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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Klassifizierung der Herpesviren

Das Wort Herpes leitet sich von dem griechischen Wort herpein ab, welches auf
Deutsch ubersetzt kriechen“ bedeutet. Damit werden die sich ausbreitenden
Hautlasionen, wie man sie bei HSV1, HSV2 und Herpes Zoster finden kann
(Beswick, 1962), beschrieben. Allen Herpesviren ist gemein, dass sich eine
125-290 kbp lange, lineare doppelstrangige DNA in einem ikosaedrischen Kapsid
befindet. Dieses Kapsid ist von einem proteinhaltigen Tegument umgeben,
welches wiederum von einer Lipiddoppelschicht umgeben ist (Davison, 2007).
Die neuen Kapside werden im Kern der Wirtszelle gebildet, dadurch entstehen
die klassischen, mikroskopisch sichtbaren nukledren Einschlusskérperchen (zu
sehen in Abschnitt 1.2 Abbildung 1) (Sodeik et al., 2016).

Herpesviren haben die Fahigkeit, lebenslang zu persistieren und aus der Latenz
durch gewisse interne und externe Stimuli wieder zu reaktivieren (Sodeik et al.,
2016). Dies bedingt den allen Herpesviren gemeinen bipartiten Lebenszyklus, bei
dem latente und lytische Stadien durchlaufen werden (Cruz-Munoz and Fuentes-
Panana, 2017).

Die Ordnung der Herpesvirales lasst sich in die drei Familien Alloherpesviridae,
Herpesviridae und Malacoviridae unterteilen. Uber 130 verschiedene
Herpesviren wurden bis jetzt klassifiziert, davon bis zum jetzigen Zeitpunkt neun
humanpathogene. Basierend auf biologischen Eigenschaften wie
Wachstumsverhalten und Gewebetropismus lassen sich die Herpesviren in
verschiedene Subfamilien unterteilen. Die humanpathogene Familie der
Herpesviridae gliedert sich in die drei Subfamilien a, § und y (Liu and Zhou,
2007). In der a-Subfamilie befinden sich die neurotropen Herpesviren Herpes-
Simplex-Virus Typ 1 (HSV-1) und Typ 2 (HSV-2) und das Varizella-Zoster-Virus
(VZV). Die Gruppe der B-Herpesviren kann verschiedene Gewebe und Zellen
befallen und beinhaltet das humane Cytomegalievirus (HCMV), das humane
Herpesvirus 6-A (HHV6-A) und -B (HHV6-B) sowie das humane Herpesvirus 7
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(HHV7). In der y-Gruppe sind die lymphotropen Herpesviren Epstein-Barr-Virus
(EBV) und das humane Herpesvirus 8 (HHV8), auch Kaposi-Sarkom-Herpesvirus
(KSHV) genannt.

Tabelle 1: Ubersicht tiber die humanpathogenen Herpesviren

ﬁ%ﬁiﬂﬁg‘?ﬁpe Vertreter Gruppe

HHV1 Herpes-Simplex-Virus Typ 1 Alpha-Herpesviridae
HHV?2 Herpes-Simplex-Virus Typ 2 Alpha-Herpesviridae
HHV3 Varizella-Zoster-Virus Alpha-Herpesviridae
HHV4 Epstein-Barr-Virus Gamma-Herpesviridae
HHV5 Humanes Cytomegalievirus Beta-Herpesviridae
HHV6-A Humanes Herpesvirus 6A Beta-Herpesviridae
HHV6-B Humanes Herpesvirus 6B Beta-Herpesviridae
HHV7 Humanes Herpesvirus 7 Beta-Herpesviridae
HHV8 Kaposi-Sarkom-Herpesvirus Gamma-Herpesviridae

1.2 Das humane Cytomegalievirus

Das humane Cytomegalievirus (HCMV) gehort zu der Gruppe der B-Herpesviren.
Es wurde erstmals 1904 von Hugo Ribbert beschrieben, nachdem dieser 1881
,Protozoen ahnliche“ Zellen in der Niere eines an Syphilis erkrankten Sauglings
fand (Ribbert, 1904). Goodpasture et al. pragten 1921 den Begriff der
Zytomegalie (Goodpasture and Talbot, 1921). Fir das Zustandekommen des
namensgebenden Effektes der Zellvergréf3erung existieren verschiedene
Theorien, wie zum Beispiel ein Kationeninflux, Suppression der
Fibronektinsynthese oder die Herunterregulierung der Integrinsynthese (Albrecht
and Weller, 1980, Warren et al., 1994, lhara et al., 1982). Nachdem zun&chst
angenommen wurde, dass Protozoen fiur den zytopathischen Effekt
verantwortlich seien, zogen 1925 von Glahn und Pappenheimer auch eine virale
Ursache in Erwagung (Von Glahn and Pappenheimer, 1925). Zwischen 1955 und
1957 gelang es erstmals Margaret Smith, dann auch Thomas Weller und Rowe
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et al., das Cytomegalievirus zu isolieren (Wallace et al., 1956, Craig et al., 1957,
Smith, 1956). Weller nannte das Virus Cytomegalovirus (Ho, 2008). Der einzige
naturliche Wirt ist der Mensch. Durch eine lange Koevolution mit diesem
entwickelten sich zusammengefasst folgende drei biologischen Hauptmerkmale:
die Pathogenitat von HCMV st gering, die Transmission von Wirt zu Wirt ist
relativ effizient und das Virus besitzt zahlreiche Strategien, dem Immunsystem
zu entgehen (Revello et al., 2014). Nach der Primarinfektion persistiert HCMV
lebenslang, aber ein funktionierendes Immunsystem ist im Stande,
Reaktivierungen in Schach zu halten (Goodrum, 2016). Wahrend eine Infektion
bei Gesunden meistens asymptomatisch oder nur mit milden Symptomen abléuft,
kann HCMV bei Immunsupprimierten, wie zum Beispiel bei Patienten nach
Stammzelltransplantation oder Transplantation solider Organe, schwere
Infektionen verursachen (El Helou and Razonable, 2019). Weiterhin ist eine
Primarinfektion in der Schwangerschaft der fuhrende Grund fir schwere

neurologische Schaden bei Kindern (Ludwig and Hengel, 2009).

Abbildung 1: klassische "Eulenaugenzellen”, die sich durch den zytopathischen Effekt
der HCMV-Infektion bilden, mit den fur Herpesinfektionen typischen
Einschlusskdrperchen (Pfeil). Abbildung mit freundlicher Genehmigung aus: Taylor et al.
(Taylor, 2003).
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1.3 Virusaufbau

Das reife HCMV Virion hat einen Durchmesser von 150-200 nm. In der Mitte liegt
das ikosaedrische Kapsid mit einem Durchmesser von 100 nm, welches die
230 kbp lange, doppelstréangige lineare DNA zusammen mit den assoziierten
Proteinen beinhaltet. Umgeben ist das Kapsid von einer amorphen,
proteinreichen Struktur, dem sogenannten Tegument. Das Tegument von HCMV
nimmt ein grof3es Kompartiment ein und beinhaltet etwa die Héalfte aller viralen
Proteine (Varnum et al., 2004). Die enthaltenen viralen Proteine werden nach der
Fusion der Virushulle mit der Zellmembran freigesetzt und kontrollieren das
Eindringen in die Wirtszelle, die Immunevasion und Genexpression. Weiterhin
spielen sie eine wichtige Rolle bei dem Zusammenbau und der Ausschleusung
neu gebildeter Virionen aus der Wirtszelle (Kalejta, 2008a). Das am haufigsten
vorkommende Protein ist hier pp65, das Genprodukt von UL83 (Varnum et al.,
2004). Dieses Protein spielt in der Immunevasion eine gro3e Rolle, aul3erdem ist
es Uber den pp65-Antigen-Test von grol3er diagnostischer Relevanz (Abate et
al.,, 2004). Das Tegument ist von einer Hille aus einer Lipiddoppelschicht
umgeben, welche von der Zellmembran der Wirtszelle abgeleitet wird und die von
viralen Glykoproteinen durchsetzt ist. Uber die Glykoproteine kénnen die HCMV-
Virionen an zellulare Rezeptoren binden, mit der Wirtszelle fusionieren und sie
sind fur die Verstarkung der Zell-zu-Zell-Verbreitung verantwortlich. Viele
Funktionen der Glykoproteine sind aber auch noch unbekannt (Isaacson et al.,
2008).
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Abbildung 2: die typische vierschichtige Struktur eines HCMV-Virions, bestehend aus
DNA-haltigem Kern, Nukleokapsid, Tegument und Lipidhulle (Abbildung modifiziert nach
Caposio et al (Caposio, 2013)).

1.4 Genom

HCMV hat mit 229,4 kbp das gréRte Genom in der Gruppe der humanen
Herpesviren und kodiert fur Gber 200 virale Proteine. Der grof3te Anteil der
transkribierten RNA scheint aber nicht-kodierend zu sein (Wilkinson et al., 2015).
Das Genom besteht aus vier Teilen: unique long und short (UL und Us), welche
von zwei Sets invertierter repetitiver Regionen flankiert werden (TRL und IRL; TRs
und IRs). Die gesamte Struktur kann als TRL-UL-IRL-IRs-Us-TRs beschrieben
werden (Weststrate et al., 1980). Durch Rekombination zwischen den invertierten
Wiederholungen in der konkatemeren DNA wahrend der DNA-Replikation kommt
es zu der Bildung von Virionen, welche in gleichen Anteilen jeweils einen von vier
DNA-Isomeren enthalten. Diese unterscheiden sich in der relativen Orientierung
von UL und Us zueinander. Der Grund fir die Bildung der Isomere muss noch

aufgeklart werden (Sauer et al., 2010).
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Anhand ihrer Kinetik lassen sich die viralen Proteine in drei verschiedene Klassen
unterteilen: IE- (englisch: Immediate-Early), E- (englisch: Early) und L- (englisch:
Late) Proteine (Honess and Roizman, 1974).

Die Immediate-Early-Proteine passen die Umgebung in der Wirtszelle optimal auf
die virale Replikation an und stimulieren die Expression der Early-Proteine. Die
Early-Proteine sorgen fur die Replikation der viralen DNA und die Late-Proteine
sind einerseits Strukturkomponenten neuer Virionen und andererseits
unterstutzen sie den Zusammenbau und die Ausschleusung neu gebildeter
Virionen (Kalejta, 2008a).

1.5 Replikationszyklus

Nach der Infektion repliziert HCMV an der Eintrittspforte zunachst in den
Epithelzellen und breitet sich dann tber das Blut in eine Vielzahl von Organen
aus, wobei HCMV einen aulRerordentlich breiten Zelltropismus aufweist (Britt,
2007). In der Literatur wurde bis jetzt ein Tropismus fir Fibroblasten,
Endothelzellen, Epithelzellen, Monozyten / Makrophagen, glatte Muskelzellen,
Neurone, Neutrophile Granulozyten und Hepatozyten beschrieben (Myerson et
al., 1984, Ibanez et al., 1991, Sinzger et al., 2000). Dies ist auch der Grund dafir,
dass sich eine HCMV-Krankheit bei Immunsupprimierten in fast allen
Organsystemen und Gewebearten manifestieren kann (Isaacson et al., 2008).
Im ersten Schritt des Replikationszyklus von HCMV interagieren verschiedene
Glykoproteine in der Hille der infektiosen Virionen mit unterschiedlichen
Rezeptoren auf den Wirtszielzellen (z.B. Heparansulfat-Proteoglykane (Compton
et al., 1993), PDGFRa (Kabanova et al., 2016, Wu et al., 2017, Stegmann et al.,
2017) oder Neuropilin-2 (Martinez-Martin et al., 2018)), um durch Fusion
(Fibroblasten) oder Endozytose (Epithelzellen, Endothelzellen, Makrophagen) in
die Zelle zu gelangen (Isaacson et al., 2008, Feire et al., 2010, Compton et al.,
1992, Sinzger, 2008). Zahlreiche weitere = Rezeptoren scheinen
Eintrittsrezeptoren fur HCMV zu sein und der breite Zelltropismus von HCMV
macht es sehr wahrscheinlich, dass noch eine Vielzahl zellularer Rezeptoren

hierbei eine wichtige Rolle spielen (Nguyen and Kamil, 2018).
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Nach der Endozytose oder Fusion der Virionen mit der Zellmembran der
Wirtszelle werden virale Tegumentproteine und das Kapsid in das Zytoplasma
der Wirtszelle freigesetzt (Kalejta, 2008a). Tegumentproteine, die an das virale
Kapsid gebunden sind, interagieren mit dem Mikrotubulisystem der Wirtszelle,
um das Kapsid in den Nukleus der Wirtszelle zu transportieren. Dort zirkularisiert
die virale DNA sofort (Ogawa-Goto et al., 2003, Kalejta, 2008a). Gleichzeitig
inhibieren andere Tegumentproteine die erste Immunantwort des Wirtes (Li et al.,
2013). Weitere virale Proteine verandern die Signalwege in der Wirtszelle sowie
den Zellmetabolismus, um optimale Bedingungen fur die virale Replikation zu
schaffen (Yurochko, 2008, Yu et al., 2011). Nachdem das virale Genom in dem
Nukleolus der Wirtszelle angelangt ist, steuern zellulare Faktoren wie zum
Beispiel Daxx, ob entweder die Immediate-Early-Gene aktiviert und somit der
lytische Zyklus initiiert wird oder ob die Immediate-Early-Gene supprimiert
werden, um somit eine latente Infektion zu etablieren (Saffert and Kalejta, 2007,
Kalejta, 2008b).

Der lytische Zyklus geschieht normalerweise in Zellen der Mukosa, um eine
Weiterverbreitung des Virus zu ermdglichen (Cruz-Munoz and Fuentes-Panana,
2017). Eine latente Infektion erfolgt vornehmlich in Zellen des Immunsystems,
namlich den myeloiden Vorlauferzellen und Zellen der myeloiden Linie (Sinclair,
2008).

Nach Freisetzung der viralen DNA in dem Wirtszellnukleus beginnt die virale
DNA-Replikation, sowie die RNA-Transkription (Tandon and Mocarski, 2012).
Anschlieend werden die Late-Gene aktiviert, die neu gebildete virale DNA
akkumuliert im Nukleus und wird in Prokapside verpackt (Gibson, 2008). Im
Zellnukleus des Wirts finden also die virale Kapsidanordnung, die virale DNA-
Synthese, die Encapsidation und die initiale Tegumentation statt. All diese
Schritte sind essenziell abhangig von streng konservierten viralen Proteinen. Ein
aus viralen Proteinen geformter Nukle&rer-Austrittkomplex transportiert die
Nukleokapside in das Zytoplasma. HCMV ist nun in der Lage den sekretorischen
Apparat der Wirtszelle, bestehend aus Endosomen, dem endoplasmatischen
Retikulum und dem Golgi-Apparat fur sich umzugestalten und so aus zellularen

Komponenten sowie viralen Struktur- und Tegumentproteinen den viralen
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Zusammensetzungskomplex AC (englisch: Assembly Complex) zu bilden
(Alwine, 2012). An dem Zusammensetzungskomplex erhalten die viralen
Kapside ihre Hulle aus Tegument und Lipiddoppelschicht und werden dann als
infektiose Partikel aus der Wirtszelle ausgeschleust (Jean Beltran and Cristea,
2014). Der gesamte Replikationszyklus von HCMV dauert in der Regel zwischen
48 bis 72 Stunden in vitro, in vivo scheint die Verdopplungszeit mit circa einem
Tag deutlich schneller zu sein (Dong et al., 2018, Emery, 1999).

Die Ubertragung auf weitere Zellen geschieht wahrscheinlich vor allem durch
direkte Zell-Zell-Weiterverbreitung und nicht durch die Ausschleusung
extrazellularer infektibser Virionen, da diese deutlich anfalliger gegenuber
Antikorpern sind (Nguyen and Kamil, 2018). Besonders infizierte Endothelzellen
scheinen eine wichtige Rolle zu spielen, da sich das Virus von hier aus via
Makrophagen, Granulozyten oder abgeschilferten Endothelzellen lberall im

Korper ausbreiten kann (Sinzger et al., 2008).

Frih
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Abbildung 3: Replikationszyklus (Abbildung modifiziert nach Beltran und Cristea (Jean

Beltran and Cristea,

2014)).
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1.6 Ubertragungswege

HCMV wird zumeist horizontal als Schmierinfektion mit infektidsen
Korperflissigkeiten wie Speichel, Nasensekret, Urin, Vaginalsekret, Brustmilch
oder Sperma Ubertragen (Britt, 2007, Boppana and Fowler, 2007).
Hauptibertrager sind seropositive Kinder, die haufig jahrelang unbemerkt
infektiose Viren ausscheiden kdnnen (Britt, 2007). Aber auch die vertikale
Infektion spielt eine &uf3erst wichtige Rolle und erfolgt entweder intrauterin oder
postnatal wahrend der Stillzeit, da nahezu jede seropositive Mutter wahrend der
Laktation HCMV reaktiviert (Hamprecht and Jahn, 2007, Britt, 2007).

Prozentual deutlich seltener, aber klinisch duRerst wichtig, ist die Ubertragung
von HCMV im Rahmen von Transplantationen, da die Ubertragung von HCMV
sowohl durch die Transplantation solider Organe als auch durch Blutprodukte
maoglich ist und auf einen vulnerablen immunsupprimierten Patienten trifft (Gilbert
and Boivin, 2005b).

1.7 Klinische Symptomatik

1.7.1 Immunkompetente Patienten

HCMV infiziert den Grof3teil aller Menschen weltweit, die Pravalenz schwankt
zwischen ca. 60% in Industriestaaten und anndhernd 100% in
Entwicklungslandern (Griffiths et al.,, 2015). Eine HCMV-Infektion bei
immunkompetenten Patienten verlauft meistens asymptomatisch oder aber zeigt
eine  mononukleose-adhnliche Symptomatik mit Abgeschlagenheit, Fatigue,
subfebrilen Temperaturen, Muskelschmerzen und Arthralgien (Zedtwitz-
Liebenstein et al., 2016). In den meisten Fallen ist eine symptomatische HCMV-
Erkrankung nach der primdren HCMV-Infektion auf ein geschwachtes

Immunsystem zurtickzufihren (Britt, 2007).
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1.7.2 Immunsupprimierte Patienten

HCMV-Infektionen sind zum einen selbst schon kritische Erkrankungen flr
iImmunsupprimierte Patienten, zum anderen erhthen sie aber auch das Risiko
fur weitere Infektionen, mdoglicherweise durch Storungen der Barrierefunktion
oder auch durch eine Veranderung der zellularen und humoralen Abwehrfunktion
(Ljungman et al., 2002). Drei grol3e Patientengruppen sind besonders gefahrdet:
zum einen Fruhgeborene unterhalb der 32. Schwangerschaftswoche, zum
anderen Patienten, die eine Stammzelltransplantation oder eine Transplantation
solider Organe erhalten haben, sowie Patienten, die an AIDS erkrankt sind. Eine
HCMV-Infektion lasst sich durch das Ansteigen der Viruslast im Blut, sowie
anderen Korperflissigkeiten oder Gewebe erkennen (Ljungman et al., 2017).
Das Krankheitsspektrum einer solchen HCMV-Infektion bei immunsupprimierten
Patienten reicht von vollig asymptomatisch bis hin zu einer schweren HCMV-
Infektion, welche verschiedene Gewebe befallen kann. Besonders haufig sind die
HCMV-Pneumonie, HCMV-Hepatitis, HCMV-Retinitis, ein Befall des
Gastrointestinaltraktes, Pankreatitis, Myokarditis, Enzephalitis oder eine
periphere Polyneuropathie, wobei die ersten vier die wichtigste Rolle spielen (El
Helou and Razonable, 2019, Steininger, 2007). Besonders bei Patienten nach
solider Organtransplantation lasst sich auch haufig das sogenannte HCMV-
Syndrom feststellen, welches sich mit Fieber, Abgeschlagenheit, Leukopenie,
Thrombozytopenie und einer atypischen Lymphozytose auf3ert (Ljungman et al.,
2017). Zahlreiche Studien haben weiterhin gezeigt, dass eine HCMV-Infektion fir
eine akute Transplantatabstol3ung verantwortlich sein kann (Ljungman et al.,
2002), oder Sekundarerkrankungen wie zum Beispiel ein verstarktes Auftreten
einer Atherosklerose nach Herztransplantationen begunstigt (Grattan et al.,
1989).

