei den Pronase-behandelten Proben auch zwei
GAPDH-spezifische Proteinbanden detektiert wurden, wahrend in den nicht behandelten Proben nur
eine GAPDH-spezifische Proteinbande nachzuweisen war. Dies deutet darauf hin, dass Pronase
eventuell in geringen Mengen auch in das Zellinnere gelangen konnte und so auch die intrazellular

lokalisierten GAPDH- und modB7-2-Proteine teilweise spalten konnte.
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Auch wenn die Ergebnisse der Pronasebehandlung noch Fragen offenlassen und diese durch weitere
Versuche geklart werden missen, deuten die vorhandenen Ergebnisse darauf hin, dass ein Teil der
modB7-2-Molekiile die Zelloberfliche erreicht. Zusammengenommen zeigen die Ergebnisse, dass
modB7-2 sich hauptsachlich im Golgi aufhalt. Da 12 h p. i. modB7-2 mit EEA-1 kolokalisiert und sich
somit in friihen Endosomen aufhalt, ist es denkbar, dass modB7-2 zwischen Golgi und Zelloberflache
pendelt, um die CD86-Internalisation zu bewirken. Es ist moglich, dass modB7-2 dabei CD86 an die
Zelloberflache begleitet und dieses dann in die friihen Endosomen eskortiert. Von hier wandert
modB7-2 dann zuriick in den Golgi. Denkbar ist auch, dass sich im Golgi der in Kapitel 4.4 postulierte
terndre Komplex aus MARCH-Protein, modB7-2 und eventuell einem weiteren beteiligten MCMV-
Protein bildet. Dieser Komplex konnte dann zur Zelloberflache transportiert werden und an der
Zelloberflache CD86 fiir die Internalisation markieren. Die meisten der zellularen MARCH-Proteine
halten sich in endosomalen-lysosomalen Kompartimenten der Zelle auf, wobei MARCH-1 und
MARCH-8 zudem an der Plasmamembran zu finden sind (Bartee et al. ,2004; Eyster et al., 2011).
Jabbour et al. konnten auch eine Lokalisation von MARCH-1 in trans-Golgi-Strukturen nachweisen
(Jabbour et al., 2009). Somit wéare ein Komplex aus MARCH-Protein und modB7-2 sowohl im Golgi-

Apparat als auch an der Zellmembran denkbar.

4.6 EINFLUSS VON MODB7-2 AUF DIE ZUM ZEITPUNKT DER INFEKTION AUF DER

ZELLOBERFLACHE VORHANDENEN CD86-MOLEKULE

Da modB7-2 sich sowohl im Golgi-Apparat als auch an der Plasmamembran aufhilt, kdnnte das
modB7-2-Protein schon im Golgi-Apparat CD86 beeinflussen, mit CD86 interagieren und CD86 fir die
Internalisation markieren. Es ist aber auch denkbar, dass CD86 die Zelloberflache nicht mehr erreicht
und entweder im Golgi zuriickgehalten wird oder vielleicht direkt zu den Lysosomen transportiert
wird. Der Verlust der CD86-Molekdle auf der Zelloberfliche wiirde dann indirekt entstehen, da keine
neuen CD86-Molekiile mehr die Zelloberflache erreichen. ModB7-2 kdnnte allerdings auch an die
Zelloberflache transportiert werden, um direkt oder indirekt mit C86 zu interagieren. Um Hinweise
Uber den Mechanismus der Reduktion der CD86-Oberflachenexpression zu erlangen, wurde der
Einfluss von modB7-2 auf die zum Zeitpunkt der Infektion auf der Zelloberflache vorhandene CD86-
Population untersucht (siehe Abbildung 3.26): Bei Infektion von DC2.4-Zellen mit MCMV-WT, MCMV-
A6 und MCMV-A6 modB7-2 FL konnte ein Effekt auf die CD86-Population, die sich zum Zeitpunkt der
Infektion auf der Zelloberfliche befand, festgestellt werden. Die Infektion an sich hatte schon

