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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung und Summary

1.1 Zusammenfassung

Das Cytomegalovirus (CMV) ist ein klinisch relevantes Pathogen, da es in immundefizien-
ten Patienten schwere Komplikationen auslést. Fur die Entwicklung neuer Therapieansat-
ze ist das Verstandnis der Immunkontrolle in gesunden infizierten Personen wichtig. Um
dies zu untersuchen wird das Modellsystem des murinen Cytomegalovirus (MCMV) ge-
nutzt. In immundefizienten RAG” Mausen wird die MCMV-Infektion nach Verabreichung
von Antikérpern kontrolliert. Antikorper vermitteln Schutz Uber verschiedene
Effektormechanis-men. Im ersten Teil dieser Arbeit wurde die Hypothese Uberprift, dass
im Falle der MCMV-Infektion Antibody Dependent Cell-mediated Cytotoxicity (ADCC) in
vivo ein wichtiges Protektionsprinzip darstellt. Um die Rolle von Immunglobulin-Fc ver-
mittelten Effektorfunktionen zu untersuchen, wurde ein rekombinantes MCMV generiert,
welches ein heterologes antigenes Protein nur auf der Oberflache infizierter Zellen, nicht
aber als Teil des Viruspartikels exprimierte. Hierflr wurde das Glykoprotein B des huma-
nen CMV (hgB) partiell und komplett in das Genom von MCMV157luc inseriert. Die resul-
tierenden Viren replizierten in vitro und in RAG” Miusen vergleichbar zu MCMV157luc.
hgB wurde in vitro auf der Oberflache von infizierten Zellen detektiert und induzierte in
vivo eine Antikorperantwort. Beide Viren wurden von neutralisierenden Antikdrpern ge-
gen hgB in vitro nicht neutralisiert. In Schutzversuchen wurden hohe Dosen muriner und
humaner hgB-spezifischer Antikérper verabreicht. Es konnte keine Protektion nachgewie-
sen werden. Der fehlende Schutz wurde sowohl bei prophylaktischer, als auch bei thera-
peutischer Antikorpergabe beobachtet. Die mdglichen Ursachen dafiir werden im Diskus-
sionsteil dieser Arbeit erortert.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde durch sukzessive Entfernung einzelner Zelltypen deren
Bedeutung fir den Verlauf der MCMV-Infektion bestimmt. In CD8” Miusen verlief die
Infektion entsprechend immunkompetenten C57BL/6 Mausen bis zur Ausbildung von La-
tenz. CD8”JHT" Mause, ohne CD8" T-Zellen und B-Zellen, kontrollierten die MCMV-
Infektion selbst nach Depletion der CD4" T-Zellen. Dies demonstrierte die Austauschbar-
keit der konventionellen B- und T-Zellen. Erst die Depletion aller CD3" Zellen in CD8”JHT
Ma&usen fihrte zum Verlust der Immunkontrolle. Folglich waren CD3" doppelt negative
(DN) T-Zellen am Schutz beteiligt. Zytotoxizitit konnte in vitro nur fiir CD3'DN T-Zell Re-
zeptor (TCR) y&" Zellen bestitigt werden. Adoptiver Transfer von praadaptierten TCRy&"
Effektorzellen in produktiv infizierte, immundefiziente RAG”" Miuse reduzierte den Virus-
titer signifikant und verlangerte das Uberleben der Versuchstiere. Der Transfer der glei-
chen Anzahl TCRaB" Zellen bewirkte dagegen kein ldngeres Uberleben. Ebenso zeigte der
Transfer naiver DN Zellen keinen protektiven Effekt. Diese Ergebnisse fligen eine weitere
Ebene zur komplexen Immunkontrolle von CMV hinzu, welche fir die klinische Anwen-
dung interessant sein konnte.
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1.2 Summary

Cytomegalovirus (CMV) is a clinically relevant pathogen because it causes severe compli-
cations in immunodeficient patients. Understanding immune control in healthy infected
individuals is important for the development of new therapeutic strategies. For research
the murine model of MCMV is used. Immunodeficient RAG” mice are able to control mu-
rine cytomegalovirus (MCMV) infection after application of antibodies. Those antibodies
can mediate different protective effector mechanisms. In the first part of this thesis we
challenged the hypothesis that antibody dependent cell-mediated cytotoxicity (ADCC)
provides in vivo an important principle of protection after MCMV infection. To establish
the role of immunoglobulin-Fc mediated effector functions we constructed a recombinant
MCMV expressing a heterologous antigenic protein only on the surface of infected cells
but not as part of the infectious virion. Therefore partial or complete glycoprotein B of
human CMV (hgB) was inserted in the genome of MCMV157luc. The resulting viruses rep-
licated comparably to MCMV157luc in vitro and in RAG” animals. In vitro the hgB protein
was detected on the surface of infected cells and in vivo it was able to induce an antibody
response. Neutralizing hgB specific antibodies were incapable of neutralizing any one of
the hgB expressing viruses in vitro. High doses of murine and human hgb-specific antibod-
ies were tested in vivo for their antiviral capacity, but no protection could be detected.
Lacking protection was observed after prophylactic as well as after therapeutic applica-
tion of antibodies. Possible explanations are considered in the discussion chapter of this
thesis.