Das groldte Risiko einer Manifestation haben einerseits seronegative Patienten,
die ein solides Organ eines seropositiven Spenders erhalten haben, oder
seropositive Patienten, die die Stammzellen eines seronegativen Spenders
erhalten haben (El Helou and Razonable, 2019).

Die Behandlung von HCMV-Infektionen bei immunsupprimierten Patienten

erfordert meistens den Einsatz von Virostatika und eine Veranderung der
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Immunsuppression. Zum Einsatz kommen weiterhin intravendse Immunglobuline
und HCMV-spezifische Immunglobuline (Hyperimmunglobuline) oder auch der

Transfer von HCMV-spezifischen T-Zellen (El Helou and Razonable, 2019).

1.7.3 Infektion wéhrend der Schwangerschaft

HCMYV ist die kongenitale Virusinfektion mit der héchsten Pravalenz (Kuessel et
al., 2015). In Industrielandern weisen 0,4-1,2 % aller Lebendgeburten eine
kongenitale HCMV-Infektion auf (Buxmann et al., 2017b). Weltweit ist die
kongenitale HCMV-Infektion die fihrende Ursache fiir neurologische Schaden
wie Wachstumsretardierung, Horschaden, permanente Behinderungen und
Mikrozephalie bei Kindern (Manicklal et al., 2013, Ludwig and Hengel, 2009). In
Deutschland infizieren sich 0,5-4 % der Mitter das erste Mal kurz vor, oder
wahrend einer Schwangerschaft mit HCMV (Buxmann et al., 2017b). Der
Hauptibertragungsweg sind hier seropositive Kleinkinder, da auch
immunkompetente Kinder oft jahrelang das Virus U(Uber Speichel,
Tranenflussigkeiten und Urin ausscheiden (Staras et al., 2008, Britt, 2007). Bei
30 % der primar wahrend der Schwangerschaft infizierten Mitter verursacht das
Virus auch eine intrauterine Infektion (Hamprecht et al., 2001). Bis zu 20 % dieser
kongenital infizierten Neugeborenen weisen neurologische Spatfolgen auf
(Goderis et al., 2014), ca. 0,5 % versterben intrauterin oder postpartal (Dollard et
al., 2007). Die klassische Trias kongenital infizierter Feten besteht aus lkterus,
Petechien und Hepatosplenomegalie (Buonsenso et al., 2012). Die klinische
Symptomatik ist allerdings sehr variabel, insgesamt nimmt aber der Schweregrad
mit dem Gestationsalter ab (Enders et al., 2011).

Eine lange Zeit wurde angenommen, dass der Grol3teil der vertikal Gbertragenen
Infektionen in der Schwangerschaft durch Primarinfektionen erfolgte.
Epidemiologische Studien der letzten Jahre zeigten jedoch eine hohe Anzahl von
HCMV-Infektionen bei Kindern von immunkompetenten Mduttern, sodass die
Mdglichkeit in Betracht gezogen werden muss, dass auch Reinfektionen mit
einem anderen HCMV-Stamm und seltener auch HCMV-Reaktivierungen einen

Risikofaktor darstellen kénnten (Gerna and Lilleri, 2019).



Einleitung 12

Der effektivste Weg, eine kongenitale HCMV-Infektion zu vermeiden, sind
hygienische MalRhahmen (Buxmann et al., 2017a). Tritt eine primare HCMV-
Infektion im ersten Trimester einer Schwangerschaft auf, koénnen
Hyperimmunoglobulingaben in zweiwodchentlichem Abstand die maternal-fetale
Transmission bis zur 20. Schwangerschaftswoche verhindern (Kagan et al.,
2019, Hamprecht and Jahn, 2007). Die Hyperimmunoglobuline enthalten
neutralisierende Antikorper, die sowohl den viralen Eintritt in die Wirtszellen
verhindern, als auch die Phagozytose infizierter Zellen steigern (Cui et al., 2013).
Eine andere Behandlungsmaglichkeit ist der off-label Einsatz von Valaciclovir
(Leruez-Ville et al., 2016). Postpartal kann Ganciclovir, beziehungsweise
Valganciclovir eingesetzt werden und so besonders Horschaden verhindern oder
wenigstens verbessern (Kimberlin et al., 2015).

1.7.4 Latenz

Latenz bedeutet das Verbleiben des viralen Genoms in der Abwesenheit der
Produktion von infektiosen Virionen, aber mit der Fahigkeit unter gewissen
Umstanden zu reaktivieren (Sinclair, 2008). Wichtigster Ort der Latenz sind
CDas4+-Zellen der myeloiden Linie (Sissons and Wills, 2015). Diskutiert werden
aber auch andere Zellen, wie neuronale Vorlauferzellen, die moéglicherweise
latent infiziert werden kénnen (Dupont and Reeves, 2016). Wahrend der latenten
Phase werden virale Proteine nur auf einem Minimum exprimiert und keine neuen
infektibse Virionen produziert (Kalejta, 2008a). Dies bedeutet allerdings nicht,
dass eine latent infizierte Zelle unbeeinflusst von HCMV bleibt. Im Gegenteil,
verandert HCMV die zellulare Genexpression so, dass das Immunsystem des
Wirtes moglichst gut umgangen werden kann und eine Reaktivierung erleichtert
wird (Sissons and Wills, 2015). So wurde zum Beispiel gezeigt, dass in latent
infizierten Zellen der Multi-Drug Transporter MRP1 herunterreguliert wird. Dies
konnte fir Behandlungsansatze in der Zukunft eine wichtige Rolle spielen, da
Medikamente wie zum Beispiel Vincristin in Zellen ohne MRP1 akkumulieren und

so die Zellen zerstoren konnen (Sissons and Wills, 2015).
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Vor allem die Differenzierung der myeloiden Vorlauferzellen zu dendritischen
Zellen oder Makrophagen flhrt zu einer Reaktivierung von HCMV (Reeves and
Sinclair, 2013). Eine Reaktivierung erfolgt wahrscheinlich regelmalig in
gesunden Individuen, wird aber durch deren Immunsystem erfolgreich kontrolliert
und bleibt meistens unbemerkt. Besonders die T-Zellen und die NK-Zellen
spielen eine wichtige Rolle in der Kontrolle von HCMV-Infektionen (Sissons and
Wills, 2015). In immunsupprimierten Patienten, bei denen die T-Zell-Antwort und
die NK-Zellen beeinflusst sind, ist die Reaktivierung deswegen ein Grund fur
erhohte Morbiditat und Mortalitat (Rubin, 1990).
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1.8 Zielstrukturen antiviraler Substanzen

1.8.1 UL54

Bei dem Proteinprodukt von UL54 handelt es sich um die virale DNA-Polymerase
von HCMV. Da diese fiir die Replikation der viralen DNA verantwortlich ist, spielt
sie eine Schlusselrolle in der lytischen Phase der Infektion. (Zarrouk et al., 2017).
Neben der Polymerasefunktion hat pUL54 auch eine Exonukleasefunktion
(Gilbert and Boivin, 2005b). Der Polymeraseanteil besteht aus acht konservierten
Regionen, der Exonukleaseanteil aus drei konservierten Regionen (Gilbert and
Boivin, 2005b). Durch die Schlisselposition in der viralen Replikation eignet sich
pUL54 auch besonders gut als Ziel von Virostatika (Andrei et al., 2009).

Die UL54-DNA-Polymerase wird mit friher Kinetik exprimiert und formt mit
einigen anderen viralen Proteinen, wie zum Beispiel pUL44, den viralen

Replikationskomplex (Lurain and Chou, 2010).
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Abbildung 4: Position von UL54 in dem HCMV-Genom und funktionelle Domé&nen.
Abbildung mit freundlicher Genehmigung aus Campos et al. (Campos et al., 2016).
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1.8.2 UL9Y

Der Open Reading Frame von UL97 kodiert flr eine Serin-Threonin-
Phosphotransferase und ist Teil der Tegumentproteine, wird aber auch schon
frih in der Infektionsphase exprimiert (Littler et al., 1992b, Varnum et al., 2004).
pUL97 spielt eine essenzielle Rolle in der Virusreplikation, indem es zahlreiche
zellulare und virale Proteinsubstrate phosphoryliert (Prichard, 2009, Prichard et
al., 1999). Zum Beispiel stimuliert die UL97-Serin-Threonin-Phosphotransferase
den Wirtszellzyklus, indem sie das Retinoblastom-Protein phosphoryliert und
schafft so optimale Bedingungen fir die virale DNA-Replikation. AuRerdem
fordert pUL97 die Expression viraler Proteine, unterstitzt die Bildung von
Virionen und ist maf3geblich fur die Auswanderung der reifen Kapside aus dem
Nukleolus (Prichard, 2009). Von klinischem Interesse ist pUL97, da es das
Virostatikum Ganciclovir zu Ganciclovir-Monophosphat phosphoryliert und so fur

die Bildung der aktiven Form maf3geblich ist (Littler et al., 1992a).
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Abbildung 5: Position von UL97 in dem HCMV-Genom und funktionelle Doméanen.
Abbildung mit freundlicher Genehmigung aus: Campos et al. (Campos et al., 2016).
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1.8.3 Terminasekomplex

Terminasen sind fur die Verpackung des viralen Genoms in Kapside zustandig
(Gentry et al., 2019). Die HCMV Terminase besteht aus zwei Untereinheiten, die
ATPase pUL56, die Nuklease pUL89 und eine potentielle dritte Untereinheit
pUL51 (Borst et al., 2013). Diese Strukturen eignen sich besonders gut als
medikamentdse Angriffsstrukturen, da es keine korrespondierenden Strukturen

in humanen Zellen gibt (Gentry et al., 2019).

>

puLBI puLS1

Zytoplasma /
' oa, UL1 bis 132 a US1bis 34 Gm
<o

Mukleus /

Abbildung 6: Verpackung des viralen Genoms in Kapside. 1: Terminasekomplex
transloziert in den Nukleus. 2: Der Terminasekomplex bindet an der packaging
Erkennungssequenz der viralen DNA. 3: Der DNA-Doppelstrang wird gespalten.
4: Durch die ATPase-Aktivitdt des Terminasekomplexes wird die Translokation der
viralen DNA in das Kapsid erméglicht. 5: Uberschiissige DNA wird abgeschnitten. 6: Der
Terminasekomplex dissoziiert von dem beflillten Kapsid (Abbildung modifiziert nach
Ligat et al. (Ligat et al., 2018)).
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1.9 Antivirale Substanzen
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Abbildung 7: Chemische Strukturen der aktuell wichtigsten antiviralen Substanzen, die
gegen HCMYV eingesetzt werden kénnen. Abbildung mit freundlicher Genehmigung aus
Piret und Boivin (Piret and Boivin, 2019).

1.9.1 Ganciclovir / Valganciclovir

Bei Ganciclovir handelt es sich um ein Desoxyguanosinanalogon (Martin et al.,
1983). Ganciclovir zeigt gegen die samtliche Gruppe der Herpesviren eine
potente antivirale Aktivitat (Field et al., 1983, Cheng et al., 1983). 1988 wurde es
als erstes Medikament fur die Behandlung von HCMV von der FDA zugelassen
(Gilbert and Boivin, 2005a). Es ist nach wie vor das Mittel erster Wahl in der
HCMV Behandlung und Prophylaxe (El Helou and Razonable, 2019).

In vivo wird Ganciclovir durch das Genprodukt von UL97, die HCMV Serin-
Threonin-Phosphotransferase, zu Ganciclovir-Monophosphat phosphoryliert und
dann durch zellulare Kinasen zu der aktiven Form Ganciclovir-Triphosphat.
Dieses fungiert als ein  Nukleosidanalogon, welches an der
Pyrophosphatbindungsstelle der viralen DNA-Polymerase, dem Genprodukt von
UL54, mit Guanosin um den Einbau in die HCMV-DNA konkurriert. Wenn

Ganciclovir-Monophosphat in die virale DNA eingebaut wird, wird die Replikation
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stark verlangsamt, oder sogar die Kettenelongation gestoppt (Biron et al., 1985).
Der Einbau von Ganciclovir-Triphosphat erfolgt in geringeren Mal3en allerdings
auch durch zellulare Polymerasen und fuihrt so zu zahlreichen Nebenwirkungen
(Schreiber et al., 2009). Die wichtigste Nebenwirkung von Ganciclovir ist seine
myelosuppressive Wirkung. Dies kann besonders bei Patienten nach
Stammzelltransplantation und bei Frilhgeborenen zu Problemen flihren (Piret
and Boivin, 2019, Meyer-Wittkopf et al., 2009). Weitere unerwinschte
Nebenwirkungen sind unter anderem eine Nephrotoxizitat, Azoospermie, Fieber,
Asthenie, Diarrhoe, Stomatitis, Pankreatitis, eine Beeintrachtigung der
Leberfunktion, Kopfschmerzen und méglicherweise ist es aul3erdem teratogen
(El Helou and Razonable, 2019).

Aufgrund der geringen Bioverfugbarkeit von oralem Ganciclovir (~ 6 %) wurde
die veresterte Form Valganciclovir entwickelt, welche oral gegeben werden kann
(Pescovitz et al.,, 2000). Valganciclovir wird im Darm von PEPT1 erkannt,
wahrend Ganciclovir nicht erkannt wird (Sugawara et al., 2000). Nach
Hydrolysierung durch die Valaciclovirase gelangt es als Ganciclovir in die
Blutbahn (Lai et al., 2008).

1.9.2 Cidofovir

Bei Cidofovir handelt es sich um ein Cytidin-Nukleotidanalogon, welches gegen
eine grof3e Anzahl von DNA-Viren wirksam ist. Durch Phosphorylierung durch
eine zellulare Kinase wird es zu seiner aktiven Form umgewandelt, von pUL54 in
die virale DNA eingebaut und fuihrt so zum Kettenabbruch (Cihlar and Chen,
1996). Cidofovir wird als Zweitlinientherapie bei HCMV-Infektionen, welche
resistent oder refraktar gegentiber Ganciclovir sind, oder bei Unvertraglichkeiten
gegen Ganciclovir verwendet (Razonable and Humar, 2019). Cidofovir ist stark
nephrotoxisch, vor allem durch seine apoptotische Wirkung an den
Tubuluszellen. Dadurch kann es zu renaler tubularer Azidose, Salzverlust oder
einem Fanconi-Syndrom kommen (Kazory et al., 2007). Weiterhin wurden
unerwinschte Nebenwirkungen wie Anadmien oder Neutropenien beobachtet
(Jacobson et al., 1999).



Einleitung 19

1.9.3 Foscarnet

Foscarnet ist ein Analogon des Pyrophosphats und war 1991 das zweite
Medikament, welches fur die Behandlung der HCMV Retinitis bei HIV Patienten
zugelassen wurde (Biron, 2006). Foscarnet hemmt reversibel die virale DNA-
Polymerase pUL54, indem es direkt an der Pyrophosphatbindungsstelle bindet
und so verhindert, dass pUL54 durch Spaltung von Pyrophosphat
Phosphatbindungen zwischen den Nukleotiden ausbilden kann. Foscarnet bedarf
keiner vorherigen Aktivierung (Chrisp and Clissold, 1991). Foscarnet ist
nephrotoxisch, meistens in Form einer akuten Tubulusnekrose. Dadurch kann es
auch zu Elektrolytstérungen kommen, meistens Hypocalciamie, Hypokaliamie
und Hypomagnesiamie (El Helou and Razonable, 2019) (Campos et al., 2016).
Weiterhin kann Foscarnet Anamien oder lokale Irritationen verursachen (El Helou
and Razonable, 2019). Aufgrund dieser starken Nebenwirkungen wird Foscarnet
nur als Zweitlinientherapie genutzt, eignet sich aber besonders fur Patienten mit
einer Myelosuppression nach einer Stammzelltransplantation oder fur Patienten,
bei denen es nach Ganciclovirgabe zu einer Neutropenie oder Leukopenie kam
(Ariza-Heredia et al., 2014).

1.9.4 Maribavir

Maribavir ist ein direkter Inhibitor der viralen UL97 Serin-Threonin-
Phosphotransferase (Williams et al., 2003). Maribavir hat zu dem jetzigen
Zeitpunkt noch keine klinische Zulassung, klinische Studien haben aber eine gute
Vertraglichkeit gezeigt und es laufen Phase Ill Studien zur praemptiven
Behandlung asymptomatischer HCMV-Infektionen bei stammzelltransplantierten
Patienten und fur die Behandlung resistenter und refraktdrer HCMV Stamme (El
Helou and Razonable, 2019). Als unerwinschte Nebenwirkungen wurden
Geschmacksstérungen, Ubelkeit, Diarrhoen, Transaminasenerh6hungen,
Tremor, periphere Odeme und Kopfschmerzen beobachtet (EI Helou and
Razonable, 2019). Mutationen in pUL97 kbnnen Resistenzen gegen Maribavir

verursachen (Chou, 2015a).
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1.9.5 Letermovir (AIC246)

Wahrend alle anderen bis jetzt gegen HCMV zugelassenen antiviralen
Substanzen die virale Polymerase beeinflussen, inhibiert Letermovir den viralen
Terminasekomplex. Durch diesen neuen Behandlungsansatz ist Letermovir auch
wirksam, wenn Resistenzen gegen Ganciclovir, Foscarnet oder Cidofovir
vorliegen (Melendez and Razonable, 2015). Mutationen in UL51, UL56 und UL89
konnen allerdings Resistenzen gegen Letermovir bewirken, vermutlich mit nur
einem geringen Einfluss auf die virale Fitness (Chou, 2015b, Chou et al., 2018).
Letermovir wirkt hochspezifisch gegen HCMV, nicht aber gegen andere
Herpesviren oder nichthumane Cytomegalieviren (Ligat et al., 2018). Sowohl die
orale als auch die intravendse Applikation ist moglich (Erb-Zohar et al., 2017,
Chemaly et al., 2014). Marty et al. beschrieben, dass die Letermovirprophylaxe
nach einer hamatopoetischen Stammzelltransplantation mit einem niedrigeren
Risiko fur eine klinisch relevante HCMV-Infektion als bei einer
placebobehandelten Patientengruppe resultierte (Marty et al., 2017b). Letermovir
wird grundsatzlich gut vertragen, die haufigsten unerwiinschten Nebenwirkungen
sind Ubelkeit und Diarrhoe (Marty et al., 2017a). Ende 2017 wurde Letermovir
unter dem  Markennamen  Prevymis zur HCMV-Prophylaxe  bei
stammzelltransplantierten Patienten zugelassen (Gentry et al., 2019). Off-label
wird es aber auch in der Behandlung multiresistenter HCMV-Infektionen oder in
der Sekundarprophylaxe nach Transplantation solider Organe genutzt (El Helou
and Razonable, 2019).