Auswirkungen auf diese CD86-Fraktion, allerdings waren diese starker bei Infektion mit MCMV-WT
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bzw. MCMV-A6 modB7-2 FL und folglich tberwiegend von modB7-2 gesteuert. Bei Infektion mit
MCMV-A6 erhohte sich die CD86-Menge auf der Zelloberflache im Vergleich zu mock-infizierten
Zellen (siehe Abbildung 3.26 ,normale Farbung”). Méglicherweise fihrt die Infektion an sich zur
Neusynthese von CD86-Molekiilen oder einem schnellen Transport von CD86-Molekiilen aus einem
Speicherorganell an die Zelloberflache. In dendritischen Zellen wird die CD86-Oberflachenexpression
durch bakterielle oder virale Stimuli aktiviert (Mellman und Steinman, 2001). In humanen Monozyten
und humanen dendritischen Zellen wurde ein intrazelluldres Reservoir flir CD86 identifiziert (Smyth
et al., 1998; Smyth et al., 2004). Bei Bedarf - z. B. bei inflammatorischen Stimuli - kann dann CD86
sehr schnell zur Oberfliche transportiert werden. Schon auf der Oberflache vorhandene CD86-
Molekiilen kénnten dann vielleicht einem schnellen turnover unterliegen bzw. sehr schnell recycelt
werden. Diese aufgrund der Infektion stattfindende Steigerung der CD86-Expression auf der
Zelloberflache kann jedoch von modB7-2 kompensiert werden, da modB7-2 nicht nur vorhandene
CD86-Molekiile internalisiert, sondern auch entweder die Stimulation der CD86-
Oberflachenexpression unterbindet oder neu an der Zelloberflaiche ankommenden CD86-Molekiile
effizient und schnell zur Internalisierung zwingt. Dass modB7-2 spezifisch einen Effekt auf die zum
Infektionszeitpunkt auf der Zelloberflache vorhandenen CD86-Molekiile hat und dass der Effekt auf
diese CD86-Population starker ist als der unspezifische in der MCMV-A6-Infektion, unterstiitzt die
Hypothese, dass modB7-2 direkt oder indirekt mit CD86 an der Zelloberflache interagiert und dass

CD86-Molekiile nicht im Golgi zurtickgehalten werden.

4.7 DEGRADATION INTERNALISIERTER CD86-REZEPTOREN IN DEN LYSOSOMEN

In den weiteren Experimenten wurde untersucht, was mit CD86 nach seiner modB7-2-abhdngigen
Internalisation geschieht. Unter anderem kénnte CD86 zum Einen intrazelluldr in dem genannten
Reservoir (Smyth et al., 1998; Smyth et al., 2004) oder wie fiir Nef beschrieben im Golgi gespeichert
werden (Chaudhry et al., 2005; Chaudhry et al., 2008), zum Anderen kdnnte CD86 zu den Lysosomen

transportiert und abgebaut werden.

Interessant war die Feststellung, dass CD86 nach 24 h nach Infektion durch Immunfluoreszenz-
Mikroskopie noch detektierbar war (Abbildung 3.27). Da diese Technik nur eine qualitative und keine
guantitative Aussage zuldsst, wurde die CD86-Expression nach Infektion in sortierten Zellen in der
Western Blot-Analyse untersucht: Hier wurde deutlich, dass CD86 nach Infektion nach Internalisation
von der Zelle abgebaut wird (siehe Abbildung 3.28). Die Diskrepanz dieser beiden Ergebnisse lief sich
durch die beiden folgenden Experimente kldren: Die Behandlung der Zelloberflaichenproteine mit
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Pronase bestatigte, dass CD86 nach Internalisation nicht intrazellular gespeichert wird. Die EndoH-
Behandlung legte nahe, dass es sich bei den nach Pronase-Behandlung verbleibenden Proteinen um
ER-residente CD86-Molekiile handelt. Somit ist es sehr wahrscheinlich, dass das CD86-Signal, das
durch Immunfluoreszenz-Mikroskopie in infizierten Zellen detektiert werden konnte, CD86-Molekiile
im ER und moglicherweise im Golgi-Apparat reprasentiert, welche noch nicht die Zelloberflache

erreicht haben und noch nicht von modB7-2 modifiziert wurden.

Eine weitere Bestadtigung, dass CD86 nach Infektion degradiert wird, zeigte die Behandlung mit
Inhibitoren proteasomaler und lysosomaler Proteasen: Bei Zugabe des Inhibitors zum
Infektionszeitpunkt waren 9 h p. i. die CD86-Molekiile noch vorhanden, wahrend bei Abwesenheit
der Inhibitoren eine Degradation von CD86 in infizierten Zellen detektiert werden konnte (Abbildung
3.32 B). 19 h nach Infektion hatte die funfstiindige Inhibitorzugabe keinen Effekt auf die CD86-
Degradation (Abbildung 3.31). Wahrscheinlich waren zu diesem Zeitpunkt alle CD86-Molekiile schon
modB7-2-abhangig degradiert worden.