In the second part of this work the influence of certain effector cell types on the course of
MCMV infection was determined by their gradual ablation. cD8” mice controlled virus
infection to the same extent as fully immunocompetent C57BL/6 mice and established
latency. CD8”JHT mice, which lack both CD8" cells and B cells, also controlled infection
even after in vivo depletion of CD4" T cells thus demonstrating the dispensability of con-
ventional B and T cells. Depletion of all CD3" cells in CD8”JHT' mice finally lead to a loss
of protection. Therefore CD3" double negative (DN) T cells were able to mediate protec-
tion against MCMV infection. Only CD3" DN T cell receptor (TCR) y&" cells were able to
lyse infected cells in vitro. Adoptive transfer of TCRy&" effector cells into immunodeficient
CMV infected RAG” mice lead to significantly reduced viral titers and prolonged survival
of the recipients. Transfer of the same number of TCRaB" T cells could not elongate sur-
vival. Likewise transfer of naive cells showed no protective effect. These results add an-
other layer to the complex immune control of CMV which might be of clinical relevance.
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2 Einleitung und Fragestellungen

Herpesviren

Herpesviren zahlen im Hinblick auf ihr Genom und ihre Morphologie zu den gréRten und
genetisch komplexesten, humanpathogenen Viren (Davison et al.,, 2003). Sie sind
doppelstrangige DNA-Viren und von einer Hiille umgeben. Da sie ubiquitdar vorkommen
(Sweet, 1999) und eine Vielzahl von Wirbeltieren infizieren kénnen, kommt ihnen beson-
dere Bedeutung zu. Eine weitere charakteristische Eigenschaft der Herpesviren ist ihre
Fahigkeit zur lebenslangen Persistenz. Die Virusfamilie umfasst ca. 170 Virusspezies und
ist in die Unterfamilien der a-, B- und y-Herpesvirinae untergliedert. Zur ersten Gruppe
gehoren unter anderem das Pseudorabies Virus (PRV) und die humanpathogenen Herpes
simplex (HSV) und Varizella Zoster Viren (VZV). Der wichtigste Vertreter der der B-
Herpesviren ist das humanpathogene Cytomegalovirus (CMV), weil es in Menschen aller
Altersgruppen das am weitesten verbreitete Pathogen darstellt (Plotkin, 2004). Typisch
fir diese Gruppe ist eine strenge Wirtsspezifitat. Als bekannter, humanpathogener Ver-
treter der y-Herpesviren ist das Eppstein-Barr-Virus zu nennen.

Aufbau des humanen Cytomegalovirus und das Mausmodel

Die CMV-DNA umfasst ca. 230 000 Basenpaare (bp) und kodiert fir mehr als 160 offene
Leserahmen (ORF) (Chee and Barrell, 1990). Wie in Abb. 1 gezeigt, liegt sie in einem
ikosaederformigen, aus verschiedenen Kapsomeren aufgebauten, Kapsid. Darliber befin-
det sich eine aus globuldren, oft phosphorylierten Proteinen bestehende Matrix, welche
als Tegument bezeichnet wird (Gibson, 2008). Dieses ist von einer Lipid-Doppelschicht
umhdillt, welche aus der Membran der Wirtszelle hervorgeht und unter anderem die vira-
len Glykoproteine B (gB), H (gH), L (gL), M (gM), N (gN) und O (gO) sowie den G-Protein-
gekoppelten Rezeptor (GPCR) enthélt (Mettenleiter, 2002). Die Viruspartikel sind pleo-
morph mit einem Durchmesser von 150 - 200 nm (Roizmann et al., 1992).