1.10 Antivirale Resistenzen

Bekannte resistenzauslosende Mutationen gegen die am haufigsten gegen
HCMV eingesetzten Virostatika finden sich in der UL97-Kinase (GCV) und der
UL54-Polymerase (GCV, CDV, FOS) (Lurain and Chou, 2010). Welche
Mutationen resistenzauslosend sind, kann nur durch phanotypische Assays
bestatigt werden. Diese sind allerdings sehr zeitaufwandig. Im klinischen Alltag
wird daher vor allem auf genotypische Assays zurtickgegriffen. Diese kdnnen

allerdings nur schon bekannte Mutationen nachweisen, da sie nicht zwischen
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einem Polymorphismus und einer resistenzauslésenden Mutation unterscheiden
konnen.

Risikofaktoren fir eine Resistenzbildung sind eine hohe Viruslast, eine lange
Nutzung von anti-HCMV Medikamenten, eine schwere T-Zell-Depletion,
rekurrente HCMV-Infektionen oder eine verminderte Wirksamkeit der Virostatika,
wenn zum Beispiel die Dosis auf Grund von unerwiinschten Nebenwirkungen
verringert werden muss (El Chaer et al., 2016, Lurain and Chou, 2010, Gilbert
and Boivin, 2005b). Eine Infektion mit einem resistenten HCMV Stamm kommt
bei 5-14 % aller Patienten nach einer Transplantation vor (Maertens et al., 2019).
Hinweise fur eine Resistenz sind eine erneute Verschlechterung der Symptome
oder ein Ansteigen der Viruslast trotz adaquater Dosierung des Virostatikums
(Gilbert and Boivin, 2005b). Vor allem unter dem Selektionsdruck einer langen
antiviralen Behandlung kénnen auch mehrere Mutationen akkumulieren und zu
einer verstarkten Resistenz gegen ein Virostatikum oder auch zu Resistenzen

gegen mehrere Virostatika fiihren (Lurain and Chou, 2010).

Mutationen in UL97 fUhren zu Resistenzen gegen Ganciclovir, nicht aber gegen
Cidofovir und Foscarnet, da nur Ganciclovir von pUL97 aktiviert werden muss
(Lurain and Chou, 2010). Resistenzauslosende Mutationen fanden sich vor allem
in den Codons 460, 520 und vor allem auch zwischen 591-607. Der Bereich von
591-607 ist fur die Bindung von Ganciclovir wichtig, Mutationen in diesem Bereich
scheinen aber nicht kritisch fiir die biologische Funktion von pUL97 zu sein (Chou
et al., 2002, Prichard et al., 1999, Lurain and Chou, 2010). In Gber 80 % kénnen
die Mutationen M460V/I, H520Q, C592G, A594V, L595S und C603W bei
Patienten, die Ganciclovir als initiale Therapie erhalten haben, als

resistenzauslosende Mutationen gefunden werden (Lurain and Chou, 2010).

Mutationen in UL54 kdnnen entweder die Bindung von Virostatika an die
Polymerase behindern oder aber durch eine Verbesserung der
Exonukleasefunktion zu einer verstarkten Entfernung der schon in die DNA
eingeflgten Virostatika fihren (Lurain and Chou, 2010). Zahlreiche

Beobachtungen zeigen, dass auch eine lange Ganciclovirbehandlung zu mehr
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UL54 Mutationen fuhrt und dass Resistenzen vor allem bei gleichzeitig
auftretenden UL97 Mutationen vorkommen (Smith et al., 1997). Abhangig von
der Region, in der die Mutationen auftreten, kann es zu Resistenzen gegen
Ganciclovir, Cidofovir, Foscarnet oder auch gegen alle drei Virostatika
gleichzeitig kommen. So scheinen Resistenzen gegen Ganciclovir/Cidofovir vor
allem durch Mutationen in der Exonukleasedoméne und Region V verursacht zu
werden, Foscarnetresistenzen vor allem in Region Il und Il und Resistenzen
gegen Foscarnet und gleichzeitig in geringerem Level Ganciclovir in der Region
[l (Lurain and Chou, 2010). Anders als bei UL97-Mutationen, machen bei UL54-
Mutationen nicht wenige Mutationen den Grof3teil der resistenzverursachenden
Mutationen aus. Dies und die Tatsache, dass es zwischen den Stdmmen
zahlreiche Sequenzpolymorphismen gibt, bedingt, dass es bei UL54 deutlich
aufwandiger ist, eine resistenzausldésende Mutation zu identifizieren (Lurain and
Chou, 2010, Chou et al.,, 1999). Allerdings scheinen UL54 Mutationen das
Wachstum von HCMV deutlich haufiger zu behindern, sodass UL97 Mutationen
insgesamt haufiger sind (Chou et al., 2007).

1.11 Impfung

Eine Impfung gegen HCMV kodnnte pro Jahr tausende Leben retten, es gibt
allerdings zahlreiche Schwierigkeiten, die die Entwicklung eines geeigneten
Impfstoffs behindern. So bedingt vor allem der groBe genetische
Polymorphismus der HCMV-Strange, dass bis jetzt getestete Impfungen nur
einen sehr begrenzten Schutz erbrachten (Fu et al., 2014). Au3erdem ist HCMV
in der Lage, die Prasentation viraler Antigene Uber MHC | herunterzuregulieren
(Reddehase, 2002). Das Ziel einer Impfung ware, sowohl eine Primarinfektion zu
verhindern, als auch die Reinfektion mit einem anderen Stamm beziehungsweise
die Reaktivierung einer latenten Infektion zu verhindern (Gerna and Lilleri, 2019).
Die Forschungsergebnisse zum jetzigen Zeitpunkt deuten darauf hin, dass der
ideale Impfstoff zum einen gB enthalten sollte, welches sowohl die humorale, als
auch die T-Zell-Antwort stimulieren kann; zum anderen den pentameren

Komplex, da dieser die Bildung neutralisierender Antikorper am starksten zu
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induzieren scheint, und moglicherweise drittens pp65, welches die starkste
HCMV-spezifische T-Zell-Antwort hervorruft (Gerna and Lilleri, 2019). Diesen
Ansatz verfolgt auch ein mRNA-Impfstoff von Moderna, der aus einer mRNA-
Mischung aus funf mRNAs, die fur den pentameren Komplex kodieren und einer
MRNA, die fur gB kodiert, besteht. Diese wird aktuell in einer Phase-II-Studie
getestet (Nelson et al., 2020).

1.12 Zielsetzung der Arbeit

Das humane Cytomegalovirus (HCMV) kann bei Patienten nach Organ- und
Stammzelltransplantation zu lebensbedrohlichen Organmanifestationen fihren
und ist weltweit die wichtigste kongenitale Virusinfektion. Durch eine antivirale
Therapie mit Ganciclovir, Cidofovir oder Foscarnet kann eine frihe klinisch
manifeste Erkrankung reduziert werden. Die Wahrscheinlichkeit einer
Virostatikaresistenzentwicklung steigt jedoch mit vermehrter und langer
anhaltender Therapiedauer an. Die molekulare Ursache der Resistenzen gegen
Ganciclovir, Cidofovir oder Foscarnet sind Mutationen in der UL97-Serin-
Threonin-Phosphotransferase und im viralen Polymerasegen UL54. Im
klinischen Alltag ist eine schnelle Zuordnung der Mutationen wichtig. Um eine
Unterscheidung zwischen Polymorphismen und resistenzauslésenden
Mutationen treffen zu kodnnen, muissen in genotypischen Assays neu
aufgetretene Mutationen phanotypisch charakterisiert werden.
Hierfir sollen mittels einer Marker-Transfer-Analyse mehrere neu entdeckte
Mutationen in einen gegenuber den Virostatika sensitiven Laborstamm eingefuigt
und dann mittels Plague-Reduktions-Assays funktionell charakterisiert werden.
Da das Wachstumsverhalten von HCMV-Stdmmen zudem einen grof3en Einfluss
auf die antivirale Behandlung haben kann, soll in dieser Arbeit das
Wachstumsverhalten der einzelnen Mutationen Uber die Analyse eines Ein-
Schritt-Wachstumszyklus beobachtet und mit dem Referenzstamm HCMV-TB40-
BACKL7-UL32EGFP verglichen werden.

Fur die Mutagenese von DNA-Viren eignet sich besonders gut das bakterielle

artifizielle Chromosom (BAC), ein von E. coli abgeleiteter Vektor, welches DNA-
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Sequenzen von bis zu 300 kbp beinhalten kann. Der Vorteil von BACs ist, dass
sie in Bakterien stabil bleiben. AuRerdem kann der Erfolg der Mutagenese durch
positive Selektionsmarker wie Antibiotikaresistenzgene noch vor Transfektion auf
Zellkulturen Uberprft werden, sodass sichergegangen werden kann, dass die
Zellkultur nur mit einem Virus mit der gewtinschten Mutation infiziert wird (Borst
et al., 1999). Mit der 2006 eingefiihrten en-passant-Mutagenese von Tischer et
al. ist es auf3erdem maoglich, Punktmutationen, Deletionen oder Insertionen in das
virale Genom einzuftigen, ohne dass Fremdsequenzen zurtickbleiben (Tischer et
al., 2006).

In dieser Arbeit sollen deswegen mittels ,en-passant* BAC-Technologie die von
Houldcroft et al. neu detektierten Mutationen UL97 S512Stop, UL97 C480F,
UL97 1429F, UL54 P522Q und die Doppelmutation UL54 P522Q / UL97 C480F,
sowie die von Sedlak et al. gefundene Doppelmutation UL54 V715M / UL97
L595S generiert und anschlieRend funktionell charakterisiert werden (Houldcroft
et al., 2016, Hall Sedlak et al., 2013).
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 HCMV-Mutationen

Die UL54 HCMV-Mutation P522Q und die UL97-Mutationen C480F, S512Stop
und 1429F wurden in der Publikation: “Detection of Low Frequency Multi-Drug
Resistance and Novel Putative Maribavir Resistance in Immunocompromised
Pediatric Patients with Cytomegalovirus” von Houldcroft et al. beschrieben, aber
noch nicht genauer charakterisiert (Houldcroft et al., 2016). In diese Studie
wurden elf Patienten aus dem Great Ormond Street Hospital for Children
eingeschlossen, bei denen hohe HCMV Viruslasten Uber zwei oder mehr
Wochen auftraten und der Klinische Verdacht auf eine Virostatikaresistenz
bestand. UL54 P522Q und UL97 C480F wurden bei Patientin B, einem
zweijahrigen Madchen mit Dyskeratosis congenita gefunden, welches im Verlauf
verstarb. UL97 S512Stop trat bei Patient G, einem neunjahrigen Jungen mit
Kostmann Syndrom 63 Tage nach Stammzelltransplantation auf, konnte aber in
folgenden Proben nicht mehr nachgewiesen werden. UL97 1429F wurde bei
Patient K, einem zwdlf Jahre alten Jungen nach Herztransplantation, detektiert.
UL54 V715M ist eine der haufigsten UL54 Mutation und versursacht eine
Resistenz gegen Foscarnet (Cihlar et al., 1998, Gilbert and Boivin, 2005b). UL97
L595S wurde von Wolf et al (Wolf et al., 1995) beschrieben und zahlt zu den
haufigsten UL97 Mutationen, die eine Resistenz gegen Ganciclovir auslésen
konnen (Gilbert and Boivin, 2005b). In Kombination wurden die Mutationen von
Sedlak et al. bei einem 66 jahrigen Patienten (Patient 14) nach bilateraler
Lungentransplantation gefunden, hierbei verschwand UL97 L595S nach
Umstellung von Ganciclovir auf Foscarnet wieder, wahrend UL54 V715M
persistierte (Hall Sedlak et al., 2013).
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Tabelle 2: Ubersicht Uber die Patienten, bei denen die in dieser Arbeit untersuchten
Mutationen gefunden wurden. Patienten aus Houldcroft et al. (Patient B, G, K), sowie
Sedlak et al. (Patient 14) (Houldcroft et al., 2016, Hall Sedlak et al., 2013). Fett gedruckt
sind die in dieser Arbeit charakterisierten Mutationen.

Patient B Patient G Patient K Patient 14
Alter 2J. 9J. 12J. 66J.
Geschlecht w m m m
P522Q;
D301N; C211F;
D588N; E235K;
UL54- V71SM; E944D: keine V715M
Mutationen P383S; ;
' S897L;
C592S; D89SN
R593S;
T700P
C480F;
UL97- T409M.;
Mutationen M460lI; S512Stop 1429F L595S
C592G;
C607Y
Grunderkrank | Dyskeratosis Kostmann- Herztrans- L Bilaterale
. . ungentrans-
ung congenita Syndrom plantation :
plantation
Hochste
Viruslast 65.611.500 330.209 393.192 | Ca.794.328
(Genkopien
/ ml WB)
Virdmiedauer
(Tage > 104 200 38 12 Ca. 300
gc/ml)
. FOS, GCV,
antiirale | CDV,MBV, | FOS,GCv, | GOV, |, oAUNog
Therapie LEF, ART, CDhV, ACV V-GCV AC’V !
P CMV-IVIG
CMV-Kolitis, Stammzell- | Andauernde | Andauernde
CMV- . ; ) .
Outcome . transplanta- | virostatische | virostatische
Pneumonitis, b ) )
tion Therapie Therapie
Tod
2.1.2 Zellen

FiUr die durchgefuhrten Versuche wurden humane Vorhautfibroblasten (HFF)
(ATCC® SCRC1041™) genutzt. Es wurden Zellen zwischen Passage 7 und 30

verwendet.
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Humane retinale Pigmentepithelzellen (ARPE-19) (ATCC® CRL-2302™)
(etabliert 1986 von Amy Aotaki-Keen, (Dunn et al., 1996)) wurden ebenfalls von

ATCC bezogen und zwischen Passage 15 und 30 genutzt.

2.1.3 Bakterien

E. coli GS1783 wurde freundlicherweise von Gregory Smith (Northwestern
University, Chicago) zur Verfiigung gestellt. In diesen Stamm wurde ein defekter
A-Prophage in das Genom integriert. Dieser Prophage kodiert fir die Gene Redaq,
RedB wund Redy. Die Expression dieser Gene ist durch einen
temperatursensitiven Promoter reguliert. Zudem wurde das Gen flur die
Endonuklease I-Scel in das Genom von GS1783 eingefligt. Dieses Gen,
urspringlich aus Saccharomyces cerevisiae isoliert, wird durch einen Arabinose-

induzierten Promoter reguliert (Tischer et al., 2010).

2.1.4 BACs

Das Bacterial Artificial Chromosome (BAC) TB40-BACKL7-UL32EGFP,
eingefugt in E. coli GS1783, wurde freundlicherweise von Christian Sinzger
(Universitatsklinikum Ulm) zur Verfigung gestellt.

TB40-BACKL7-UL32EGFP enthalt das Genom des endotheliotropen HCMV
Laborstrangs TB40/E. TB40/E repliziert mit gleicher Effizienz sowohl in Epithel-
und Endothelzellen als auch in Fibroblasten und ist deswegen fir die Co-Kultur,
welche fir die phanotypische Charakterisierung der Mutationen angewandt
wurde, geeignet (Sinzger et al., 2008). Der BAC Vektor wurde in die Region
zwischen US2 und US6 integriert und ersetzte diese. In vivo ist diese Region
mitverantwortlich fur die MHC-1 und MHC-II-Degradation, hat aber keinen
Einfluss auf die Replikation in der Zellkultur oder die Wirkung der einzelnen
Virostatika (Frascaroli et al.,, 2018, Sinzger et al., 2008). Zusatzlich zu dem
gewdhnlichen mini-F-Gen kodiert der BAC-Vektor far ein
Chloramphenicolresistenzgen. Dieses erlaubt die Selektion BAC-enthaltener

E. coli. AuRerdem enthélt das BAC ein EGFP-Gen, welches an den Open
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Reading Frame von UL32 fusioniert ist. Expression des Kapsid-assoziierten
Tegmentum Proteins UL32 resultiert in der Synthese des griin fluoreszierenden
Fusionproteins UL32EGFP (Sampaio et al., 2005). UL32 wird mit spater Kinetik
exprimiert. Eine Virusinfektion kann dann mit einem Fluoreszenzmikroskop

erkannt werden.

2.1.5 Medien fur die Zellkultur

e Eagle Minimum Essential Medium (MEM) (Gibco)
e Penicillin / Streptomycin (Gibco)
e Fetales Kalberserum (FCS) (Gibco)
Hitzeinaktiviert: 1h; 56 °C
e Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco)
o +5%FCS
o + 1 % Penicillin/Streptomycin
e Phosphatgepufferte Saline (DPBS) (Dulbecco)
e TrypLE Express 1x (Gibco)
e Serum-free Type Cell Freezing Medium (Bambanker)

e MBS Medium: MEM
o +6 % L6sung 3 des Stratagene Mammalian
Transfection Kits (Stratagene)

e Glycerol Schock Lésung:

o 20 % Glycerol (Applichem)
o 50 % 2x Hepes (Genaxxon)
o 30 % Ampuwa (Roth)

steril filtriert
o 2X Hepes
o 50 mM Hepes
o 1,5mM NazHPO4
o 280 mM NacCl
pH 7,13
e Trypanblau (Gibco)
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2.1.6

2.1.7

2.1.8

Virostatika

Ganciclovir (Stammlésung 196 mM)
Cidofovir (Stammlésung 270 mM)

Foscarnet (Stammlosung 80 mM)

Medien fir die Bakterienkultur

LB- Medium (Luria / Miller)
LB-Agar (Luria / Miller)
Antibiotika:
o Kanamycin

Stammldsung 50 mg / ml; eingesetzt 1:1000
o Chloramphenicol

Stammldésung 10 mg / ml; eingesetzt 1:400
Glycerolstock:

o 700 pl Ubernachtkultur

o 300 pl 50 % Glycerollésung, sterilfiltriert
SOC Medium

Reagenzien fur die PCR

Wasser, steril und filtriert
Pwo Master
10x PCR-Puffer

o Tris HCI, pH 8,3

o 500 mM KCI
Primer
Taq DNA-Polymerase
MgClz-L6sung 25 mM

29

(Roche)
(Gilead Sciences)

(Astra Zeneca)

(Roth)
(Roth)

(Q-Bio Gene)

(Q-Bio Gene)

(Biolabs)

(Roth)
(Roche)
(Roche)

(Biomers.net)
(Roche)
(Roche)
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e Plasmid pEPKan-S ist ein Geschenk von Klaus Osterrieder

2.1.9 Primer fur die Mutagenese-PCR und Sequenzierungsprimer

Das Nukleotid, welches die Aminosauresauresubstitution induziert, ist jeweils

grol3geschrieben, unterstrichen und fett unterlegt.