Die Zugabe der Inhibitoren zum Infektionszeitpunkt stellte die CD86-Expression wieder her, wobei
der Effekt bei Proteasom-Inhibition starker war als bei der Inhibition der lysosomalen Proteasen
(Abbildung 3.32 B). Auffallend war, dass bei Anwesenheit von MG-132 modB7-2 schwacher
exprimiert wurde, so dass dies wahrscheinlich einen Grund fiir den starkeren Effekt von MG-132
darstellt. In der Tat beeinflussen Proteasom-Inhibitoren den Replikationszyklus verschiedener Viren:
Der Zelleintritt von Influenza-Viren ist bei Anwesenheit von proteasomalen Inhibitoren behindert und
die Viren verbleiben in Endosomen (Khor et al., 2003). Fir HCMV wurde ein negativer Einfluss der
proteasomalen Inhibition auf die HCMV-Replikation, auf die Expression sehr friiher und spater

Proteine sowie auf die Immunmodulation beschrieben (Prosch et al., 2004; Kaspari et al., 2008).

Der Effekt von MG-132 ist also u. a. auf die verringerte modB7-2-Expression und wahrscheinliche
Beeintrachtigung des MCMV-Replikationszyklus zuriickzufihren. Moglich ist allerdings auch, dass
aufgrund indirekter Effekte durch die Inhibition des Proteasoms auch eine Inhibition der CD86-
Internalisation auftritt. Auch fir das MCMV-Protein m155 ist bekannt, dass m155 die Expression des
Proteins H60 von der Zelloberflaiche vermindert; dabei kann die Inkubation mit Proteasom-
Inhibitoren die Verringerung der H60-Oberflachenexpression blocken (Lodoen et al., 2002). Bei der
KSHV-Infektion flhrt die Proteasom-Inhibition zu einem Verlust der K3-abhangigen MHC-I-
Degradation (Lorenzo et al., 2002). Tatsachlich wurde aber auch eine direkte Beteiligung des
Proteasoms an der Degradation von Zelloberflachenrezeptoren beschrieben; ebenfalls wurde ein
Zusammenwirken zwischen Lysosom und Proteasom bei diesem Prozess vorgeschlagen (Jeffers et al.,

1997; Mori et al., 1995).
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Der Effekt von MG-132 ist deshalb wahrscheinlich indirekt und deutet nicht auf eine Rolle des
Proteasoms beim Abbau von CD86 hin. Die starkere CD86-Expression bei Anwesenheit von Leupeptin
ist dagegen ein guter Hinweis auf die lysosomale Degradation von CD86. Deshalb sollte
weiterfihrend untersucht werden, ob durch Zugabe von Leupeptin auch die CD86-Internalisation

inhibiert wird.

4.8 MECHANISMEN DER CD86-INTERNALISATION IN MCMV-INFIZIERTEN DC2.4-

ZELLEN

Mittels verschiedener Inhibitoren wurde untersucht, tiber welchen Weg CD86 bei MCMV-Infektion
internalisiert wird: NH,Cl fihrt zu einer pH-Erhohung endozytotischer Vesikel und inhibiert die
Rezeptorvermittelte Endozytose (Ohkuma und Poole, 1978; Maxfield et al., 1982; Tietze et al. 1980;
Sando et al. 1979). Chlorpromazin inhibiert die Clathrin-vermittelte Endozytose und Filipin blockiert
die Calveolae-abhingige Endozytose (Wang et al., 1993; Schnitzer et al., 1994). Dynasore hemmt
Dynamin-1 und -2 und unterbindet damit die Clathrin-vermittelte Endozytose sowie durch Calveolae
(Macia et al.,, 2006; Damke et al., 1994; Nabi und Le, 2003). Die Wirkung der Inhibitoren ist

schematisch nochmal in Abildung 4.3 zusammengefasst.