Da die HCMV-Infektion auf Grund der strengen Wirtsspezifitat des Virus nicht im Tiermo-
del untersucht werden kann, wurde zur Erforschung des humanpathogenen Virus ein
Mausmodell mit MCMV etabliert (Kattenhorn et al., 2004; Rawlinson et al., 1996). Beide
Viren verfligen Uiber sehr dhnliche genetische, biologische und pathologische Eigenschaf-
ten (Staczek, 1990). Die Abfolge der Genexpression ist zeitlich reguliert und untergliedert
die Gene in drei Klassen: sehr friih (IE), frih (E) und spat im Replikationszyklus exprimierte
Gene. HCMV und MCMV besitzen nicht nur eine DNA-Sequenzidentitat von 45 % und eine
aulRerdem sehr dhnliche Verteilung der Basen Guanin und Cystidin im restlichen Genom,
sondern einen vollstandig colinear verlaufenden Bereich der zentralen 180 bp, welcher 79
ORFs umfasst. Des Weiteren sind auch auBerhalb dieses Bereiches viele wesentliche Pro-
teine an &hnlicher Stelle im Genom kodiert, wie zum Beispiel die
Haupthistokompatibilitdtskomplex (MHC) | Homologen m144 und UL18, der GPCR, sowie
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alle viral kodierten Enzyme. In vivo charakterisiert beide Viren ein Tropismus fir
hamatopoetische Zellen, vor allem Makrophagen, Epithelzellen und Speicheldriisen. Die
Folgen der MCMV- bzw. HCMV-Infektion in Bezug auf Pathogenese wahrend der akuten
Infektion, persistenter Infektion und Reaktivierung aus der Latenz bei Immunsupression
sind in den jeweiligen Wirten vergleichbar (Sweet, 1999), wobei die transplazentale Uber-
tragung fiir MCMV nicht belegt ist. Auch die in den respektiven Wirten induzierte Immun-
antwort verlduft entsprechend.

GPCR
Abb. 1: Struktur eines Virions des humanen Cytomegalovirus (HCMV)

(A) Schematische Darstellung der HCMV Morphologie: HCMV besteht aus einem ikosaedrischen Kapsid,
welches das lineare, doppelstrangige DNA-Genom enthalt. Dieses ist von der Proteinmatrix des Teguments
und einer Virushille mit den eingelagerten Glykoproteinen B, H, L, M, N und O umgeben. GPCR G-Protein-

bindender Rezeptor; Abbildung modifiziert aus Reddehase (2006).
(B) Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Virions (Flint et al., 2004).

Das Proteom von CMV

Insgesamt sind im CMV Viruspartikel mindestens 70 verschiedene viral kodierte und
ebenso viele zelluldre, strukturelle Proteine enthalten (Varnum et al., 2004). Bis heute
wurden acht in die Hillmembran von HCMV integrierte Proteine experimentell nachge-
wiesen (Britt and Boppana, 2004).

Zwischen allen Mitgliedern der Familie Herpesviridae konserviert sind gB, gH, gL, gM, und
gN (Mettenleiter, 2002).

gH komplexiert dabei immer tber eine Disulfidbriicke mit gL, welches fiir den Transport
von gH durch die Zelle, dessen posttranslationale Modifikation und Inkorporation in die
Virushille essentiell ist (Kaye et al., 1992). Da gL keine Transmembrandomane besitzt
wird es Uber gH in der Membran verankert. Die beiden Proteine sind an Fusionsprozessen
zwischen Virus und Zelle sowie zwischen infizierten Zellen und durch unterschiedliche
Komplexbildung mit weiteren Partnern an der Determinierung des Zelltropismus beteiligt
(Kinzler and Compton, 2005; Wang and Shenk, 2005).
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Mit einer Abundanz von 10 % des Gesamtproteingehalts ist das Membranprotein gM das
am meisten in die Virushille eingelagerte Glykoprotein (Varnum et al., 2004). Es enthalt
sieben vorausgesagte Transmembranregionen und gehort zum Typ |1l der
Membranproteine. Uber eine Disulfidbriicke mit gN verbunden, sichert es dessen Trans-
port durch die Zelle (Kari and Gehrz, 1988, 1993; Mach et al., 2000). gM und gN, sowie
deren Komplexbildung, sind unter den Herpesviren konserviert (Gretch et al., 1988; Jons
et al., 1998; Koyano et al., 2003; Lake and Hutt-Fletcher, 2000; Wu et al., 1998). Allerdings
ist gM fir die Virusreplikation bei a-Herpesviren entbehrlich, ebenso wie gN fiir viele an-
dere Herpesviren. Der gM/gN Komplex spielt eine wesentliche Rolle innerhalb der Virus-
morphogenese von HCMV (Krzyzaniak et al., 2007; Mach et al., 2007).