Tabelle 3: Verwendete Primer fur die UL54-Region

Bezeichnung

Sequenz 5° 2> 3¢

cctgcggcaacgcaaggatgacctgtcttacaaggacatccAge

En-passant P522Q
gttgtttcgtggctaatgcaggatgacgacgataagtaggg
Mutagenese forward long
Austausch von C nach A
En-passant P522Q cctgcggcaacgcaaggatg
Mutagenese forward short
ctacctgggcgceggccctcggceattagccacgaaacaacgcT
En-passant P522Q) gggcgegg g9 g g gclgg
atgtccttgtaagacaggtcaaccaattaaccaattctgattag
Mutagenese reverse
Austausch von G nach T
tttgagcccgaggtgggttactacaacgaccccgtggccAtgtte
En-passant V715M gtttgagccecgaggggg g glggccAlg
gactttgccagcctctaaggatgacgacgataagtaggg
Mutagenese forward long
Austausch von G nach A
En-passant V715M it —
agcccga
Mutagenese forward short JHigagrecgadaiodg
ccatgatgatggaagggtagaggctggcaaagtcgaacal
En-passant V715M 999 gatgatggaagggtagaggctgg gtcg 1
ggccacggggtcgttgtagtcaaccaattaaccaattctgattag
Mutagenese reverse
Austausch von nach Cnach T
Sequenzierung | plup tctttacgatcggcacctgce
Sequenzierung | pldo tcgtcgtacctttgctgtag
Sequenzierung | p2up gtatctacacctcgctg
Sequenzierung | p2do ccgtagaaagcgttgca
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Tabelle 4: Verwendete Primer fur die UL97-Region

Bezeichnung | Sequenz 5° > 3¢
aacccgcacaaccccagcgagatcgtgcgcgecgcegcetgtTc
En-passant C480F J J Jegagalegigegrgeedcgeiyi ey
attacagcctcagcgagccaggatgacgacgataagtaggg
Mutagenese forward long
Austausch von Gnach T
En-passant C480F
gaacccgcacaaccccagcg
Mutagenese forward short
ctcgttgtaatccggatagggcetcgctgaggcetgtaatcgAaca
En-passant C480F gctcgtig ggatagggctcgctgaggcelg gAacag
cgcggcgcegcacgatctcaaccaattaaccaattctgattag
Mutagenese reverse
Austausch von nach C nach A
ctttcaggagacgggtacggcgcgccgcatccccaactgctAgea
En-passant S512Stop 99a9ac9991acg9egeaeed 9eiad
ccgtctgcgcgaatgttaaggatgacgacgataagtaggg
Mutagenese forward long
Austausch von C nach A
En-passant S512Stop
ctttcaggagacgggtacgg
Mutagenese forward short
tgggtcggaaagcagggtggtaacattcgcgcagacggtgcAag
En-passant S512Stop
cagttggggatgcggcgcgcaaccaattaaccaattctgattag
Mutagenese reverse
Austausch von Gnach T
cacagacatgtttcatcacgaccagtggaagctggcgtgcTtcgac
En-passant 1429F forward J J J J199aageiggegigeied
agctaccgacgtgccttaggatgacgacgataagtaggg
Mutagenese long
Austausch von Anach T
En-passant 1429F forward
cacagacatgtttcatcacg
Mutagenese short
tagcgtcggccaacgtgcaaaaggcacgticggtagctgtcgaAg
En-passant
[429F reverse | cacgccagcttccactggtcaaccaattaaccaattctgattag
Mutagenese
Austausch von T nach A
cgttgctctttaagcacgccggegeggcectgecgegegtCgga
En-passant L5955 ggcgug gcacgccggcegeggectgecgegegiigg
gaacggtaagctcacgcaaggatgacgacgataagtaggg
Mutagenese forward long
Austausch von T nach C
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En-passant L595S
ggcgattgctctttaagcacg
Mutagenese forward short
cagacaggcgtcggagcagtgcgtgagcttaccgttctccGac
En-passant L5955 gcagacaggcgicggagcagigcgigag g acg
cgcggcaggccgcgcecggcaaccaattaaccaattctgattag
Mutagenese reverse
Austausch von nach A nach G
Sequenzierung | 405F ctgctgcacaacgtcacggt
Sequenzierung | 520mdo gcatgggtcggaaagcagg
Sequenzierung | 595F cctcatgcggctgttggacc
Sequenzierung | 595R ccatgctcgcccaggagaca

2.1.10 Reagenzien fur die Gelelektrophorese

e 10x TBE-Puffer

Fur die Gelelektrophorese wurde 1x TBE-Puffer verwendet

e SeaKem LE Agarose

e Midori Green Advanced
e 100 bp DNA-Leiter

e Gel Loading Dye Purple (6x)

(Roth)

(Lonza)

(Nippon Genetics Europe GmbH)
(Invitrogen)

(Biolabs)

2.1.11 Reagenzien fur den DNA-Verdau

e Dpnl

e CutSmart Puffer

(New England Biolabs)
(New England Biolabs)

2.1.12 Reagenzien fur Immunfluoreszenz

e Priméare Antikorper

(Argene)

o Anti-p72 (Immediate Early) Monoclonal IgG-Mouse Antibody (E13)

eingesetzt 1:1,000 in PBS
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o Anti-pp65 (Early-Late) Monoclonal IgG-Mouse Antibody

eingesetzt 1:250 in PBS

Sekundare Antikorper

o Cy3-gelabelter Ziege-anti-Maus Antikorper

eingesetzt 1:300 in PBS
Aceton 80 %
Waschpuffer:

o 1x Phosphatgepufferte Saline (DPBS)

o +1%FCS

2.1.13 Verbrauchsmaterial

C-Chip

2 mm Elektroporationskiuvetten
6-Well Platten

24-Well Platten

96-Well Platten

5 mm Polystyrol-Rundbodenréhrchen
Kryotubes 2 ml

Konische Zentrifugenréhrchen 15 ml; 50 ml
Pipettenspitzen mit Filter 10-1,000 pl
Pipettenspitzen ohne Filter 300 ul
Reaktionsgefalie 0,2 ml; 0,5 mi
ReaktionsgefalRe 1,5 ml; 2,0 ml
Spritzen 5 ml, 50 ml

Filter 0,22 ym

Filter 0.45 ym

Stripetten 5 ml; 10 ml; 25 ml
Petri-Schalen

Zellkulturflasche 25 cm?

Zellkulturflasche 75 cm?
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(CINA-Pool)

(Dianova)

(Labochem international)

(Gibco)
(Gibco)

(NanoEnTek)
(Peqglab)

(Greiner)

(Greiner)

(Greiner)

(Falcon)

(Greiner)

(Falcon)

(Starlab)
(Eppendorf)
(Sarstedt)
(Eppendorf)
(Becton-Dickinson)
(MIllEX)

(Sartorius)
(Costar)

(Multimed Biotech)
(Greiner)

(Greiner)
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e Zellkulturflasche 175 cm? (Greiner)

e Drigalski-Spatel delta aus ABS (Neolab)
2.1.14 Kits

¢ NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel)

¢ NucleoSpin® Plasmid (Macherey-Nagel)

¢ NucleoBond® Xtra Midi (Macherey-Nagel)

e Mammalian Transfection Kit (Stratagene)

o Losung 1:2,5M CaCl2
o Lo6sung 2: 2x BBS, pH 6,95
50 mM N, N-bis(2-hydroxyethyl)-2-Aminoethansulfonsaure
Gepufferte Saline, 280 mM NaCl und 1,5 mM Na2HPO4
o Losung 3: 2 mg/ ml DEAE-Dextran in 0,9 % NacCl
e QIlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen)

2.1.15Kleingerate

e Gelelektrophorese-Kammer (Hybaid)
e Spannungsquelle PowerPac 300 (Bio-Rad)
e Heizblock (Heidolph)
¢ Mikrowelle Micromat (AEG)
e Photometer (Eppendorf)
e \Vortex (Heidolph)
e Thermomixer 5436 (Eppendorf)
e Pipettierhilfe Pipetboy acu (IBS)

2.1.16 Grol3geréate

e Axiovert200 Fluoreszenzmikroskop (Zeiss)
e Zentrifugen:
o Eppendorf 5415D (Eppendorf)
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o Eppendorf 5417R

o Megafuge® 10R

o Rotina 48R
Sicherheitswerkbank
CO2-Inkubator
Invers-Mikroskop Axiovert 25
Elektroporator: Gene Pulser Xcell
Peltier Thermal Cycler 200
Schattler: Certomat
UV-Transillluminator
Wasserbad
Autoklav: 2440ELV

Brutschrank: Kelvitron

2.1.17 Computerprogramme

Microsoft Word
PowerPoint
EndNote
GraphPad Prism
SPSS

Chromas

GIMP

35

(Eppendorf)
(Heraeus)
(Hettich)
(BDK)
(Labotect, IBS)
(Zeiss)
(Biorad)

(MJ Research)
(B. Braun Biotech International)
(Intas)

(GFL)
(Tuttnauer)

(Heraeus)

(Version 2101)
(Version 2101)
(X9)

(7)

(Version 24)
(Version 2.6.6)
(2.10.8)
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2.2 Methoden

2.2.1 Ubersicht

Der Vorteil der in dieser Arbeit verwendeten Methode der en-passant
Mutagenese nach Tischer ist, dass einzelne Mutationen in das BAC-Genom
eingebracht werden kdnnen, ohne dass Fremdsequenzen zurtickbleiben (Tischer
et al., 2010). Hierfir wurden zunachst PCR-Produkte hergestellt, die die
erwinschte Punktmutation und ein Kanamycinresistenzgen enthielten. Diese
PCR-Produkte wurden in das BAC des E. coli Stammes GS1783/TB40-BACKL7-
UL32EGFP eingefiigt. Die Kanamycinresistenz diente hierbei als positiver
Selektionsmarker. Spater konnte durch Zugabe von Arabinose, wie im Abschnitt
2.2.6 beschrieben, der positive Selektionsmarker wieder entfernt werden, sodass
die Punktmutationen als einzige zusatzliche Modifikation des BACs verblieben.
Mit einer Midipraparation wurde die Bacmid-DNA anschlieRend aus den
Bakterien isoliert und auf HFF transfiziert. Mit den infizierten HFF wurden
einerseits Ein-Schritt-Wachstumszyklen der einzelnen Mutationen durchgefihrt,
und andererseits Plaguereduktionsassays mit den Wirkstoffen Ganciclovir,

Cidofovir und Foscarnet.

2.2.2 Generierung von PCR-Produkten mit definierten Punktmutationen

Als erster Schritt wurden PCR-Produkte, welche die gewtlinschte Punktmutation
enthielten, hergestellt. Als Template dienten pEPkan-S Plasmide. Diese
enthielten ein Kanamycin-Resistenzgen, welches spater als positiver
Selektionsmarker  diente. Dem Kanamycin-Resistenzgen ging eine
Erkennungssequenz fur I-Scel, einer Endonuklease, welche Uber einen
arabinoseinduzierten Promotor Doppelstrangbriiche einfigen kann, voraus.

Dadurch konnte spater das Kanamycin-Resistenzgen wieder entfernt werden.
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FLAG
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Abbildung 8: pEPkan-S Plasmid. Bei aphAl handelt es sich um das
Kanamycinresistenzgen, I-Scel ist die Erkennungssequenz fiur I-Scel. Abbildung mit
freundlicher Genehmigung aus Tischer et al. (Tischer et al., 2006).

In zwei PCR-Schritten wurden homologe HCMV Sequenzen, die die
gewunschten Punktmutationen enthielten, am 3° und am 5-Ende des
Kanamycinresistenzgenabschnitts von pEPkan-S eingeflgt. Die homologen
HCMV Sequenzen ermdéglichten spater die Integration der Punktmutationen in
die UL54 oder UL97 Region der Bacmid-DNA. Primer wurden fur die UL97-
Mutationen C480F, L595S, 1429F und die UL54 Mutationen P522Q und V715M
generiert und sind in Tabellen 3 und 4 aufgefuihrt. Der forward long Primer
bestand jeweils an dem 5° Ende aus einer homologen HCMV Sequenz mit einer
Lange von 62 bp, die die gewilinschte Punktmutation beinhaltete. Das 3‘ Ende
war komplementar zu der I-Scel Erkennungsseite und einem Teil des
Kanamycinresistenzgens innerhalb von pEPkan-S, sodass der Primer am
Template-Plasmid binden konnte. Der Primer universal Kan war 21 bp lang und
beinhaltete Sequenzen, die es ihm erlaubten, an pEPkan-S zu binden. Der
Primer reverse bestand, wie auch der forward long Primer, am 5-Ende aus einer
homologen HCMV-Sequenz mit der gewlnschten Punktmutation und am 3‘-Ende
aus einem  Stuck, das komplementar zu einem  Stick des
Kanamycinresistenzgens war. Der forward short Primer hatte eine Lange von
20 bp und war komplementér zu einem kurzen Stick der homologen HCMV-

Sequenz am 5'-Ende des Templates.
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In dem ersten PCR-Schritt wurde der forward long Primer und der Primer
universal Kan verwendet. pEPkan-S musste in einer niedrigen Konzentration von
1 ng/pl verwendet werden, um spater den vollstindigen Dpnl-Verdau der
Templates zu ermdglichen. Die PCR wurde in einem Gesamtvolumen von 100 pl

durchgefuihrt und es wurde der PCR-Mastermix ,Pwo-Master* von Roche

benutzt.

Primer forward long 1l
Primer universal Kan 1l
pEPkan-S (1:400 in ddH20) 1l
Pwo-Master 50 pl
Ad ddH20 47 ul
> 100 pl

Die PCR-Amplifikation erfolgte mit folgendem Programm:
Initiale Denaturierung: 95 °C 5 Minuten

9 Zyklen

Denaturierung: 95 °C 45 Sekunden
Annealing: 51°C 2 Minuten
Elongation: 68 °C 2 Minuten

24 Zyklen

Denaturierung: 95 °C 45 Sekunden
Annealing: 60 °C 2 Minuten
Elongation: 68 °C 2 Minuten

Terminale Elongation: 68 °C 10 Minuten

Das PCR-Produkt wurde mit dem ,NucleoSpin® Extract II“- Kit von Macherey-
Nagel aufgereinigt. Dazu wurde es mit der doppelten Menge an Bindungspuffer
gemischt, auf eine NucleoSpin® Saule geladen und danach fir eine Minute mit
11000 rpm zentrifugiert. Danach wurde die Saule mit 600 pl Waschpuffer
gewaschen und erneut fur eine Minute mit 11000 rpm zentrifugiert. Die Membran

wurde fur zwei Minuten durch Zentrifugation mit 11000 rpm getrocknet. Danach
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wurde das nun aufgereinigte PCR-Produkt in 50 pl ddH20 eluiert. 1 ul diente als
Template fur den zweiten PCR-Schritt, bei dem die homologe HCMV-Sequenz
am 3’-Ende eingeflgt wurde.

Auch die zweite PCR wurde in einem Endvolumen von 100 pl durchgefthrt und
es wurde ebenfalls der PCR-Mastermix ,Pwo-Master von Roche verwendet. Als

Primer wurde der Primer reverse und der Primer forward short verwendet.

PCR-Produkt der vorherigen Runde 1
Primer forward short 1l
Primer reverse 1l
ddH20 47 ul
Pwo-Master 50 ul
> 100 pl

Das Amplifikationsprogramm war dasselbe, wie in der vorherigen Runde. Auch
dieses PCR-Produkt wurde, wie bereits oben beschrieben, mit dem
,NucleoSpin® Extract I1“-Kit von Macherey-Nagel aufgereinigt und in 50 ul ddH20
gelost.

Alle PCR-Produkte wurden bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C aufbewabhrt.
Um die erfolgreiche PCR zu bestatigen, wurden jeweils 10 pl des endgdltigen

PCR-Produktes auf Agarosegel geladen.

-Scel
s A [ITETINGEN [Mkanr [T INEN o |3

Forward long Universal Kan
Lal hal
Forward short Reverse

Abbildung 9: fertiges PCR-Produkt mit den dazugehdrigen Primern. A, B, C, D sind
homologe HCMV-Sequenzen, welche alle ca. 20bp lang sind. I-Scel ist die
Erkennungssequenz fiur I-Scel, Kan-R das Kanamycinresistenzgen. In Rot ist die
jeweilige Punktmutation gekennzeichnet.

2.2.3 Gelelektrophorese, um den Erfolg der Mutagenese-PCR zu
bestatigen

Die Erfolgskontrolle der Mutagenese-PCR erfolgte uber eine Gelelektrophorese
mit 1 % Agarosegel. 0,5 g Agarose wurde in 50 ml 1xTBE-Puffer gel6st und in



Material und Methoden 40

der Mikrowelle so lange erhitzt, bis keine Flocken mehr sichtbar waren. Zur DNA-
Visualisierung wurden 2 ul Midori-Green hinzugefigt. 10 ul PCR-Produkt wurden
nun mit 2 pl Purple Ladepuffer gemischt und auf das Gel aufgetragen. Um die
Lange der PCR-Fragmente kontrollieren zu kénnen, wurde zudem eine 100 bp
DNA-Leiter, die ebenfalls mit 2 ul Purple Ladepuffer gemischt wurde,
aufgetragen. Die Gel-Elektrophorese erfolgte bei 100 Volt fur 30 bis 45 Minuten
und die Kontrolle erfolgte unter UV-Licht.

2.2.4 PCR-Aufreinigung und Dpnl-Verdau, um die ubrig gebliebenen

Templates zu entfernen

Um sicherzugehen, dass tatsachlich nur die PCR-Produkte mit den gewlnschten
Punktmutationen und nicht auch pEPkan-S-Templates spater in die E. coli
Bakterien eingefugt wurden, mussten die Ubrig gebliebenen Templates vor der
Mutagenese entfernt werden. Spater waren ansonsten E. coli mit mutierter
Bacmid-DNA nicht von denen mit Wildtyp-Bacmid-DNA unterscheidbar gewesen,
da in beiden das Kanamycinresistenzgen enthalten gewesen ware. Um dies zu
verhindern, erfolgte ein Dpnl-Verdau. Bei Dpnl handelt es sich um ein
Methylation-sensitives Restriktionsenzym, welches nur methylierte DNA
schneidet, also in diesem Fall nur die Template-DNA. Das PCR-Produkt bleibt

dabei unbeschadet. Der Dpnl-Verdau wurde in einem Gesamtvolumen von 50 pl

durchgefihrt:

PCR-Produkt: 42 ul
CutSmart: 5ul
Dpnl: 3 ul
> 50 pl

Das Gemisch wurde fur zwei Stunden bei 37 °C inkubiert und anschliel3end
erneut mit dem ,NucleoSpin® Extract II“-Kit von Macherey-Nagel aufgereinigt.
Am Ende wurde die DNA in 15 pl ddH20 gel6st und bis zur weiteren Verwendung
bei 4 °C gelagert.
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Abbildung 10: Erkennungsstelle fiir Dpnl, Abbildung mit freundlicher Genehmigung von
New England Biolabs (New England Biolabs).

2.2.5 Generierung elektrokompetenter E. coli GS1783 und BAC-
Mutagenese

Der E. coli Stamm GS1783 beinhaltet das HCMV-BAC, in dessen BAC-Kassette
sich ein Chloramphenicolresistenzgen befindet. In den E. coli Stamm wurde
aulRerdem ein defekter A Prophage integriert, Gber den das Red-System eingeflugt
wurde. Hierdurch konnte das lineare PCR-Produkt in die Zielsequenz des HCMV-
BACs eingefugt werden. Das Red-System besteht aus drei Komponenten. Bei
Reda handelt es sich um eine Exonuklease, Redf3 bindet an der Einzelstrang-
DNA, schitzt sie vor weiterer Degradation und foérdert die Annaherung an die
Zielsequenz. Auch Redy schiitzt vor weiterer Degradation.

10 ml LB-Medium wurden zusammen mit 25 pl Chloramphenicol und dem E. coli
Stamm GS1783 / TB40-BACKL7-UL32EGFP inokuliert und tiber Nacht bei 32 °C
und 160 rpm inkubiert. Am néachsten Tag wurden 50 ml LB-Medium mit 125 pl
Chloramphenicol und 1 ml der Ubernachtkultur fiir weitere drei Stunden bei 32 °C
und 160 rpm in einem Erlenmeyerkolben inkubiert. Anschlieend wurde die
Kultur in einem vorgeheizten Wasserbad fur exakt 15 Minuten bei 42 °C inkubiert.
Durch den Temperaturanstieg werden die Red-Gene exprimiert. Die Bakterien
wurden dann in ein vorgekihltes Falcon Réhrchen tberfuhrt und fir 30 Minuten
auf Eis gestellt. Die Elektroporationskiivetten, das PCR-Produkt, Pipetten und
ddH20 wurden ebenfalls auf dem Eis platziert. Um die Bakterien von
verbleibendem Nahrmedium zu befreien, wurden sie mit 4000 rpm bei 4 °C flr
zehn Minuten zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in
einem Eisbad in der verbleibenden Flissigkeit resuspensiert und anschliel3end
mit 50 ml eisgekuhltem destilliertem Wasser aufgeftllt und erneut mit 4000 rpm
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bei 4 °C fur funf Minuten zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde zwei bis drei
Mal wiederholt, um sicherzugehen, dass kein Salz des Nahrmediums verblieb.
Nach dem letzten Waschschritt wurde der Uberstand erneut verworfen und die
Bakterien in dem verbleibenden Wasser resuspensiert.