Clathrin-vermittelte Calveolae-vermittelte
Endozytose Endozytose

i

NH,4CI Chlorpromazin Filipin

Abbildung 4.3 Inhibierende Wirkung der Substanzen Ammoniumchlorid, Chlorpromazin, Filipin und Dynasore auf
die Clathrin-abhangige und die Calveolae-vermittelte Endozytose

Zunachst wurde festgestellt, dass die neunstlindige Inkubation nicht-infizierter Zellen mit den
verwendeten Inhibitoren keinen Einfluss auf die CD86-Oberflachenexpression zeigte (Abbildung 3.33
A). Somit haben die verwendeten Inhibitoren keinen Einfluss auf die CD86-Oberflachenexpression in
nicht-infizierten Zellen, und der Effekt der Inhibitoren in MCMV-infizierten Zellen ist somit nicht auf

unspezifische Wirkung der Inhibitoren auf die CD86-Lokalisation zurtickzufiihren.
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In infizierten DC2.4-Zellen blockierten NH,Cl und Dynasore die Reduktion der CD86-Expression auf
der Zelloberflaiche komplett, wahrend Chlorpromazin einen schwachen Einfluss auf die CD86-

Internalisation hatte. Filipin verstarkte dagegen die CD86-Oberflachenexpression (Abbildung 3.33 B).

Kontrollexperimente zeigten, dass bei Inkubation mit NH,Cl kaum Expression von modB7-2 und M57
stattfand und folglich der Infektionszyklus beeintrachtig war. Dieses Ergebnis konnte deshalb fir die
Bewertung des Endozytosemechanismus nicht beriicksichtig werden. Bei den drei anderen

Inhibitoren war kein Einfluss auf den Infektionszyklus feststellbar.

Beim Blick auf die FACS-Ergebnisse zeigt sich, dass die Blocker der Clathrin-vermittelten Endozytose
die CD86-Internalisation hemmten, wahrend der Inhibitor der calveolae-vermittelten Endozytose die
CD86-0berflachenexpression eher verstarkte. Deshalb wird auf eine Clathrin-abhangige Aufnahme
von CD86 bei Infektion von DC2.4-Zellen mit MCMV geschlossen. Experimente, die diese Ergebnisse
verifizieren konnten, waren z. B. Co-IP-Experimente, hier kdnnte man Proteine der Clathrin-
vermittelten Endozytose (wie z. B. AP-1 oder Clathrin) prazipitieren und untersuchen, ob CD86 ko-
prazipitiert. Auch ein knock down von Proteinen dieses Endozytoseweges durch Transfektion von

siRNA konnte bestatigen, dass CD86 Uiber Clathrin-abhangig Endozytose internalisiert wird.

AuBerdem sollte untersucht werden, ob CD86 in der MCMV-Infektion ubiquitiniert wird und ob durch
die Ubiquitinierung das Signal fir die Endozytose gegeben wird. Monoubiquitinierung ist ein gut
charakterisiertes Signal flir die Endozytose (Haglund et al., 2003). CD86 kann z. B. durch MARCH-1
und MARCH-8 ubiquitiniert werden. Die Ubiquitinierung findet an mehreren Lysinresten in
cytoplasmatischen Teil von CD86 statt, und fiir die Interaktion der beiden MARCH-Proteine sind die
Transmembrandoméane und der cytoplasmatische Teil von CD86 essentiell (Corcoran et al., 2011;

Baravalle et al., 2011; Bartee et al., 2004; Goto et al., 2003).

4.9 MODB7-2-ABHANGIGE CD86-INTERNALISATION - EIN MODELL

Zusammenfassend wird anhand der in dieser Arbeit gewonnen Ergebnisse und der in der Literatur
dargestellten Erkenntnisse ein Modell postuliert, wie die Verringerung der CD86-Expression an der

Zelloberflache durch modB7-2 von statten gehen kénnte (siehe Abbildung 4.4).

modB7-2 wird im MCMV-Infektionszyklus friih exprimiert; nach der Transkription wird die modB7-2-
mMRNA gespleilt, wodurch die Expression von modB7-2 wahrscheinlich verstarkt wird (Loewendorf et