Bei HCMV und manch anderen Herpesviren auRer MCMYV, findet sich zusatzlich das
Glykoprotein O (gO), welches im Komplex mit gH/gL vorliegt (Paterson et al., 2002). Fir
dieses hochglykosylierte Membranprotein existiert mit m74 ein strukturelles Homolog in
MCMV, nicht jedoch in anderen Herpesviren (Scrivano et al., 2010). gO ist nicht essentiell
im HCMV Replikationszyklus. Allerdings scheint es bei der Umhiillung und Freisetzung von
Viren eine wichtige Rolle zu spielen, da Viren ohne gO im Wachstum eingeschrankt waren
(Hobom et al., 2000; Jiang et al., 2008).

B ext@yiral intrayiral
1 gp116 460 gp58 906
S | ™
NH, [l | | | cooH
Y YY Y Y Y
AD-2 ~. AD-5 AD-1 AD-3
"AD-4

Abb. 2: gB Struktur

(A) Von Heinrich Sticht (Universitat Erlangen) vorhergesagte 3D-Struktur des hgB-Trimers. Die 3D-Struktur
des hgB-Trimers wurde mittels komparativem Alignment mit gB von Herpes simplex Viren (HSV) im Pro-
gramm MODELLER modelliert (Eswar et al., 2006). Ein einzelnes gB-Monomer ist griin hinterlegt.

(B) Lineare Darstellung des hgB-Proteins mit den Untereinheiten gp116 und gp58, der Furinschnittstelle bei
AS 460, sowie den antigenen Domanen AD-1 - 5. AD-4 ist eine diskontinuierliche Doméane, welche AD-5
umgibt. S Signalsequenz; TM Transmembranregion. Modifiziert nach Mach (2006) und P6tzsch (2011).

Da das Glykoprotein B im weiteren Verlauf der Arbeit relevant sein wird, soll an dieser
Stelle genauer auf die Charakteristik dieses Proteins eingegangen werden. gB ist am
starksten konserviert unter allen herpesviralen Glykoproteinen (Cranage et al., 1986).
Zwischen hgB und MCMV gB (mgB) besteht eine Sequenzidentitdt von 45 % (Rapp et al.,
1992). Fiir die Verbreitung von CMV ist gB essentiell, da es den ersten Kontakt des Virus
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mit der Zelle vermittelt, indem es an Heparansulfatproteoglykane und Integrine adsor-
biert (Boyle and Compton, 1998; Feire et al., 2004). AuRerdem ist es an der Einleitung der
Fusion zwischen Virus und Zellmembran Uber fusogene Glycinreste beteiligt (Reschke et
al., 1995). Ahnliche Funktionen iibernimmt es auch in anderen Herpesviren (Heldwein
and Krummenacher, 2008). HgB ist ein Membranprotein vom Typ I. Es entsteht beim La-
borstamm AD169 aus einem 906 Aminosduren (AS) langen Vorlauferpeptid (Abb. 2B),
welches posttranslational glykosyliert und im Trans-Golgi Netzwerk (TGN) von der zellula-
ren Furin-Protease bei AS 460 in die beiden Untereinheiten gp116 (116 kDa) und gp58 (58
kDa) gespalten wird (Britt and Auger, 1986; Spaete et al., 1990). gp116 umfasst dabei den
N-Terminus welcher in infizierten Zellen lumenal und spater auf der Virusoberflache zu
finden ist. Gp58 bildet vor allem den intrazelluldren bzw. -viralen C-Terminus und den
Transmembranbereich. Uber Disulfidbriicken sind die beiden Untereinheiten kovalent
verbunden (Britt, 1984). Die AS 1 bis 29 von gp58 stellen eine Signalsequenz dar, welche
den Transport ins Endoplasmatische Retikulum (ER) vermittelt, wo sie abgespalten wird
(Perlman and Halvorson, 1983). Dort setzt sich das Protein zu Oligomeren zusammen
(Britt and Vugler, 1992; Scheffczik et al., 2001). Des Weiteren befinden sich im C-Terminus
von gB tyrosinbasierte Motive und Di-Leucine welche das Protein in den distalen sekreto-
rischen Signalweg sortieren (Bonifacino and Traub, 2003; Jarvis et al., 2002). Das prozes-
sierte gB wird auf die Membranoberflache infizierter Zellen transportiert, wo es durch die
hydrophobe Transmembrandomane verankert ist (Reschke et al., 1995) und in Analogie
zu HSV und EBV wie in Abb. 2A gezeigt, wahrscheinlich in Trimeren vorliegt (Backovic et
al., 2009; Heldwein et al., 2006). Die eben genannten Motive sind fir die anschlieRende
Endozytose des Proteins von der Zelloberfliche verantwortlich (Tugizov et al., 1999). Uber
das Abschniren von Vesikeln wird gB wieder von der Oberflaiche endozytiert und dem
TGN zugefiihrt (Radsak et al., 1996). Es befindet sich also bis zur Bildung der Virushiille im
sogenannten Assembly Compartment standig im Kreislauf von und zur Zelloberflache.