100 ul der Bakterien wurden zusammen mit 15 pl des PCR-Produktes in eine
vorgekuhlte Elektroporationskiivette gegeben und die Bakterien mit 2500V, 15uF
und 200 Q elektroporiert. Direkt anschlieRend wurde 1 ml 32 °C warmes SOC-
Medium zu den Bakterien gegeben und alles in ein 1,5 ml Eppendorfgefald
transferiert. Das Eppendorfgefald wurde nun fur 1,5-2 h bei 32 °C und 160 rpm
inkubiert. Danach wurden die Bakterien mit 6000 rpm fur 30 Sekunden
zentrifugiert und 800 pl des Uberstandes entfernt. Das Pellet wurde in der
verbleibenden Lésung resuspendiert und die Bakterienlosung auf zwei LB-
Platten, die Chloramphenicol (25 pl / ml) und Kanamycin (50 pl / ml) enthielten,
verteilt. Die Platten wurden Uber Nacht bei 32 °C inkubiert. Es erfolgte die

Selektion Uber die Kanamycinresistenz.

BACKL7-UL32EGFP

Abbildung 11: BAC-Mutagenese: Durch Erwarmen auf 42 °C wurden die Red-
Rekombinaseenzyme induziert und das PCR-Produkt nach Elektroporation in einem
ersten Rekombinaseschritt in die Bacmid-DNA integriert. Uber den positiven
Selektionsmarker, das Kanamycinresistenzgen (Kan-R), lieRen sich Bakterien, die das
PCR-Produkt aufgenommen hatten, identifizieren. In der BAC-Kassette befand sich
aullerdem ein Chloramphenicolresistenzgen (CAM-R).

2.2.6 Entfernung des positiven Selektionsmarkers

(Kanamycinresistenzgen)

Im zweiten Schritt der en-passant Mutagenese wurde der positive
Selektionsmarker, das Kanamycin-Resistenzgen, wieder entfernt. Hierflir wurden

vier Kolonien ausgesucht, jeweils mit 1 ml LB und 2,5 pl Chloramphenicol
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inokuliert und Gber Nacht bei 32 °C und 160 rpm inkubiert. Am nachsten Tag
wurde 2 ml LB mit 5 pl Chloramphenicol und 100 pl der Ubernachtkultur versetzt
und fur zwei Stunden bei 32 °C und 160 rpm inkubiert.

Ein Arabinosestock wurde wie folgt hergestellt:

2 g Arabinose wurde mit 10 ml ddH20 aufgefullt und sterilfiltriert. 0,5 ml
Arabinoselosung wurde mit 9,5 ml LB-Medium und 25 pl Chloramphenicol
vermischt, sterilfiltriert und auf 32 °C vorgewarmt. 2 ml Arabinosestock wurde zu
der Bakterienkultur gegeben und fur exakt 30 Minuten bei 32 °C inkubiert. Die
Arabinose induzierte die Expression des I-Scel-Enzyms und die DNA wurde an
den I-Scel-Erkennungssequenzen geschnitten. Durch anschlieBendes
Inkubieren der Kultur fir exakt 15 Minuten bei 42 °C wurde erneut das Red-
Rekombinase-Protein induziert und dies fuhrte zur homologen Rekombination
zwischen den identischen HCMV-Sequenzen, die sich auf beiden Seiten des
Kanamycin-Resistenzgenes befunden hatten. Dadurch wurde das HCMV-BAC
wieder rezirkularisiert und die Punktmutation verblieb als einzige Modifikation des
HCMV-BACs. Danach wurde die Kultur bei 32 °C fur zwei Stunden belassen und
anschlieBend 0,5 yl Bakterien mit 5 ml LB-Medium verdinnt. 100 ul davon
wurden auf frisch hergestellte LB-Platten, die Chloramphenicol (25 pl / ml) und
1 % Arabinose enthielten, gegeben und die Platten Uber Nacht bei 32 °C
inkubiert. Am nachsten Tag wurden durch negative Selektion diejenigen Kulturen
isoliert, bei denen die Entfernung des Kanamycin-Resistenzgens erfolgreich
gewesen war. Hierfir wurden 12 Kolonien gepickt und in jeweils 20 pl LB-Medium
resuspendiert. Je 10 yl davon wurde auf ein Feld einer LB Platte mit
Chloramphenicol (25 pl / ml) und Kanamycin (50 ul / ml) aufgebracht und die
anderen 10 pl auf eine LB-Platte nur mit Chloramphenicol (25 pl / ml), aber ohne
Kanamycin. Die Platten wurden erneut Uber Nacht bei 32 °C inkubiert. Am
nachsten Tag konnten die Kolonien bestimmt werden, bei denen das Kanamycin-
Resistenzgen erfolgreich entfernt wurde. Bei Kolonien, die auf der Platte mit
Chloramphenicol gewachsen waren, aber nicht in Anwesenheit von Kanamycin,

konnte der positive Selektionsmarker erfolgreich entfernt werden.
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Abbildung 12: Durch die Zugabe von Arabinose wurde die Expression von I-Scel
induziert, das BAC an der abgebildeten Erkennungssequenz geschnitten und linearisiert.
Durch Erwarmen auf 42 °C wurden die Red-Rekombinaseenzyme induziert und es
erfolgte die zweite homologe Rekombination, in der der positive Selektionsmarker (Kan-
R) entfernt wurde. Somit blieb die Punktmutation, hier in Rot abgebildet, die einzige
Maodifikation in der Bacmid-DNA.

2.2.7 Minipraparation der BAC-DNA zur spateren Erfolgskontrolle

Ein weiterer Kontrollschritt, um den Erfolg der en-passant-Mutagenese zu
Uberprufen, war die Sequenzierung der Bacmid-DNA. Hierfur wurde mit Hilfe des
NucleoSpin® Plasmid Kits von Macherey-Nagel eine Minipraparation
durchgefuhrt. Zunachst wurde jeweils eine E. coli Kolonie, bei der das
Kanamycin-Gen erfolgreich entfernt wurde, mit 5ml LB und 12,5 pl
Chloramphenicol tber Nacht bei 32 °C inkubiert. Die Bakterien wurden dann mit
4000 rpm zehn Minuten lang zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das
Bakterienpellet wurde dann mit 500 pl Resuspensionspuffer des Kits
resuspendiert. Dann wurde 500 pl Lysepuffer hinzugegeben und das Ganze
durch 6-8-maliges Invertieren gemischt. Die Losung wurde dann funf Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert, sodass die alkaline Lyse und Denaturierung der
Bakterien stattfinden konnte. Anschliel3end wurde 600 pl Neutralisationspuffer
hinzugeben und das Falcon Réhrchen erneut 6-8-mal invertiert. Das Lysat wurde

nun mit 4000 rpm zehn Minuten bei Raumtemperatur geklart. Um die DNA zu
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binden, wurde eine NucleoSpin®Plasmid Séule benutzt. Diese wurde in einem
2 ml Reaktionsgefal® platziert und jeweils 750 pl Uberstand auf die Saule
geladen. Diese wurde dann fur eine Minute mit 11000 x g zentrifugiert, der
Durchfluss verworfen und alles wiederholt, bis der gesamte Uberstand aus dem
Vorschritt aufgebraucht war. Um die DNA enthaltende Silikonmembran der Saule
zu waschen, wurde anschlieBend 600 ul Waschpuffer des Kits auf die Saule
gegeben und mit 11000 x g fur eine Minute zentrifugiert. Der Durchfluss wurde
verworfen und die Séule wieder in dem Sammelrohrchen platziert. Die Membran
wurde mit 11000 x g fur zwei Minuten getrocknet und die Saule in einem neuen
1,5 ml Eppendorf-Réhrchen platziert. Die DNA wurde mit 70 °C warmem,
destilliertem Wasser fir zwei Minuten bei 70 °C inkubiert und dann fur eine
Minute mit 11000 x g zentrifugiert. Die isolierte DNA wurde bei 4 °C bis zur

weiteren Verwendung gelagert.

2.2.8 Kontrolle der erfolgreichen Mutagenese durch Sequenzierung des
UL54- und des UL97-Gens

Die Abschnitte der UL54 oder UL97 Region, in die die Mutation eingefugt wurde,
wurden anschlieBend sequenziert, um den Erfolg der Mutagenese zu
kontrollieren. Um den Abschnitt zu vervielféltigen, wurde eine PCR durchgefuhrt.
Die verwendeten Sequenzierungsprimer sind in Tabelle 3 und 4 aufgelistet.

Jede PCR-Reaktion hatte die folgende Zusammensetzung:

Extrahierte DNA 5ul
Primer forward 1l
Primer reverse 1l
Pwo-Master 25 pul
Ad ddH20 18 ul

> 50 pl
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Die PCR-Amplifikation erfolgte mit dem folgenden Programm:

Initiale Denaturierung 98 °C 30 Sekunden

35 Zyklen

Denaturierung 98 °C 7 Sekunden
Annealing 52 °C 30 Sekunden
Elongation 72 °C 1 Minute

Finale Elongation 72 °C 10 Minuten

Kihlen 20 °C 1 Minute

Die Aufreinigung des PCR-Produkts erfolgte mit dem ,NucleoSpin Extract II*-Kit
von Macherey-Nagel, anschlieBend wurde es in 50 pl ddH20 gelést und das
erfolgreiche PCR-Produkt auf einem 1 % Agarose-Gel tUberprift.

Zu 5 pl des PCR Produkts wurde anschlieBend 5 pl des jeweils zugehdrigen
Primer forward (10 pmol) gegeben. Die Sequenzierung erfolgte durch die Firma
GATC Biotech (Konstanz) und die Sequenz wurde mit dem Programm Chromas

kontrolliert.

2.2.9 Midipraparation, um rekombinantes zirkulares HCMV-Genom fir die

Transfektion zu erhalten

Nachdem die erfolgreiche Mutagenese durch die Sequenzierung bestatigt wurde,
musste Bacmid-DNA fur die Transfektion hergestellt werden. Hierzu erfolgte eine
Midipraparation der erfolgreichen Kolonie mithilfe des "NucleoBond® Xtra Midi“-
Kits von Macherey-Nagel. 200 ml LB-Medium wurden mit 500 pl Chloramphenicol
und der Kolonie tber Nacht bei 37 °C und 160 rpm inkubiert. Am nachsten Tag
wurde das Gemisch bei 4 °C mit 4000 x g fur 15 Minuten zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das Pellet wurde dann mit 16 ml Resuspensionspuffer
vollstandig resuspensiert. AnschlieBend wurde 16 ml Lysepuffer hinzugegeben
und das Ganze durch finfmaliges vorsichtiges Invertieren vermischt und fur funf

Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Eine NucleoBond® Xtra Column wurde
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vorbereitet, indem 12 ml Equilibrationspuffer vorsichtig auf den Rand des Filters
gegeben wurden, sodass der gesamte Filter benetzt wurde. Nach der
funfminttigen Inkubationszeit wurden 16 ml Neutralisationspuffer zu dem
Gemisch gegeben und die Losung so lange invertiert, bis die zuvor blaue Losung
komplett farblos war. Das Lysat wurde nun vorsichtig auf den Filter geladen und
der Filter anschlieRend mit 5 ml Equilibrationspuffer gewaschen. Anschliel3end
wurde der Filter verworfen. Die S&aule wurde nun mit 8 ml Waschpuffer
gewaschen und die DNA mit 5 ml Elutionspuffer geldst. Das Elutat wurde mit
3,5 ml Isopropanol vermischt und 30 Minuten bei Raumtemperatur mit 4000 x g
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. AnschlieRend wurden 2 ml Ethanol zu
dem Pellet gegeben und bei Raumtemperatur mit 4000 x g fur 15 Minuten
zentrifugiert. Der Ethanoliberstand wurde vorsichtig abpipettiert und das Pellet
10-15 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet und dann in 100 pl ddH20
aufgeldst. Der DNA-Gehalt wurde mittels Photometrie bestimmt. Hierzu wurde
1 pl DNA mit 99 pl ddH20 verdiinnt und die Konzentration bei 260 nm gemessen.
Die Transfektion erfolgte am nachsten Tag.

2.2.10 Zellkultur humaner Vorhautfibroblasten und humaner retinaler
Pigmentepithelzellen

Humane Vorhautfibroblasten wurden in 2 ml Kryotubes bei -80 °C gelagert. Fur
eine Zellkultur wurde ein Kryotube bei Raumtemperatur aufgetaut und in ein
15 ml Falcon mit 10 mMIMEM +1 % P / S + 5 % FCS uberfuhrt und anschlie3end
fur funf Minuten mit 1700 x g zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das
Pellet wurde in 5mI MEM +1 %P /S +5 % FCS gelost und in eine 25 cm?
Zellkulturflasche tberfuhrt. Alle Zellen wurden grundsatzlich bei 37 °C und 5 %
COz2 inkubiert. Sobald die Zellen einen konfluenten Zellrasen gebildet hatten,
wurde das Nahrmedium verworfen und die Zellen einmal mit PBS gewaschen.
Um die Zellen vom Flaschenboden zu l6sen, wurden sie bei 37 °C fir funf
Minuten mit 2 ml Trypsin inkubiert. Indem 2 ml MEM + 1 % P/S + 5 % FCS zu der
Ldsung gegeben wurden, wurde die Reaktion gestoppt. Anschlie3end wurde die

Suspension in ein 50ml Falcon Uberfuhrt und fir fiunf Minuten mit 1700 x g
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zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 20 ml MEM
+1%P/S +5%FCS gelost und in eine 75 cm? Zellkulturflasche tberfiihrt.
Sobald ein konfluenter Zellrasen gewachsen war, wurden die Zellen dann in eine
175 cm? Zellkulturfalsche tberfihrt und danach 1:2 gesplittet.

Retinale Pigmentepithelzellen (ARPE-19) wurden wie HFF gelagert und

behandelt, mit dem Unterschied, dass sie 1:4 gesplittet wurden.

2.2.11 Transfektion der Bacmid-DNA in HFF

Fur jede Mutation wurde stets ein getrennter Doppelansatz durchgefihrt. Am
Vortag der Transfektion wurden in 2 Wells einer 6- Well-Platte 300.000 HFF/Well
ausgesat und uber Nacht inkubiert. Fur die Transfektion wurde das Stratagene
Mammalian Transfection Kit verwendet. Fur jeden Ansatz wurden in einem 3,5 ml
Sarstedt-Rohrchen 3 pg BAC-DNA und 5 pl Herring Sperma DNA 1 ug/ ul
vermischt und mit destilliertem Wasser auf 75 pl aufgefillt. Hierbei wurden stets
geschnittene Pipettenspitzen verwendet, um die DNA zu schonen. Anschliel3end
wurden 8,3 ul Losung 1 des Kits hinzugegeben und durch sanftes Klopfen
vermischt. Nun wurde tropfenweise 83,3 ul Lésung 2 des Kits hinzugegeben und
erneut durch sanftes Klopfen vermischt. Das Gemisch wurde 25 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Wahrenddessen wurde das MBS-Medium
vorbereitet, indem 940 pl MEM mit 60 ul Losung 3 des Kits vermischt wurde. Die
HFF wurden einmal mit PBS gewaschen und 430 pl MBS-Medium in das
Reaktionsrohrchen gegeben und zweimal auf und ab pipettiert. Dann wurde die
Reaktionslosung tropfenweise auf die Zellen gegeben. Die Zellen wurden nun fur
2-2,5 Stunden bei 37 °C inkubiert. Die Glycerol-Schock-L6ésung wurde
wahrenddessen auf Eis vorgekuhlt. AnschlielRend wurde die DNA-L6sung von
den Zellen genommen und 1 ml Glycerol-Schock-Losung fur exakt 30 s auf die
Zellen gegeben. Sofort wurden dann 3 mMIMEM+5% FCS+1%P/S
hinzugegeben, alles abgesaugt und zweimal mit MEM+5% FCS+1% P /S
gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurden die Zellen mit
3MMEM+5% FCS + 1% P /S inkubiert und sobald ein konfluierender

Zellrasen erreicht war, in eine 25 cm? Zellkulturflasche tberfuhrt. 1-2 Wochen
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nach Transfektion konnte meistens erste Plaquebildung beobachtet werden.
Sobald circa 90 % der Zellen einen zytopathischen Effekt aufwiesen, wurde eine
25 cm? Zellkulturflasche HFF mit 1 ml Virustiberstand inkubiert und 3 weitere
Milliliter bei -80 °C eingefroren. Nach ungefahr drei Passagen wurden aus dem
Virustberstand mit Hilfe des QlIAamp DNA Blood Mini-Kit von Qiagen virale DNA
isoliert und erneut sequenziert, um das Vorhandensein der gewlnschten
Mutation zu beweisen, beziehungsweise unerwinschte Basenpaaranderungen

auszuschliefl3en.