al.,, 2004; Loewendorf, 2005). Die folgende Translation der modB7-2-mRNA beginnt am 3. ATG-
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Kodon; das 5’-nicht-translatierte Exon dient moglicherweise zur Regulation der Translation. Das
modB7-2-Protein wird als putatives Transmembranprotein in den sekretorischen Weg der Zelle
eingebracht, die Hauptmenge ist im Golgi-Apparat anzutreffen (Abbildung 4.4, @ + (2)); im Laufe
der Infektion ist modB7-2 im endoplasmatischen Retikulum sowie in EEA-1-positiven (=friihen
endosomalen) Strukturen zu finden. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass das modB7-
2-Protein mit einem weiteren, bisher unbekannten MCMV-Protein interagiert, welches fir die
modB7-2-abhédngige Internalisation von CD86 bendétigt wird. modB7-2 wird im Komplex mit diesem
MCMV-Protein an die Zelloberflache transportiert (Abbildung 4.4, @), und trifft dort auf die CD86-
Molekiile sowie die dort residenten MARCH-Proteine (Bartee et al., 2004; Eyster et al., 2011) oder
andere Ubiquitin-E3-Ligasen. Man konnte sich vorstellen, dass modB7-2 die Bindung an CD86
vermittelt, wahrend das andere MCMV-Protein die Interaktion zu MARCH herstellt. Auf diese Weise

wirde das MARCH-Protein in raumliche Nahe zu CD86 gebracht um CD86 zu ubiquitinieren.

Das ubiquitinierte CD86 wird iiber Clathrin-abhingige Mechanismen endozytiert (Abbildung 4.4, (@),
potentiell zusammen mit dem modB7-2-Komplex. CD86 wird (ber friilhe Endosomen zu den
Lysosomen transportiert und dort degradiert (Abbildung 4.4, (5)), wahrend sich der modB7-2-
Komplex in den frihen Endosomen von CD86 trennt und wieder zurick zum Golgi-Apparat

transportiert wird (Abbildung 4.4, (6)).
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1 CD86 _ﬂmodB7—2 = VICMV-Protein ? MARCH-Protein () Ubiquitin

Abbildung 4.4 Modell der modB7-2-abhangigen Reduktion der CD86-Oberflachenxpression auf der Zelloberfliche
infizierter DC2.4-Zellen

modB7-2 (rot) wird als putatives Transmembranprotein in den sekretorischen Weg der Zelle eingebracht lber das
endoplasmatische Retikulum in den Golgi-Apparat transportiert @, wo es moglicherweise mit einem weiteren
unbekannten MCMV-Protein (dunkelgrau) interagiert und einen Komplex bildet @ Dieser Komplex wird dann an die
Zelloberflache transportiert @, wo er ein MARCH-Protein stabilisiert und in die rdumliche Nahe zu CD86 bringt @
MARCH ubiquitiniert CD86, woraufhin CD86 zu den Lysosomen transportiert und abgebaut wird @; modB7-2 wird zum
Golgi-Apparat zuriickgebracht @
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Primersequenzen

Primer fur die Herstellung der modB7-2-Varianten mit unterschiedlichen ATG-Kodons

1 ATG yes: 5'Pho-GACGCATCCTCCGGGGTGATCACTCATGAGCC-3’

1 ATG no: 5'Pho-GACGCATCCTCCGGGGTGATCACTtagGAGCC-3’

2 ATG yes 3 ATG no: 5'Pho-TTCTTGATGACTGATTTGTGGAATAAGctaCAACG-3’
2 ATG no 3ATG yes: 5'Pho-TTCTTGctaACTGATTTGTGGAATAAGATGCAACG-3’
2 ATG no 3ATG no:  5'Pho-TCCTTGctaACTGATTTGTGGAATAAGctaCAACG-3’

Die Primer sind am 5’-Ende phosphoryliert, Kleinbuchstaben kennzeichnen in CTA-Kodons
mutierte ATG-Kodons.

Primer fir die Insertion der modB7-2Expressionskassette in den Vektor pORI6K

mod Kass Pstl for 5’-AAAGTACctgcagAAGAATCTGCTTAGGGTTAG-3’
mod Kass Sall rev 5°-ATAAGTTgtcgacTTCCGCCTCAGAAGCCATA-3’

Kleinbuchstaben kennzeichnen die jeweilige Restriktionsschnittstelle.

Primer fiir die Mutation der FRT-Stelle im Vektor pORI6K zur im MCMV-A6-BAC kompatiblen
FRT-Stelle

FRT-mut for: 5’Pho-aaaggtataggaacttcGAATTCGAAGG-3’
FRT-mut rev: 5’Pho-tgaagaataggaacttcGCCAGTTGTTA-3’

Die Primer sind am 5’-Ende phosphoryliert. Kleinbuchstaben kennzeichnen die zu MCMV-A6
kompatible FRT-Stelle.