2.2.12 Sequenzierung des Virenuberstands

Um das Vorhandensein der gewlnschten Punktmutation zu beweisen,
beziehungsweise um unerwiinschte Basenpaaranderungen auszuschlief3en,
wurde der Virustberstand erneut sequenziert. Dies erfolgte mit dem QIAamp
DNA Blood Mini-Kit von Qiagen. Hierfir wurden 20 pl Proteinase K des Kits in
ein 1,5 ml Mikrozentrifugenréhrchen gegeben. Dazu kamen 200 pl des jeweiligen
Virenlberstandes und 200 ul AL-Puffer des Kits. Durch Pulsationsvortexen fur 15
Sekunden wurde alles vermischt und bei 56 °C fir zehn Minuten inkubiert. Durch
kurze Zentrifugation des Mikrozentrifugenréhrchens wurde erreicht, dass keine
Tropfen am Deckel zurickblieben. Nach Zugabe von 200 pl Ethanol und
erneutem Pulsationsvortexen fur 15 Sekunden wurde erneut kurz zentrifugiert.
Anschliel3end wurde das Gemisch auf eine QIAamp Mini Spin Saule geladen und
eine Minute lang mit 8000 rpm zentrifugiert. Das Filtrat wurde verworfen. 500 pl
AW1-Puffer wurden auf die Saule geladen, erneut eine Minute lang mit 8000 rpm
zentrifugiert und das Filtrat wieder verworfen. 500 pl AW2-Puffer wurden auf die
Saule geladen und drei Minuten lang mit 14000 rpm zentrifugiert. Das Filtrat
wurde verworfen und erneut eine Minute lang mit 14000 rpm zentrifugiert. 200 pl
ddH20 wurde direkt auf den Filter gegeben und eine Minute lang bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurde eine Minute mit 8000 rpm
zentrifugiert. Um die gewtinschten DNA-Abschnitte zu amplifizieren, erfolgte eine
PCR wie im Abschnitt 2.2.8 beschrieben und auch diese Sequenzierung erfolgte
durch die Firma GATC Biotech (Konstanz).
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2.2.13 Bestimmung des Virustiters durch Bestimmung der Multiplicity of

Infection (MOI) und TCIDso-Assay (Tissue Culture Infective Dose)

Fir die anschlie3enden Versuche musste die Virusmenge in dem Virusuberstand
bestimmt werden. Dies geschah uber die sogenannte Multiplicity of Infection
(MOI), welche Uber Verduinnungsreihen das Verhdltnis von Viruspartikel zu
Zellen bestimmt. Das Assay wurde in einer 96-Well-Platte durchgefihrt. In einem
Volumen von 100 pl / Well wurden in jedes Well 10.000 HFF ausgeséat und bei
37 °C Uber Nacht inkubiert. Am folgenden Tag wurde ein Aliquot Virusiberstand
aufgetaut und in Verdiinnungsstufen von 10! bis 10°¢ mit DMEM verdtinnt. 100ul
jeder Verdinnung wurde, wie in Abbildung 13 dargestellt, auf jedes Well
gegeben. Danach wurden die Zellen 24 Stunden bei 37 °C und 5 % CO:2
inkubiert. Der Uberstand wurde dann verworfen und die Zellen mit 80 % Aceton
fur funf Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Danach wurden sie dreimal mit PBS
gewaschen. Infizierte Zellen konnten Uber die HCMV IE-Proteine aufgezeigt
werden, und zwar mit dem primaren Antikdrper HCMV |.E.A. mononuklearer 19G
Maus-Antikorper (1:500 in PBS). Das PBS wurde von den Zellen entfernt und je
100 pl primarer Antikérper pro Well hinzugegeben und bei 37 °C fir eine Stunde
inkubiert. Der primare Antikorper wurde dann entfernt und die Zellen dreimal mit
PBS gewaschen. Der primare Antikdrper wurde Uber den sekundaren Antikorper
Cy3-gelabelter Ziege-Anti-Maus (1:300 in PBS) sichtbar gemacht. Hierzu wurden
100 pl sekundéarer Antikdrper pro Well hinzugegeben und bei 37 °C und 5 % CO:2
inkubiert. Der sekundare Antikdrper wurde verworfen und die Zellen zweimal mit
PBS gewaschen und anschlieBend jedes Well mit 200 pl PBS aufgefullt. Mit
einem Axiovert200 Immunfluoreszenzmikroskop wurde der Virustiter bestimmt,
indem in jedem Well nach IE-positiven Zellen gesucht wurde. Bei der hochsten
Verdunnung, bei der noch infizierte Zellen sichtbar waren, wurden alle positiven
Zellen gezahlt. Die Bestimmung der MOI erfolgte mit der folgenden Formel:

Verdiinnungsstufe * Anzahl infizierter Zellen
Zahl der Zielzellen pro Well

Die Anzahl der Zielzellen in einem Well war 10.000. Wenn also zum Beispiel die
Anzahl der infizierten Zellen bei einer Verdiinnung von 104 zwei gewesen waren,
hatte sich die MOI wie folgt berechnet: 104* 2/ 10%= 2.
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Mit demselben Assay konnte auch die TCIDso (Tissue Culture Infective Dose 50)
bestimmt werden. Diese bestimmt die Menge an Virus, bei der 50 % der Zellen
infiziert werden.

Anders als bei Bestimmung der MOI wurde bei der TCIDso nicht die Anzahl der
IE-positiven Zellen gezahlt, sondern ein Well als positiv gewertet, sobald IE-
positive Zellen zu sehen waren. Hierbei werden Wells ab der Verdlinnung, bei
der alle Wells positiv sind, bis zu der Verdinnung, bei der kein Well mehr positiv
ist, betrachtet.

Nach der Methode nach Spearman und Kéarber (Hierholzer and Killington, 1996)

bestimmte sich die TCIDso :
ﬁ
N

logo TCIDs = X0 — 5+ d
Xo=logio des Kehrwerts der hdchsten Verdiinnung, bei der noch alle Wells positiv
waren

d = logio des Verdinnungsfaktors

N = Wells pro Verdunnungsstufe

X ri = alle positiven Wells von der Verdunnungsstufe, bei der noch alle Wells
positiv waren, bis zu der Verdinnungsstufe, bei der keine Wells mehr positiv

waren.

In jedem Well waren 100 pl, also musste logio (TCIDso) /100 pl noch mit 10
multipliziert werden um logio (TCIDso) / ml zu erhalten.
Im folgenden Beispiel soll die Berechnung verdeutlicht werden:

Verdiinnung 101 107 103 104 10° 10
Wells 8/8 8/8 4/8 4/8 0/8 0/8
positiv

Die hochste Verdinnungsstufe mit 100 % infizierten Wells ist -2, die
Gesamtanzahl positiver Wells zwischen der Verdinnung, bei der noch alle Wells
positiv sind (10?), bis zu der Verdiinnung, bei der kein Well mehr positiv war
(10°), betragt 16 und die Anzahl an Wells pro Verdinnungsstufe 8.

logio (TCIDsp) —

2-1412= 3,5 ergibt pro Milliliter
100ul 2 8

logyo (TCIDsg)
————2 =45
ml
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Abbildung 13: Verdinnungsschema, um MOI und logio (TCIDsp) des Virusiberstands
zu bestimmen. In jedem Well befanden sich 10* HFF, jedes wurde mit 100 pl
Virusverdinnung inokuliert.

2.2.14 Phanotypische Charakterisierung der rekombinanten HCMV-Stamme

mittels Wachstumsversuchen

Bei TB40/E aus dem BAC HCMV-TB40-BACKL7-UL32EGFP handelt es sich um
einen Laborstamm, der an Zellkulturen adaptiert ist. Dadurch werden
Viruspartikel in den Uberstand exprimiert, wodurch die Wachstumsversuche
ausschlief3lich aus dem Virustiberstand durchgefiihrt werden konnten.

Das Wachstumsverhalten der einzelnen Mutationen wurde Uber Analyse eines
Ein-Schritt-Wachstumszyklus beobachtet und mit dem Referenzstamm HCMV-
TB40-BACKL7-UL32EGFP verglichen. Dafir war eine hohe MOI von 1 nétig, um
sicherzugehen, dass alle Zellen gleichzeitig infiziert wurden. Dadurch wurde
erreicht, dass der Virusgehalt im Uberstand nur aus einem Wachstumszyklus

stammte, und diese Viren nicht neue Zellen infizieren konnten. Fir das Assay



Material und Methoden 53

wurden 1*10° HFF / Well auf 6-Well-Platten gesat und bei 37 °C Uber Nacht
inkubiert, um zu erreichen, dass alle Zellen auf dem Boden adharieren konnten.
Am nachsten Tag wurde der Uberstand von allen Wells entfernt und alle mit
jeweils 1 ml Viruslosung von rekombinantem HCMV, welche auf eine MOI von 1
verdinnt wurde, infiziert. Zusatzlich wurden 1 ml Viruslésung bei -80 °C
eingefroren. Vier Stunden nach der Infektion wurde der Virustiberstand entfernt,
erneut 1 ml bei -80 °C eingefroren und die Zellen einmal mit PBS gewaschen und
1 ml frisches Wachstumsmedium auf jedes Well gegeben. Téaglich, an insgesamt
acht aufeinanderfolgenden Tagen, wurde nun der Uberstand von einem Well
aliquotiert und bei -80 °C eingefroren. Insgesamt wurden pro Mutation drei
Wachstumskurven erstellt, indem die logio (TCIDso)-Werte gegen die Zeit

aufgetragen wurden.

2.2.15 Phanotypische Charakterisierung der rekombinanten HCMV-Stamme
durch Plaque-Reduktions-Assays

Um herauszufinden, welche Mutationen Resistenzen gegen Ganciclovir,
Cidofovir oder Foscarnet auslésen, wurden Plaque-Reduktions-Assays (PRA)
durchgefuhrt. Hierfur wurden die Virostatika wie folgt mit MEM verdinnt:

GCV: 100; 50; 20; 10; 5; 1 uM

CDV: 20; 10; 2; 1, 0.4, 0,2 uM

FOS: 1000; 800; 600; 400; 200; 100 uM

Da jeweils 100 pl Virostatikaldsung mit 100 pl Zellldsung inkubiert wurden, waren
die finalen Konzentrationen:

GCV: 50; 25; 10; 5; 2,5; 0,5 uM

CDV: 10; 5; 1, 0,5; 0,2; 0,1 uM

FOS: 500, 400, 300, 200, 100, 50 pM

HFF, die einen konfluenten Zellrasen in einer 75 cm? -Zellkulturflasche gebildet
hatten, wurden mit rekombinantem HCMV infiziert und bei 37 °C und 5 % CO:
inkubiert, bis 80 — 90 % einen zytopathischen Effekt aufwiesen. Die infizierten
Zellen wurden abtrypsiniert, gezahlt und auf 5*10* Zellen / ml verdiinnt. Aus

diesen Zellen wurde eine Verdiinnungsreihe von 5000, 2500 und 1500 Zellen / ml
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hergestellt. Gleichzeitig wurden ARPE-19 Zellen abtrypsiniert, gezéhlt und auf
3*10° Zellen / ml verduinnt. In einem Verhaltnis von 1:1 wurden ARPE-19 Zellen
zu jeder HFF-Verdinnung gegeben, und wie im Schaubild unten gezeigt, wurden
100 pl jeder Zelllosung in ein Well einer 96-Well-Platte gegeben. Jeweils vier
Reihen wurden fir eine Verdinnungsstufe genutzt. Direkt, nachdem die Zellen
auf die 96-Well-Platte gegeben worden waren, wurden die unterschiedlichen
Verdunnungen der Virostatika (jeweils 100 pl / Well) auf die Zellen gegeben. In
die erste und letzte Reihe wurde als Referenz nur Wachstumsmedium ohne
Virostatikum gegeben. Das Assay wurde fur sieben Tage bei 37 °C und 5 % CO2
inkubiert. AnschlieBend wurde der Uberstand verworfen und die Zellen mit 80 %
Aceton fur funf Minuten fixiert und permeabilisiert. Um die infizierten Zellen
darzustellen, wurde der Antikdrper HCMV anti-pp65, mononuklearer IgG-
Mausantikorper (1:250 in PBS), gegen das virale Tegmentum Protein pp65
genutzt. In jedes Well wurden 100 pl gegeben und die Zellen bei 37 °C fir eine
Stunde inkubiert. Danach wurde der priméare Antikérper verworfen und die Zellen
dreimal mit PBS gewaschen. Wie auch schon bei dem TCIDso-Assay wurde auch
hier der primare Antikérper mit dem sekundaren Antikorper Cy3- gelabelter
Ziege-anti-Maus (1:300 in PBS), 100 pl/Well sichtbar gemacht. Auch hier
wurden die Zellen mit dem sekundaren Antikorper fir eine Stunde bei 37 °C
inkubiert. Auch der zweite Antikbrper wurde verworfen und die Zellen zweimal
mit PBS gewaschen. Anschliel3end wurde auf jedes Well 200 ul PBS gegeben.
Mit einem Axiovert200 Immunfluoreszenzmikroskop wurden die Assays
ausgewertet. Hierfur wurden manuell die Plaques gezahlt, die sich in jeder
Virostatikaverdiinnung gebildet hatten. Eine Plaque ist definiert als mindestens
funf infizierte benachbarte Zellen. Nicht alle drei HFF-Verdinnungen, die sich auf
der 96-Well-Platte befanden, wurden ausgewertet, sondern nur die Verdinnung,
bei der sich in der Referenzreihe 60-80 Plagues geformt hatten.

Die Effektive Dosis 50 (ECso) ist definiert als diejenige Konzentration von
Virostatikum, bei der das Viruswachstum um 50 % reduziert werden konnte. Die
Evaluation erfolgte mit dem Programm SPSS iber die Probit Analyse. Die ECso

jedes rekombinanten HCMV Stammes wurde mit der ECso des Referenzstammes
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HCMV-TB40-BACKL7-UL32EGFP verglichen. Resistenz ist definiert als ein

Verhéltnis von = 2 (Lurain and Chou, 2010).

5000 HFF/ml

2500

HFF/m

1500 HFF/mI

200000000

)
00000000

OpMm

50uM
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Abbildung 14:

Pipettierschema am Beispiel eines Plaquereduktionsassays fur

Ganciclovir (GCV). Drei Verdiinnungen infizierter HFF wurden mit nicht infizierten ARPE-
19-Zellen vermischt und jeweils 100 ul Zellsuspension auf ein Well gegeben. Die Zellen
wurden mit verschiedenen Verdinnungen Virostatikaldsung (100 pl / Well) sieben Tage
lang inokuliert. Die erste und die letzte Reihe dienten als Referenzreihen.
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3 Ergebnisse

3.1 Generierung von PCR-Produkten mit definierten
Punktmutationen

Die Mutagenese-PCR fur die UL97-Mutationen C480F, [429F, L595S und
S512Stop und fur die UL54-Mutationen P522Q und V715M wurde, wie im
Abschnitt 2.2.2 beschrieben, durchgefihrt. Die erfolgreiche PCR jeder Mutation
konnte durch Gelelektrophorese, wie im Abschnitt 2.2.3 beschrieben, bestatigt
werden und entsprechende Gelelektrophoresen sind in Abbildung 15 dargestellt.
Alle PCR-Produkte hatten eine Lange von 1121 bp. Hierbei war der Anteil des
Kanamycinresistenzgens 995 bp und die beiden homologen HCMV-Sequenzen
jeweils 63 bp lang.

UL54 UL97
UL97 fir die P522QC480F
C480F Doppelmutation
UL54 P522Q / UL97
C480F

UL97 UL97
1429F S512Stop
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Abbildung 15: PCR fur En-passant Mutagenese nach Tischer et al. (Tischer et al., 2006).
Die PCR-Produkte wurden auf 1 % Agarosegel geladen und bei 100 Volt aufgetrennt.

3.2 BAC-Mutagenese und Sequenzierung der entsprechenden
Region in UL54 und UL97

Die Generierung der rekombinanten BACs wurde in zwei unabhangigen
Rekombinationsschritten in  E. coli GS1783/ TB40-BACKL7-UL32EGFP
durchgefuhrt. Eine erfolgreiche Elektroporation wurde bei allen sechs Mutationen
erreicht, ebenso die erfolgreiche Entfernung des positiven Selektionsmarkers.
Far die Doppelmutationen UL54 P522Q / UL97 C480F und
UL54 V715M / UL97 L595S wurde die UL97-Mutation in die mutierte BAC-DNA
von UL54 V715M oder UL54 P522Q elektroporiert. Anschlielend wurde die
BAC-DNA durch eine  Minipraparation aus Kanamycin-sensitiven
Bakterienkolonien isoliert und sequenziert. Fur alle sechs Mutationen konnte die

gewtnschte Punktmutation nachgewiesen werden.
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C480F TGC > TTC aus UL97 C480F
ATCGTGCGCGCCGCGCTGTHCGATTACAGCCT

P522Q CCG - CAG aus UL54 P522Q
CTGTCCTACAAGGACATCCEIGCGTTGTTTCG

C480F TGC - TTC aus UL54 P522Q / UL97 C4B0F
TCGTGCGCGCCGCGCTGTHCGATTACAGCCTC,

P522Q CCG => CAG aus UL54 P522Q / UL97 C480F
CCTGTCCTACAAGGACATCCEBIGCGTTGTTTCGT

$512Stop TCG = TAG aus UL97 $512Stop
CGCCGCATCCCCAACTGCTERGCACCGTCTGCG

1429F ATC = TTC aus UL97 1429F
AGTGGAAGCTGGCGTGCHTCGACAGCTACCG

L5958 TTG = TCG aus UL54 V715M / UL97 L5958
GCGGCCTGCCGCGCGTEMGGAGAACGGTAAGE

V715M GTG = ATG aus UL54 V715M / UL97 L5955
TGGGTTACTACAACGACCCCGTGGCCHETGTT

Abbildung 16: Sequenzanalyse der BAC-DNA. Vorhandene Punktmutation konnte fiir
alle Mutationen (UL54 P522Q, UL97 Mutationen C480F, S512Stop, 1429F und die
Doppelmutationen  UL54 P522Q / UL97 C480F und UL54 V715M/UL97 L595S
nachgewiesen werden. Schwarz hinterlegt ist der Basenpaaraustausch. Die
Wildtypsequenzen befinden sich in Appendix 1 und 2.

3.3 Transfektion der Bacmid-DNA in HFF

Durch eine Midipraparation wurde die Bacmid-DNA aus Bakterienkolonien
isoliert, bei denen die erfolgreiche Mutagenese zuvor in der Sequenzierung
bestatigt worden war. Diese wurde in HFF transfiziert, wie in Abschnitt 2.2.11
beschrieben. Nach erfolgreicher Transfektion konnte der zytopathische Effekt
einer HCMV-Infektion nach ungefahr 2-3 Wochen beobachtet werden. Aufgrund
des UL32EGFP Fusionproteins konnte das Wachstum von Viren auch unter dem
Fluoreszenzmikroskop beobachtet werden. Die Transfektion gelang bei den
Mutationen UL54 P522Q, UL97 C480F, UL971429F, UL54P522Q / UL97C480F
und UL54V715M / UL97L595S. Auch bei dem unveranderten Stamm TB40-
BACKL7-UL32EGFP, der als Referenzstamm fir die phénotypischen Assays
diente, gelang die Transfektion. Die UL97 Mutation S512Stop konnte in drei
unabhangigen Versuchen nicht erfolgreich transfiziert werden.
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Abbildung 17: zytopathischer Effekt der HCMV-Infektion auf HFF.

Abbildung 18: Expression des viralen, kapsid-assoziierten Tegmentumproteins UL32
resultiert in der Synthese des C-terminalen Fusionsproteins UL32EGFP und eine virale
Infektion konnte dadurch unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar werden.
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3.4 Sequenzierung des Virustberstands, um das
Vorhandensein der gewlnschten Punktmutationen zu
beweisen und das Auftreten von unerwlnschten
Basenpaarveranderungen zu widerlegen

Mit dem QlAamp DNA Blood Mini-Kit von Qiagen wurde virale DNA isoliert und
erneut sequenziert, um das Vorhandensein der gewinschten Mutation zu
beweisen, beziehungsweise unerwinschte Basenpaarénderungen
auszuschlielBen. Abbildung 19 zeigt relevante Sequenzen mit den jeweiligen

gewulnschten Punktmutationen.

C480F TGC - TTC aus UL97 C480F
CGCGCTGTHCGAT TACAGCCTCAGCGAGCCC

P522Q CCG - CAG aus UL54 P522Q
CTACAAGGACATCCERIGCGTTGTTTCGTGGCT

C480F TGC - TTC aus UL54 P522Q / UL97 C480F
TGCGCGCCGCGCTGTHCGATTACAGCCTCAGCGAGCCCTAT

P522Q CCG - CAG aus UL54 P522Q / UL97 C480F
TCCTACAAGGACATCCHEGCGTTGTTTCGTGGC

1429F ATC = TTC aus UL97 1429F
agtggAagCTGGCGTGCHETCgacaGCTACEg

L5958 TTG = TCG aus UL54 V715M / UL97 L5958
CGCGGCCTGCCGCGCGTMGGAGAac GGTAAG

V715M GTG > ATG aus UL54 V715M [ UL97 L595S
TACAACGACCCCGTGGCCRTGTTCGACTTTGH

Abbildung 19: Sequenzanalyse des Virusiberstandes. Vorhandene Punktmutation
konnte fir alle Mutationen (UL54 P522Q, UL97 Mutationen C480F, 1429F und die
Doppelmutationen  UL54 P522Q / UL97 C480F und UL54 V715M/UL97 L595S
nachgewiesen werden. Schwarz hinterlegt ist der Basenpaaraustausch. Die
Wildtypsequenzen befinden sich in Appendix 1 und 2.

3.5 Phéanotypische Charakterisierung der rekombinanten
HCMV-Stamme lGber Wachstumsversuche

Der Einfluss der eingefiigten Punktmutationen auf die Replikationskinetik wurde
in  Wachstums-Assays untersucht. Insgesamt wurden pro Mutation drei
unabhangige Wachstumskurven erstellt. Fur Ein-Schritt Replikationszyklen
wurden HFF mit einer MOI von 1 infiziert und die Assays wie im Abschnitt 2.2.14
beschrieben durchgefihrt. HCMV-TB40-BACKL7-UL32EGFP diente als
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Referenz. An acht aufeinanderfolgenden Tagen wurde Virusuberstand eines
Wells entnommen und bei -80 °C eingefroren. AnschlieBend wurde die TCIDso
jedes Virusuberstands bestimmt. Fur jede Mutation wurden drei unabhangige
Assays durchgefihrt. Tabelle 5 zeigt die Durchschnittswerte von
log10 (TCIDso) / ml der UL54-, UL97-, und UL97/UL54-Mutationen. Die

Ergebnisse wurden auch in Abbildung 20 dargestellt.

Tabelle 5: Wachstumsanalyse der UL54 Mutation P522Q, UL97 Mutationen C480F,
[429F und de UL54/UL97 Doppelmutationen UL54 P522Q /UL97 C480F und
UL54 V715M / UL97 L595S. 6-Well-Platten mit HFF wurden mit einer MOI von 1 infiziert.
An 8 aufeinanderfolgenden Tagen wurde der Uberstand von jeweils einem Well
entnommen und bei -80 °C eingefroren. Die TCIDso jedes Uberstandes wurde bestimmt
und logio (TCIDsp) jedes Tages eingetragen. Pro Mutation wurden jeweils drei
unabhangige Assays durchgefihrt, der Mittelwert ist in der Tabelle eingetragen.

. Taglg |1 |2 |3 |4 |5 |6 |7 |s
Virus

HCMV-TB40-

BACKL7-UL32EGEP 39312711310 |14 |20 |3,77|5,27|6,6

HCMV-TB40-
BACKL7- 497116321 |167 243|140 (587 |71 |75
UL32EGFP / P522Q

HCMV-TB40-
BACKL7- 463 (2,13|1,63|1,27|1,87|3,27 437 |50 |7,17
UL32EGFP / C480F

HCMV-TB40-
BACKL7- 3,7 [153(1,13|1,0 |1,13|2,1 |3,27 4,2 4,77
UL32EGFP / 1429F

HCMV-TB40-
BACKL7-

UL32EGFP / P522Q /
C480F

367|114 |153|14 |3,03(4,03|6,43|7,43|7,27

HCMV-TB40-
BACKL7-

UL32EGFP /V715M /
L595S

46 237187137283 |4,27 6,1 |743|7,5

Wie in der Tabelle zu sehen, sank der Virustiter bei allen Mutationen wie auch
beim Referenzstamm zunachst stark ab, um dann ab Tag 4 wieder anzusteigen.
Der Referenzstamm HCMV-TB40-BACKL7-UL32EGFP startete mit einem
Ausgangswert von logio (TCIDso) von fast 4, der Virustiter sank dann auf knapp

Uber logio (TCIDso) = 1, verblieb auf einem niedrigen Level bis Tag 3, um dann ab
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Tag 4 wieder anzusteigen. An Tag 6 wurde ein Virustiter von logio (TCIDso) = 6,6
erreicht.

Die Doppelmutationen UL54 P522Q / UL97 C480F, UL54 V715M / UL97 L595S
und die UL54-Mutation P522Q zeigten eine sehr ahnliche Wachstumskinetik.
Dabei waren die Virustiter insgesamt etwas héher als die des Referenzstamms.
Von Tag 0 auf Tag 1 sank der Virustiter auf weit unter die Halfte des
Ausgangswertes ab, verblieb bis Tag 3 auf einem niedrigen Level, um dann ab
Tag 4 wieder anzusteigen. Ab Tag 7 wurde ein Plateau von einem
logio (TCIDso) Uber 7 erreicht.

Die UL97-Mutation C480F war in ihrer Wachstumskinetik dem Referenzstamm
sehr ahnlich. Die Virustiter waren insgesamt etwas hoher als die des
Referenzstammes, an Tag 7 etwas niedriger und an Tag 8 war der Virustiter mit
logio (TCIDso) Uber 7 wieder etwas hoher.

Die UL97-Mutation 1429F zeigte in ihrer Wachstumskinetik bis Tag 5 einen sehr
ahnlichen Verlauf wie der Referenzstamm. Danach blieb der Virustiter stets
niedriger, bis er an Tag 8 ca. 2 log-Stufen niedriger war.

— UL54 P522Q / UL97 C480F
log10 (TCID50)

8 - — UL54 P522Q

UL97 C480F

- Referenzstamm

TAG
Abbildung 20: Ein-Schritt-Wachstumszyklen der UL54-Mutation P522Q, der UL97-
Mutationen C480F und 1429F und der UL54 / UL97-Doppelmutationen UL54 P522Q /
UL97 C480F und UL54 V715M / UL97 L595S.
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3.6 Phanotypische Charakterisierung der rekombinanten
HCMV-Stamme durch Plague-Reduktions-Assays

Um herauszufinden, welche Mutationen Resistenzen gegen Ganciclovir,
Cidofovir oder Foscarnet auslosten, wurden Plague-Reduktions-Assays (PRA)
durchgefuhrt. Hierfir wurde eine Kokultur mit infizierten HFF und nicht infizierten
ARPE-19 Zellen mit verschiedenen Verdinnungsstufen der Virostatika sieben
Tage lang inkubiert und Plagueformation unter dem Fluoreszenzmikroskop

beurteilt.

Abbildung 21: Plaques in der HFF/ARPE-19 Co-Kultur. Infizierte HFF wurden mit nicht-
infizierten ARPE-19 vermischt und sieben Tage lang inkubiert. Eine Plaque ist definiert
als mindestens funf nah beieinander liegende infizierte Zellen.

Pro Wirkstoff und Mutation wurden mindestens drei unabhangige Assays
durchgefuhrt. Unterschieden sich die ECso der drei Assays zu stark, wurden
weitere zwei bis drei Assays durchgeftihrt, um die Wahrscheinlichkeit falscher
Ergebnisse durch AusreiRer zu verringern. Die effektive Dosis 50 (ECso) ist
definiert als diejenige Konzentration von Virostatikum, bei der das
Viruswachstum um 50 % reduziert werden konnte. Die Evaluation erfolgte mit
dem Programm SPSS uber die Probit Analyse. Die ECso jedes rekombinanten
HCMV Stammes wurde mit der ECso des Referenzstammes HCMV-TB40-
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BACKL7-UL32EGFP verglichen. Resistenz ist definiert als ein Verhaltnis von = 2
(Lurain and Chou, 2010). Die ECso-Werte des Referenzstamms betrugen
0,902 yM fir Cidofovir, 1,766 UM fur Ganciclovir und 74,969 UM fir Foscarnet.
Mit diesen Werten wurden die ECso-Werte der einzelnen Mutationen verglichen.
Die UL54-Mutation P522Q und die UL97-Mutation C480F waren als
Einzelmutation jeweils sensibel gegeniiber Cidofovir, Ganciclovir und Foscarnet.
Die Doppelmutation UL54 P522Q / UL97 C480F zeigte jedoch ECso Werte, die
bei Ganciclovir ein Verhaltnis von 5,34 und bei Foscarnet ein Verhaltnis von 2,46
aufwiesen. Nach Lurain und Chou weist die Doppelmutation UL54 P522Q / UL97
C480F also eine Ganciclovir- und Foscarnetresistenz auf.

Die UL97-Mutation 1429F war sensitiv gegentiber Cidofovir und Foscarnet. Das
Verhéltnis der ECso bei Ganciclovir gegentber der des Referenzstamms betrug
allerdings 5,44, es lag also eine Ganciclovirresistenz vor.

Die Doppelmutation UL54 V715M / UL97 L595S zeigte in dieser Arbeit eine
Ganciclovirresistenz mit einem Verhaltnis von 4,67 und eine Foscarnetresistenz
mit einem Verhdltnis von 3,254. Gegeniber von Cidofovir war die

Doppelmutation jedoch sensibel.

Tabelle 6: Plaguereduktionsassay des Referenzstamms HCMV-TB40-BACKL7-
UL32EGFP. Gegeben ist die mittlere effektive Dosis (ECso) in uM von den Wirkstoffen
Cidofovir, Ganciclovir und Foscarnet. Gegeben sind aul3erdem die obere und die untere
Grenze des 95 %-Konfidenzintervalls und der Mittelwert der Assays.

Cidofovir ECso Untere Obere Mittelwert Verhaltnis
[UM] Grenze (95%) | Grenze (95%)
Assay 1 1,056 0,638 1,819
Assay 2 1,001 0,425 2,636 0,902 -
Assay 3 0,649 0,280 1,430
Ganciclovir F“ Cli;i) g?éirzee (95%) g?eerﬁe (95%) Mittelwert | Verhaltnis
Assay 1 1,656 1,088 2,300
Assay 2 2,032 0,648 3,947 1,766 -
Assay 3 1,610 1,074 2,213
EC : o
Foscarnet [pl\/EIT g?éirzee (95%) g?eerﬁe (95%) Mittelwert | Verhaltnis
Assay 1 61,065 |42,669 78,422
Assay 2 97,381 | 78,445 115,658 74,969 -
Assay 3 66,461 | 48,239 83,654
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Tabelle 7: Plaquereduktionsassay der UL54-Mutation P522Q. Gegeben ist die
mittlere effektive Dosis (ECso) in uM von den Wirkstoffen Cidofovir, Ganciclovir und
Foscarnet. Gegeben sind aufRerdem die obere und die untere Grenze des 95 %-
Konfidenzintervalls, der Mittelwert der Assays und das Verhéltnis zu dem jeweiligen
Mittelwert des Referenzstamms.

: : EC : s
Cidofovir [UNT; g?éirzee (95%) 8?:;; (95%) Mittelwert | Verhaltnis
Assay 1 0,525 0,119 1,591
Assay 2 0,365 0,198 0,596 0,463 0,512
Assay 3 0,499 0,362 0,670
Ganciclovir Eﬁ;’; (g?éirzee (95%) 8?;:;} (95%) Mittelwert | Verhaltnis
Assay 1 2,776 1,388 4,571
Assay 2 3,357 2,471 4,386 2,78 1,57
Assay 3 2,197 1,495 2,999

EC : e
Foscarnet [U'Vﬁ) (g?éirzee (95%) 8?;:;} (95%) Mittelwert | Verhaltnis
Assay 1 103,562 | 81,522 124,888
Assay 2 49,503 | 28,969 69,110
Assay 3 64,421 | 45,880 81,899
Assay 4 76,348 | 56,992 94,567 78,954 1,053
Assay 5 89,426 | 68,461 109,414
Assay 6 90,465 | 73,045 107,350
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Tabelle 8: Plaquereduktionsassay der UL97-Mutation C480F. Gegeben ist die
mittlere effektive Dosis (ECso) in uM von den Wirkstoffen Cidofovir, Ganciclovir und
Foscarnet. Gegeben sind aufRerdem die obere und die untere Grenze des 95 %-
Konfidenzintervalls, der Mittelwert der Assays und das Verhdltnis zu dem jeweiligen
Mittelwert des Referenzstamms.

. . EC . et
Cidofovir [“N?]O g?é?]rzee (95%) 8?:;; (95%) Mittelwert | Verhaltnis
Assay 1 0,738 0,542 0,998
Assay 2 1,241 0,665 2,539
Assay 3 0,763 0,573 1,012 1,37 1,52
Assay 4 2,436 1,614 4,105
Assay 5 1,656 0,912 3,490
Ganciclovir [FIJ cli/‘rl’]o (Lé?et:?]rzee (95%) 8?;:;} (95%) Mittelwert | Verhaltnis
Assay 1 3,895 1,650 7,291
Assay 2 2,522 1,073 4,062 3.4 1,93
Assay 3 3,794 1,946 6,351

EC . et
Foscarnet [“N‘EI’]O (Lé?et:?]rzee (95%) 8?;:;} (95%) Mittelwert | Verhaltnis
Assay 1 140,018 | 66,637 219,274
Assay 2 96,967 | 76,373 116,860
Assay 3 105,641 | 60,967 147,835 115,5 1,54
Assay 4 125,692 | 94,220 156,922
Assay 5 109,186 | 79,538 137,624
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Tabelle 9: Plaquereduktionsassay der UL97-Mutation 1429F. Gegeben ist die mittlere
effektive Dosis (ECso) in pM von den Wirkstoffen Cidofovir, Ganciclovir und Foscarnet.
Gegeben sind aul3erdem die obere und die untere Grenze des 95 %-Konfidenzintervalls,
der Mittelwert der Assays und das Verhaltnis zu dem jeweiligen Mittelwert des
Referenzstamms. Resistenz ist definiert als ein Verhaltnis =2 und entsprechende
Verhéltnisse fett gedruckt.

. . ECso Untere Obere : e
Cidofovir (uM] Grenze (95%) | Grenze (95 %) Mittelwert | Verhaltnis
Assay 1 0,743 [0,320 1,648
Assay 2 0,339 [0,141 0,626 0,524 0,58
Assay 3 0,489 | 0,369 0,635

. . | ECs0 Untere Obere : s
Ganciclovir [uM] Grenze (95 %) | Grenze (95 %) Mittelwert | Verhaltnis
Assay 1 7,282 |5,670 9,353
Assay 2 9,628 | 7,877 11,820 9,613 5,44
Assay 3 11,930 | 9,448 15,366

ECso Untere Obere : s
Foscarnet [uM] Grenze (95 %) | Grenze (95 %) Mittelwert | Verhaltnis
Assay 1 83,662 | 66,018 100,518
Assay 2 77,438 | 61,849 92,348 73,7 0,98
Assay 3 59,990 | 43,244 75,698
Tabelle 10: Plaquereduktionsassay  der UL54 / UL97-Doppelmutation

UL54 V715M / UL97 L595S. Gegeben ist die mittlere effektive Dosis (ECso) in yM von
den Wirkstoffen Cidofovir, Ganciclovir und Foscarnet. Gegeben sind aul3erdem die
obere und die untere Grenze des 95 %-Konfidenzintervalls, der Mittelwert der Assays
und das Verhdltnis zu dem jeweiligen Mittelwert des Referenzstamms. Resistenz ist
definiert als ein Verhéltnis = 2 und entsprechende Verhaltnisse fett gedruckt.

: : EC : s
Cidofovir [pl\/ﬁ) g?éirzee (95%) 8?:;;; (95%) Mittelwert | Verhaltnis
Assay 1 0,334 0,232 0,457
Assay 2 0,541 0,312 0,902 0,445 0,493
Assay 3 0,460 0,347 0,599
Ganciclovir [E“ cli;]o grr]éirzee (95%) gjeer:ge (95%) Mittelwert | Verhaltnis
Assay 1 8,467 3,406 25,318
Assay 2 8,097 2,735 30,008 8,255 4,67
Assay 3 8,201 2,371 39,722

EC : s
Foscarnet [pl\/?f g?éirzee (95%) 8:)(eer:§e (95%) Mittelwert | Verhaltnis
Assay 1 208,558 | 171,537 253,886
Assay 2 256,731 | 201,341 342,786 243,928 | 3,254
Assay 3 266,495 | 216,829 339,251
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Tabelle 11: Plaguereduktionsassay der UL54 / UL97-Doppelmutation
UL54 P522Q / UL97 C480F. Gegeben ist die mittlere effektive Dosis (ECso) in uM von
den Wirkstoffen Cidofovir, Ganciclovir und Foscarnet. Gegeben sind aul3erdem die
obere und die untere Grenze des 95 %-Konfidenzintervalls, der Mittelwert der Assays
und das Verhéltnis zu dem jeweiligen Mittelwert des Referenzstamms. Resistenz ist
definiert als ein Verhéaltnis = 2 und entsprechende Verhaltnisse fett gedruckt.

. . EC . et
Cidofovir [ul\/ﬁ) g?éirzee (95%) 8?;;36 (95%) Mittelwert | Verhaltnis
Assay 1 1,289 0,826 2,129
Assay 2 1,039 0,451 2,667 1,42 1,57
Assay 3 1,928 1,372 2,858
Ganciclovir I[Epclijj) g?éirzee (95%) 8?:;36 (95%) Mittelwert | Verhaltnis
Assay 1 8,266 2,912 27,740
Assay 2 1,904 0,807 3,306
Assay 3 8,540 6,011 12,379 9,4272 5,34
Assay 4 12,971 | 9,654 18,232
Assay 5 15,455 | 10,028 27,268

EC . et
Foscarnet [U'VT; g?éirzee (95%) 8?:;36 (95%) Mittelwert | Verhaltnis
Assay 1 183,060 | 160,090 207,753
Assay 2 119,854 | 97,347 142,124
Assay 3 147,535 | 127,845 167,748 184,766 | 2,46
Assay 4 223,374 | 190,803 262,203
Assay 5 250,206 | 208,683 305,106
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4 Diskussion

4.1 Generierung von rekombinantem HCMV mit definierten
Punktmutationen tber die en-passant Mutagenese

Das humane Cytomegalovirus (HCMV) kann bei immunsupprimierten Patienten
wie zum Beispiel bei Patienten nach Stammzelltransplantation oder
Transplantation solider Organe, sowie bei kongenitaler Ubertragung
lebensbedrohliche Infektionen verursachen. Durch eine frihe antivirale Therapie
kann die Wahrscheinlichkeit einer klinisch manifesten Erkrankung reduziert
werden, jedoch steigt mit der Therapiedauer auch die Wahrscheinlichkeit einer
Virostatikaresistenzentwicklung. Die molekulare Ursache der Resistenzen gegen
die am haufigsten eingesetzten Virostatika Ganciclovir, Cidofovir und Foscarnet
sind Mutationen in der UL97-Serin-Threonin-Phosphotransferase und in dem
viralen Polymerasegen UL54.