Primer fir die Herstellung von pRRL.PPT.SF.I2GFP mit Agel-Schnittstelle

Axel Agelfor: 5'Pho-TTATCGATCACGAGACTAGCCTCGAGCT-3’
Axel Agel rev: 5'Pho-AGGGGCGGATCCGTCGACaccggtGATAAGCTTGATT-3’

Die Primer sind am 5’-Ende phosphoryliert. Kleinbuchstaben kennzeichnen die
Restriktionsschnittstelle fir Agel.
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Primer fur die Insertion des ORFs von modB7-2 in pRRL.PPT.SF.I2GFP mit Agel-Schnittstelle

modB7-2 Agel for:  5'-AATGGCaccggtGCCACCATGAGTGATCA-3’
modB7-2 BamHI rev: 5°-TCATAggatccTTATTCATCGTCGGGACCG -3’

Kleinbuchstaben kennzeichnen die Restriktionsschnittstelle fiir das jeweilige Enzym, Rot
stellt die Kozak-Sequenz da.

Primer fir die Insertion des ORFs von modB7-2nolExon in pRRL.PPT.SF.I2GFP mit Agel-
Schnittstelle

AgelKozak
modB7-2 3.A: 5-TTATCaccggtGCCACCATGCAACGAAGACCGGGA-3’

modB7-2HA BamHI: 5°-TTGAGAggatccTTAAGCGTAGTCTGGG-3’

Kleinbuchstaben kennzeichnen die Restriktionsschnittstelle fiir das jeweilige Enzym, Rot
stellt die Kozak-Sequenz da.

Primer fiir die Mutation des modB7-2-ORF im Vektor pORI6K zur Variante modB7-2nolExon

No Exon 1 for: 5'Pho-ATGCAACGAAGACCGGGATCGGA-3’
No Exon 1 rev: 5'Pho-GAGCCGGATCCGAGCTCGGTA-3’

Die Primer sind am 5’-Ende phosphoryliert. In rot ist das 3.ATG-Kodon des modB7-2-ORFs.

Primer fiir die Mutation des modB7-2-ORF im Vektor pORI6K zur Variante modB7-2AAC

noAcidic for: 5'Pho-GCGGCGGTACCGaaaaGGCCGGACTGGT-3"
noAcidic rev: 5'Pho-CGCCGCTCGGTCCGCGTCTCTCCGAT-3’

Die Primer sind am 5’-Ende phosphoryliert. Kleinbuchstaben kennzeichnen die modifizierte
Sequenz
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DNA-Sequenz des modB7-2-ORFs im Expressionsvektor pcDNA3

modB7-2 ORF

ATG ATG ATG

— (L

Beginn HMIEP

gcgttttgcgctgcttcgcgatgtacgggccagatatacgcqttgacattgatiattgactagttattaatagtaatcaatta

cggqgtcattagticatagcccatatatggagttccgcgttacataacttacqggtaaatggcccgcectggcetgaccgecc

aacgacccccgcccattgacgtcaataatgacqgtatgticccatagtaacgccaatagggactttccattgacgtcaat

gggtggactatttacgqgtaaactgcccactiggcagtacatcaagtgtatcatatgccaagtacgccccctattgacqtc

aatgacggtaaatggcccgcctggcattatgcccagtacatgaccttatgggactttcctacttggcagtacatctacgta

ttagtcatcgctattaccatggtgatgcggtittggcagtacatcaatgggcgtggatagcggtttgactcacggggatttc

caagtctccaccccattgacgtcaatgggagtttgttttggcaccaaaatcaacgggactticcaaaatgtcgtaacaac
Ende HlMlEP
tccgccccattgacg caaatqqchqtaqchtqtacqqtqqqaqqtctatataaqcaqaqctctctggctaactaga
TATA-Box putativer Transkriptionsstart

gaacccactgcttactggcttatcgaaattaatacgactcactatagggagacccaagcttggtaccg agctcggatcc
Start des ersten Exons des modB7-2-ORF Start des zweiten Exons des modB7-2-ORF
ggct( atg agtgatcaccccggaggatgcgtcttctt actgatttgtggaataacaacgaagaccgggatc
1. ATG des modB7-2-ORF 2. ATG des modB7-2-ORF 3. ATG des modB7-2-ORF
ggaaacaaaaagttatctgaagggacactacctg acgttcag agtgaaggatcggag agacgcggaccgagagg