In dieser Arbeit wurden mittels ,en-passant® BAC-Technologie die neu
entdeckten Mutationen UL97 S512Stop, UL97 C480F, UL97 1429F und UL54
P522Q, Kombinationen aus Mutationen in beiden Genen, namlich
UL54 P522Q / UL97 C480F, sowie die Kombination aus zwei schon einzeln
zuvor charakterisierten Mutationen UL54 V715 /UL97 L595S generiert und
anschlieRend funktionell charakterisiert. Hierfiir wurden zunachst PCR-Produkte
hergestellt, die die gewilinschte Punktmutation sowie ein Kanamycinresistenzgen
zur spateren positiven Selektion enthielten. Das Kanamycinresistenzgen war von
einer Erkennungssequenz fir 1-Scel, einer arabinoseinduzierten Endonuklease,
flankiert, durch die spater die restlose Entfernung des Kanamycinresistenzgens
erreicht werden konnte. Die Mutagenese des HCMV Stamms erfolgte im E. coli
Stamm GS1783/TB40-BACKL7. Dieser enthielt das Genom des
endotheliotropen HCMV Laborstrangs TB40/E als BAC, I-Scel und einen
defektiven A Prophagen, der fur ein Red-Rekombinasesystem kodierte. Das Red-
Rekombinasesystem wurde nach Elektroporation des jeweiligen PCR-Produkts
temperaturabhéngig induziert und die gewlnschte Mutation konnte so in das
BAC-Genom integriert werden. Durch die Kanamycinresistenz konnten
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anschlieBend Bakterien selektiert werden, die das PCR-Produkt erfolgreich
aufgenommen hatten. Anschliel3end wurde durch die Aktivierung von I-Scel das
Kanamycinresistenzgen aus der DNA geschnitten. Die einzige Veranderung der
Bacmid-DNA war jetzt also die gewlnschte Punktmutation. Es wurden diejenigen
Kulturen selektiert, bei denen das Kanamycinresistenzgen erfolgreich entfernt
wurde. Da schon in vorherigen Arbeiten gezeigt wurde, dass trotz vorheriger
erfolgreicher Integration des PCR-Produktes mit dem Kanamycinresistenzgen
eine Wildtypsequenz vorliegen konnte (Fischer, 2015), wurden die
Bakterienkolonien, bei denen der positive Selektionsmarker erfolgreich entfernt
wurde, vor der Transfektion auf die Zellkulturen alle sequenziert. Ein Grund fur
das Verbleiben der Wildtypsequenz konnte der hohe GC-Gehalt in den
Regionen, die dem Kanamycinresistenzgen direkt anliegen, sowie der hohe GC-
Gehalt der &uBeren Enden des PCR-Produktes, sein. Ist der GC-Gehalt in den
inneren Bereichen hoher, ist dadurch die Bindungsenthalpie hier héher und die
inneren Bereiche werden bei der homologen Rekombination bevorzugt.
Hierdurch kann es geschehen, dass der positive Selektionsmarker und die |-
Scel-Erkennungssequenz integriert werden, die gewilnschte Punktmutation
allerdings nicht (Fischer, 2015). Nach Bestatigung der erfolgreichen Integration
der gewiinschten Mutationen wurde die Bacmid-DNA anschlieRend isoliert und
auf HFF transfiziert. Eine Plaqueformation mit HCMV-infizierten Zellen wurde bei
allen Mutationen nach 2-3 Wochen beobachtet, auler bei der UL97-Mutation
S512Stop. Hier konnten auch nach drei Versuchen mit jeweils neu hergestellten
PCR-Produkten keine zytopathischen Effekte oder grine Fluoreszenz gesehen
werden. Es wurde zuvor gezeigt, dass die Proteinkinase UL97 eine wichtige Rolle
in der Virusreplikation spielt (Prichard et al., 1999, Marschall et al., 2002, Krosky
et al., 2003). Ohne UL97 ist die virale DNA-Synthese ineffizient, virale
Strukturproteine aggregieren im Nukleus und reife Kapside kénnen den Nukleus
nicht verlassen (Prichard, 2009). Weiterhin konnte die Mutation UL97 S512Stop
nur ein einziges Mal bei einem neunjahrigen Patienten isoliert werden und auch
nur in 10 % der Proben. In folgenden Proben konnte die Mutation nicht mehr
nachgewiesen werden (Houldcroft et al., 2016). All diese Grinde machen es
wahrscheinlich, dass die Mutation UL97 S512Stop die Replikation von HCMV so



Diskussion 71

stark einschréankt, dass ein weiteres Wachstum verhindert wird und die Mutation

schnell wieder herausselektioniert wurde.

4.2 Phanotypische Charakterisierung von rekombinanten
HCMV-Mutationen mit definierten Punktmutationen durch
Wachstums-Assays

Das Wachstumsverhalten von HCMV-Stammen kann eine grof3e Relevanz auf
die Behandlung haben. So bendtigen Stamme mit einer sehr schnellen
Wachstumskinetik oft deutlich hohere Dosen an Virostatika. Auf der anderen
Seite konnen Mutationen, die zwar eine gewisse Resistenz gegen ein
bestimmtes Medikament aufweisen, andererseits aber die Replikation von HCMV
stark behindern, trotzdem durch dieses Medikament behandelbar sein (Smith et
al., 1997). pUL54 ist als virale DNA-Polymerase essenziell fur die virale DNA-
Replikation und auch pUL97 wird fur eine effiziente Virusreplikation benotigt
(Hamilton et al., 2014).

In dieser Arbeit wurde aus diesem Grund das Wachstumsverhalten aller
Mutationen Uber die Analyse eines Ein-Schritt-Wachstumszyklus beobachtet und
mit dem Referenzstamm HCMV-TB40-BACKL7-UL32EGFP verglichen. Hierfur
wurden Zellen mit einer MOI von 1 infiziert und anschlieend der Virusiiberstand
an acht aufeinanderfolgenden Tagen eingefroren und daraus die TCIDso
bestimmt. Fur jede Mutation wurden die Assays drei Mal wiederholt.

Bei allen Mutationen und auch dem Referenzstamm sank der Virustiter zun&achst
stark ab, um dann ab Tag 4 wieder anzusteigen.

Die Doppelmutationen UL54 P522Q / UL97 C480F, UL54 V715M / UL97 L595S
und die UL54-Mutation P522Q zeigten eine sehr ahnliche Wachstumskinetik.
Dabei waren die Virustiter insgesamt etwas hoher als die des Referenzstamms,
glichen sich aber zum Ende hin immer weiter an. Dass die Mutationen tatséchlich
alle einen Wachstumsvorteil bringen, ist jedoch unwahrscheinlich. Vielmehr
wurde schon in vorherigen Arbeiten, wie zum Beispiel bei Fischer, 2015, eine
natdrliche Variabilitdt von Ein-Schritt-Wachstumszyklen gezeigt (Fischer, 2015).
In dieser Arbeit wurde zudem HCMV-TB40-BACKL7-UL32EGFP neu in HFF
transfiziert und nicht der bereits in HFF transfizierte Stamm verwendet, der in den

Vorgangerarbeiten  genutzt wurde. Dies konnte das veranderte
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Wachstumsverhalten des Referenzstamms in dieser Arbeit im Vergleich zu
beispielsweise der des Referenzstamms bei Fischer, 2015 erklaren (Fischer,
2015). Hier stieg der Virustiter ab Tag 3 kontinuierlich an, um dann ab Tag 6 ein
Plateau zu erreichen, zeigte also ein sehr ahnliche Wachstumskinetik wie UL54
P522Q / UL97 C480F, UL54 V715M / UL97 L595S und die UL54-Mutation
P522Q. Es ist nicht auszuschlieRen, dass es in dieser Arbeit zu Veranderungen
iIm Gesamtgenom gekommen sein kénnte, die nicht detektierbar waren. Um
solche Veranderungen des Gesamtgenoms aufzuspiren, ware eine
Sequenzierung des gesamten Genoms (whole genome sequencing) von Néten
gewesen, da nicht nur Mutationen in pUL54 und pUL97 zu einem
Wachstumsdefizit fuhren konnen (Hamilton et al., 2014).

Die UL97-Mutation C480F war in ihrer Wachstumskinetik dem Referenzstamm
sehr ahnlich.

Die UL97-Mutation 1429F zeigte in ihrer Wachstumskinetik bis Tag 5 einen sehr
ahnlichen Verlauf wie der Referenzstamm. Danach blieb der Virustiter stets
niedriger, bis er an Tag 8 circa 2 log-Stufen niedriger war. Ein
Aminosaureaustausch von dem verzweigtkettigen Isoleucin zu dem
aromatischen Phenylalanin konnte eine Anderung der Proteinkonformitét
verursachen. Da Codon 429 innerhalb der konservierten Region VI liegt (Gilbert
and Boivin, 2005b) wére es moglich, dass Mutationen an dieser Stelle zu
Wachstumseinschrankungen fuhren konnten. Dies passt auch zu der
Beobachtung, dass der Grof3teil der Mutationen in isolierten
ganciclovirresistenten Isolaten zwischen Codon 590 bis 607 liegt. Die Haufung
scheint dadurch zustande zu kommen, dass dieser Bereich fur das Wachstum
unerheblich scheint. Mutationen wie UL97 1429F sind deutlich seltener und haben
oft einen groflleren Einfluss auf das Wachstum (Lurain and Chou, 2010).
Eine Ubertragung der Ergebnisse auf die Klinik ist allerdings nur eingeschrankt
maoglich, da das in dieser Arbeit beobachtete Wachstumsverhalten in vitro und
mit HFF als Zielzellen beobachtet wurde. In vivo mit unterschiedlichen Zielzellen

kdnnte das Wachstumsverhalten anders sein.



Diskussion 73

4.3 Phanotypische Charakterisierung von rekombinanten
HCMV-Mutationen durch Plague-Reduktions-Assays

Wahrend eine HCMV-Infektion bei Gesunden meistens benigne ablauft, kann
HCMV bei immunsupprimierten Patienten schwere Infektionen verursachen (El
Helou and Razonable, 2019). Die am haufigsten gegen HCMV eingesetzten
Virostatika sind Ganciclovir, Cidofovir und Foscarnet. Jedoch steigt bei langer
andauernder  Therapiedauer auch die Wahrscheinlichkeit  einer
Resistenzentwicklung (El Chaer et al., 2016, Lurain and Chou, 2010, Gilbert and
Boivin, 2005b). Vor allem unter dem Selektionsdruck einer langen antiviralen
Behandlung kdnnen auch mehrere Mutationen akkumulieren und zu einer
verstarkten Resistenz gegen ein Virostatikum oder auch zu Resistenzen gegen
mehrere Virostatika fuhren (Lurain and Chou, 2010).

Mutationen in UL97 fihren zu Resistenzen gegen Ganciclovir, nicht aber gegen
die anderen Virostatika, da nur Ganciclovir von pUL97 aktiviert werden muss
Mutationen in UL54 kdénnen abhangig von der Region, in der die Mutationen
auftreten, zu Resistenzen gegen Ganciclovir, Cidofovir, Foscarnet oder auch
gegen alle drei Virostatika gleichzeitig fuhren.

Ob die einzelnen Mutationen und Doppelmutationen, die in dieser Arbeit
charakterisiert werden sollten, resistenzauslosend sind, wurde Uber
Plaguereduktionsassays bestimmt. Dabei wurde eine Resistenz nach der
Methode von Lurain und Chou ab einem Verhéltnis von = 2 im Vergleich mit dem
Referenzstamm definiert (Lurain and Chou, 2010). Da die Plaques, die sich in
den Plague-Reduktions-Assays gebildet hatten, per Hand ausgezéhlt wurden,
wurde nur die Verdlinnung, bei der sich in der Referenzreihe 60-80 Plagues
gebildet hatten, verwendet. So wurde die Wahrscheinlichkeit verringert, sich zu
verzahlen. Um die Wahrscheinlichkeit falscher Ergebnisse durch Ausrei3er zu
verringern, wurden pro Wirkstoff und Mutation auf3erdem mindestens drei
unabhangige Assays durchgefuhrt. Unterschieden sich die ECso der drei Assays

zu stark, wurden weitere zwei bis drei Assays durchgefihrt.
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Die UL54-Mutation P522Q und die UL97-Mutation C480F waren als
Einzelmutation jeweils sensibel gegeniber Cidofovir, Ganciclovir und Foscarnet.
Mit einem Verhaltnis von 1,93 war UL97 C480F jedoch schon dicht an der Grenze
eines Verhéltnisses von 2. Die Doppelmutation UL54 P522Q / UL97 CA480F
zeigte ECso Werte, die bei Ganciclovir ein Verhaltnis von 5,34 und bei Foscarnet
ein Verhaltnis von 2,46 aufwiesen. Nach Lurain und Chou weist die
Doppelmutation UL54 P522Q / UL97 C480F also eine Ganciclovir- und
Foscarnetresistenz auf. Dies unterstitzt die Annahme, dass sich
Doppelmutationen gegenseitig verstarken koénnen, sodass die jeweils
ganciclovirsensiblen Mutationen UL54 P522Q und UL97 C480F in der
Kombination zu einer Ganciclovirresistenz fuhren. Gegenuber Cidofovir waren
sowohl die Einzelmutationen als auch die Doppelmutation sensibel. UL54 P522Q
liegt in der Region delta-C/Exolll. Bekannte Mutationen in diesem Bereich flhren
fur gewohnlich zu einer Resistenz gegen Ganciclovir und Cidofovir und selten
auch zu einer Resistenz gegen Foscarnet (Lurain and Chou, 2010). Unerwartet
ist jedoch die Foscarnetresistenz der Doppelmutation, da die Einzelmutation
UL54 P522Q foscarnetsensibel war. Mit einem Verhaltnis von 2,46 war die
Resistenz  allerdings nicht besonders stark ausgepragt. In den
Plaguereduktionsassays zeigten sich drei von finf Assays Uber einem Verhaltnis
von 2, zudem variierten die Mittelwerte der funf Assays recht stark, weswegen
statt drei funf durchgefuhrt wurden. Eine Mdglichkeit, um zu zeigen, ob
maoglicherweise auch eine unbeabsichtigte Mutation an anderer Stelle fur die
Foscarnetresistenz verantwortlich sein konnte, ware eine Revertante ohne UL54
P522Q und UL97 C480F zu erzeugen und dann erneute Plaquereduktionsassays
durchzufihren. Da die Plaque-Reduktions-Assays zudem  schlecht
standardisierbar sind, ware eine weitere Moglichkeit der Verifizierung gewesen,
einen schon bekannten resistenten Stamm zum Vergleich mitlaufen zu lassen.

Die UL97-Mutation 1429F war wie zu erwarten sensitiv gegentber Cidofovir und
Foscarnet. Das Verhaltnis der ECso bei Ganciclovir gegenuber der des
Referenzstamms betrug allerdings 5,44, also eine Ganciclovirresistenz. Dies
zeigt erneut, dass zwar die meisten Mutationen in UL97, die eine

Ganciclovirresistenz verursachen, bei Codon 460, 520 oder zwischen Codons
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590 und 607 liegen (Chou et al., 2002), jedoch auch aul3erhalb dieser Bereiche
resistenzverursachende Mutationen liegen kdénnen.

UL54 V715M wurde als Einzelmutation bereits 1998 von Cihlar et al. beschrieben
und verursacht eine Foscarnetresistenz (Cihlar et al., 1998), passend dazu, dass
Codon 715 in der Region Il von pUL54 liegt, eine Region, in der Mutationen
gewohnlich nur eine Foscarnetresistenz auslésen (Lurain and Chou, 2010). Ein
Aminosaureaustausch von Valin zu Methionin verursacht eine deutliche
VergroRerung der Seitenkette an dieser Stelle. Dies konnte die Konformitat von
pUL54 beeinflussen. UL97 L595S wurde 1995 von Wolf et al. als eine
ganciclovirresistenzauslosende Mutation beschrieben (Wolf et al., 1995). Hier
kann ein Aminosaureaustausch des verzweigtkettigen Leucins zu Serin mit einer
Hydroxylgruppe zu einer Konformationsanderung fiihren. In Kombination zeigte
sich in dieser Arbeit ebenfalls eine Ganciclovirresistenz mit einem Verhaltnis von
4,67 und eine Foscarnetresistenz mit einem Verhéaltnis von 3,254. Gegenuber
von Cidofovir war die Doppelmutation jedoch wie zu erwarten sensibel. Ein
additiver Effekt der Einzelmutationen, wie er zum Beispiel bei Fischer, 2015,
beobachtet werden konnte, lie3 sich hier jedoch nicht beobachten (Fischer,
2015).
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5 Zusammenfassung

Das humane Cytomegalovirus (HCMV) kann bei immunsupprimierten Patienten
zu lebensbedrohlichen Organmanifestationen fuhren und ist weltweit die
wichtigste kongenitale Virusinfektion. Die am haufigsten gegen HCMV
eingesetzten Medikamente sind Ganciclovir, Cidofovir und Foscarnet. Durch eine
frihe antivirale Therapie kann die Wahrscheinlichkeit einer klinisch manifesten
Erkrankung reduziert werden, jedoch steigt mit der Therapiedauer auch die
Wahrscheinlichkeit einer Virostatikaresistenzentwicklung. Die molekulare
Ursache der Resistenzen gegen Ganciclovir sind Mutationen in der UL97- Serin-
Threonin- Phosphotransferase, Mutationen in dem viralen Polymerasegen UL54
konnen zu Resistenzen gegen Ganciclovir, Cidofovir und Foscarnet fihren.
Heutzutage ist die Resistenztestung der Wahl die genotypische
Empfindlichkeitstestung, da diese innerhalb von Stunden durchgefuhrt werden
kann. Diese Methode erfordert allerdings, dass die Mutationen zuvor durch eine
phanotypische Resistenztestung charakterisiert wurden, da nur so zwischen
resistenzauslésenden Mutationen und einfachen Polymorphismen unterschieden
werden kann.

In dieser Arbeit wurden mittels der ,en-passant” BAC-Technologie (Tischer et al.,
2006) die von Houldcroft et al. neu entdeckten Mutationen UL97 S512Stop, UL97
C480F, UL97 1429F und UL54 P522Q, Kombinationen aus Mutationen in beiden
Genen, namlich UL54 P522Q / UL97 C480F, sowie die von Sedlak et al. neu
gefundene Kombination aus zwei schon zuvor einzeln charakterisierten
Mutationen UL54 V715 /UL97 L595S generiert und anschlieRend funktionell
charakterisiert (Houldcroft et al., 2016, Hall Sedlak et al., 2013).

Eine Transfektion der verschiedenen Mutationen auf die Zellkultur war bei allen
Mutationen erfolgreich, aul3er bei der UL97 Mutation S512Stop. Diese Mutation
konnte auch bei dem urspringlichen Patienten nur ein einziges Mal
nachgewiesen werden (Houldcroft et al., 2016), sodass es wahrscheinlich ist,
dass die Mutation UL97 S512Stop die Replikation von HCMV so stark
einschrankt, dass ein weiteres Wachstum verhindert wird.
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Da das Wachstumsverhalten einen grof3en Einfluss auf die Behandlung von
HCMV haben kann, wurden die Einzel- und Doppelmutationen mit Hilfe von Ein-
Schritt-Wachstumszyklen untersucht. Hierbei zeigte sich eine mdgliche
Wachstumshemmung der UL97-Mutation 1429F.

Ob die einzelnen Mutationen und Doppelmutationen, die in dieser Arbeit
charakterisiert werden sollten, resistenzauslosend sind, wurde Uber
Plaguereduktionsassays bestimmt. Hierbei zeigten sich die Einzelmutationen
UL54 P522Q und UL97 C480F jeweils sensibel gegentber von Ganciclovir,
Cidofovir und Foscarnet. Die Doppelmutation UL54 P522Q / UL97 C480F zeigte
jedoch eine Ganciclovir- und moglicherweise auch eine Foscarnetresistenz.
Dieses Phanomen sollte in weiteren Arbeiten genauer untersucht werden. Die
UL97 Mutation [429F bewirkte eine Ganciclovirresistenz. Die Einzelmutation
UL54 V715M wurde schon von Cihlar et al. als foscarnetresistent beschrieben
(Cihlar et al., 1998). Bei UL97 L595S handelt es sich um eine der haufigsten
Mutationen, die eine Ganciclovirresistenz verursachen (Wolf et al., 1995). In der
Kombination wurden die beiden Mutationen in dieser Arbeit beschrieben und wie
zu erwarten, zeigte auch die Doppelmutation eine Ganciclovir- und eine

Foscarnetresistenz.
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Die UL54-Sequenz des bakteriellen artifiziellen Chromosoms TB40-BACKL7-

UL32EGFP. Alle Punktmutationen, die in dieser Arbeit charakterisiert wurden,

sind in violett markiert, alle Sequenzierungsprimer in grin.
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7.2 Appendix 2

92

Die UL97-Sequenz des bakteriellen artifiziellen Chromosoms TB40-BACKL7-
UL32EGFP. Alle Punktmutationen, die in dieser Arbeit charakterisiert wurden,

sind in violett markiert, alle Sequenzierungsprimer in grin.
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