aggacgaggtaccgaaaaggccggactggtccaccgcgatagtcttgaaatggattccgeccatctgeatccteatct
actttgtgatcgcctttcggetggtgtatctgaccgtgcaggegcacggactctggacgcgacacgagcggcatcaga

gggggaccgacgcggtacgactggcgeccgtageecgeggccttegttatcggegtgttgaccgtgeatgcatattcec

Sequenz des Influenza Hamagglutinins

tccgtgggatagctaacag atatgtagcggaaccctgcggtcccg acgatg aatacccatacgacgtcccagactac
Stopp-Kodon

gcitaagcggecgetcgageatgeatctagagggecctatictatagtgtcacctaaatgetagagcetegetgatcage

ctcgactgtgccttctagttgccagcecatctgttgtitgccectececccegtgecttecttgaccctggaaggtgecactceca
BGH polyA

ctgtcctticct@ataadatgaggaaattgcatcgeattgtctgagtaggtgteattetattctggggggtggggtggggea

ggacagcaagggggaggattgggaagacaatagcaggcatgctgggga
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Anhang

Aminosiauresequenz des ORFSs von modB7-2

Kodiert durch Kodiert durch  Kodiert durch
1.ATG in DNA- 2.ATG in DNA- 3.ATG in DNA-
Sequ?nz Seqluenz Sequenz
MSDHPGGCVETIMTDLWN RRPGSETKSYLKGHYLTFRVKDRRDADREEDE
I@iert vom 1.Exon des modB7-20RF  Translationsstart auf der mRNA utatives Acidic Clust\er

VPKRPDWSTAIVLKWIPPICILIYFVIAFRLVYLTVQAHGLWTRH
S e

Putative Transmembrandoméne

ERHQRGTDAVRLAPVAAAFVIGVLTVHAYSLRGIANRYVAEPCGPD

T ————Putative Transmembrandomdne —

DE*
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DNA-Sequenz des ORFs von modB7-2KodOP sowie die zum modB7-2-ORF
veranderten Nukleotide

Start des ersten Exons des modB7-2-ORF Start des zweiten Exons des modB7-2-ORF

atg agcgaccaccctggcggctgcgtgttcct atg accgacctgtggaacaagcagagaaggcccggcagc
1. ATG des modB7-2-ORF 2. ATG des modB7-2-ORF 3. ATG des modB7-2-ORF
gagacaaagagctacctgaagggccactacctgaccttcagagtgaaggacagaagggacgccgacagagaag

aggacgaggtgcccaagaggcccgactggtccaccgecatcgtgctgaagtggattccccccatctgcatcctgatct
acttcgtgatcgccttcagactggtgtacctgaccgtgcaggcetcacggectgtggaccagacacgagagacaccag
aggggcaccgacgctgtcagactggctcctgtggecgctgctttcgtgatcggegtgetgacagtgcacgectacage

ctgagaggaatcgccaacagatacgtggccgagecctgcggecctgacgacgaatga

modB7-2 1 ATGAGTGATCACCCCGGAGGATGCGTCTTCTTGATGACTGATTTGTGGAATAAGATGCAA 60
(d0P 1 ATCAGCGACCACCCTGECGGCTGCGTGTTCCTATOACCOACCTOTGERACAACGATSEAS 60
modB7-2 61 CGAAGACCGGGATCGGAAACAAAAAGTTATCTGAAGGGACACTACCTGACGTTCAGAGTG 120
(d0P 61 AGRAGGOCCEGCAGCGAGACARACACCTACCTCARGGECCACTACCTGACCTICAGAGTG 120
modB7-2 121 AAGGATCGGAGAGACGCGGACCGAGAGGAGGACGAGGTACCGAAAAGGCCGGACTGGTCC 180
(d0P 121 AAGGACAGAAGGOACGOCCACAGAGAAGAGEACCAGETGCCCAAGACGOCCEACTERTCE 180
modB7-2 181 ACCGCGATAGTCTTGAAATGGATTCCGCCCATCTGCATCCTCATCTACTTTGTGATCGCC 240
(d0P 181 ACCOCCATCETGOTGAGTGGATICCCOCCATCTGEATCCTGATCTACTICOIGATCGES 240
modB7-2 241 TTTCGGCTGGTGTATCTGACCGTGCAGGCGCACGGACTCTGGACGCGACACGAGCGGCAT 300
(d0P 261 TTCAGACTOGTGTACCTGACCOTGCAGGCTCACGGCCTGIGEACCACACACOAGAGACAS 300
modB7-2 301 CAGAGGGGGACCGACGCGGTACGACTGGCGCCCGTAGCCGCGGCCTTCGTTATCGGCGTG 360
(od0P 301 CAGAGGGGCACCOACGCTOTCAGACTEGCTCCTGTGRCGCTCTTTCGTGATCGACETG 360
modB7-2 361 TTGACCGTGCATGCATATTCCCTCCGTGGGATAGCTAACAGATATGTAGCGGAACCCTGC 420
(od0P 361 CTOACAGTOCACGCCTACAGCCTOAGAGOARTCGCCACAGATACSTROCEAGCCCTES 420
modB7-2 421 GGTCCCGACGATGAAT 436

codoP 421 GOCCCTGACGROGRAT 436
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Anhang

Klonierungsstrategien

Schematische Darstellung der Herstellung der Virusmutanten mit verschiedenen
modB7-2-Varianten am Beispiel von modB7-2 1.ATG

1 . PCR und
Restriktion modB7-2
G
der modB7-2- .bﬁg

Kassette

AN\
pcDNA3 +
Sall
j modB7-2 modB7-2
’ 1.ATG %56TG
4"‘?,9'? %

Ligation pORIGK +
‘ modB7-2
1.ATG
Restriktion I £,
des pORI6K- -
Plasmdes Pstl sall
pORIBK
3
2.
MCMV A6
Flp-vermitteltes
Ausschneiden
CmF der Kan®- MCMV A6 A KanR
Kassette bei
I 30° C l
<
%
pST76A
3.

Flp-vermittelte
Integration des

MCMV 86 A Kan®

PORIBK- MCMV-A6modB7-2 1.ATG

Plasmides bei

30°C Kan®

+ modB7-2 FRT
1.ATG
%
% ¥ ATG
[ ]
pST76A ORi6K + moB7-2 1.ATG

o ATG->CTA

Kona
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Schematische Darstellung zur Herstellung der Virusmutante MCMV-A6 modB7-2nolexon

modB7-2
nglExon

EXs

modB7-2
FL <, MCMV-AB6
modB7-2
PORIGK + nolExon
moB7-2 FL
4:?/;,?
Quick
Mutagenese
° Flp-vermittelte
Q Integration in
modB7-2 MCMV -A6 AKanR
nolExon
pORIBK
moB7- 2
nolExon o
%ons

ATG

Schematische Darstellung zur Herstellung der Virusmutante MCMV-A6 modB7-2AAC

®
olle
1G] Q
O @
() |“‘~—>
EEDE
modB7-2
FL <y
MCMV-A6
pORIGK + modB7-2 AAC
moB7-2 FL
Ko
Quick
Mutagenese

Flp-vermittelte

od B7- 2’ Integration in
MCMV-A6 AKan®

pORIGK
moB7- ZAAC
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Anhang

Schematische Darstellung der Konstruktion der verschiedenen lentiviralen Vektoren

empty vector

BamHI

Quick
-

Mutagenese

pRRL.PPT.SF.i2GFP

=
\52)\6:/)
d,§
‘%\

AMPR

1

modB7-2 FL

%

‘L_g'l-a\" (Y J .
088572 FL modB7-2
e, FL
’S’A
a
% PCR,Restriktion
— modB7-2 FL S
L shs
pcDNA3 + modB7-2 FL Ligation 'z
= & w
% % g
<
2
\ AMPR
modB7-2no1Exon
' HA
A7 B W' o
3.ATG A  odB7-2
R\ %, nolExon
R
PCR,Restriktion
—— modB7-2nolExon A
pcDNA3 + modB7-2 3.ATG L 5.8
. Ligation 4
2 ¢ 5
C ‘%d: -() /
<
2
\ AMPE
modB7-2KodOP o0e 5
KodOP
modB7-
oo ® Restriktion
—dgel | KodOPmodBI2  |BomHl | T
.. modB7-2KodOP ~ e
Ligation 5hs
;o
<
%]

® ATG S %
&"‘o‘\ /

o ATG->CTA
AMPR
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