Da 100 % aller HCMV seropositiven Menschen Antikorper gegen dieses Protein bilden
(Marshall et al., 1992), ist hgB in vivo sehr immunogen (Potzsch et al., 2011) In vitro sind
diese Antikorper fiir 40 - 70 % der gesamten Neutralisationskapazitdt der getesteten Se-
ren verantwortlich (Britt et al., 1990). Bisher wurden innerhalb des hgB-Proteins finf an-
tigene Domadnen (AD-1 - 5) definiert (Britt and Mach, 1996; Potzsch et al., 2011), wobei
AD-4 diskontinuierlich verlauft (Abb. 2B).

Pathogenese, Ubertragung und Nachweis von CMV

CMV kann vertikal von der Mutter auf das Kind pranatal, perinatal oder postnatal lber-
tragen werden. AulRerdem geschieht dies horizontal durch Kontakt mit Kérperfliissigkei-
ten von produktiv infizierten Individuen oder durch Transplantation eines infizierten Or-
gans. Die Primarinfektion mit HCMV verlduft in gesunden und immunkompetenten Orga-
nismen analog zu MCMV (berwiegend inapparent und asymptomatisch, teilweise mit
Mononukleose-ahnlichen Symptomen (Ho, 2008). In den meisten Organen wird die Infek-
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tion schnell vom Immunsystem kontrolliert. Nur in den Speicheldriisen kommt es zu einer
verlangerten Phase der Virusreplikation und Virusausscheidung Gber den Speichel (Britt,
2008; Britt, 1996; Reddehase et al., 2002).

Schwere Komplikationen werden auf Grund des noch nicht voll entwickelten Immunsys-
tems bei Neugeborenen oder bei immunkompromitierten Patienten nach immunsuppres-
siver Medikamentenbehandlung oder HIV-Infektion beobachtet. Sie beinhalten fatale
klinische Symptome wie Leukopenie, interstitielle Pneumonie, Retinitis, Enzephalitis und
gastrointestinale Beschwerden sowie ein erhdhtes Risiko der Transplantatabstossung und
bei Sduglingen Horschaden und Retardierung (Jones, 2003; Kapp et al., 2007; Morton and
Nance, 2006; Reddehase et al., 1985).

Die Ubertragung tiber Schleimhiute fiihrt zunichst zu einer Infektion von Epithelzellen.
Bei anderen Transmissionswegen werden zuerst die Endothelzellen des vaskularen Sys-
tems infiziert (Fish et al., 1998). In immunsupprimierten Wirten erfolgt die Dissemination
in die Hauptzielorgane Lunge, Leber, Nieren, Speicheldriisen und Pankreas (Bissinger et
al., 2002) hauptsachlich tber infizierte Zellen im Blutkreislauf und kaum Gber freie Virus-
partikel (Hsu et al., 2009; Ibanez et al., 1991). Dabei werden eine Vielzahl weiterer Kor-
perteile infiziert (Bissinger et al., 2002; Feire et al., 2004). Nach zwei bis vier Tagen hat der
Infekt die Endziele wie beispielsweise die Leber erreicht und verbreitet sich von dort nicht
weiter in andere Organe (Erlach et al., 2006; Sacher et al., 2008). Innerhalb der Organe
bilden Endothel- und Epithelzellen den Hauptort der Virusreplikation (Revello and Gerna,
2010), obwohl CMV einen breiten Zelltropismus fir Fibroblasten, glatte Muskelzellen,
Hepatozyten, myeloide Zellen sowie Stroma- und neuronale Zellen zeigt (Mendelson et
al., 1996; Myerson et al., 1984; Sinzger and Jahn, 1996). Nach Abklingen der Primarinfek-
tion persistiert das Virus lebenslang in verschiedenen Geweben des Wirtsorganismus.
Putative Latenzorte sind die Zellen des hamatopoetischen Systems wie Makrophagen und
Vorlaufer von myeloiden und dendritischen Zellen (Hahn et al., 1998; Seckert et al., 2009;
Taylor-Wiedeman et al., 1991). Die molekularen Vorgange der Aufrechterhaltung und
Reaktivierung aus der Latenz sind zu grofRen Teilen noch unbekannt (Reddehase et al.,
2008; Sinclair and Sissons, 2006). Bei Stress oder Entziindung kommt es zu intermittie-
render Reaktivierung in den lytischen Replikationszyklus. Diese kann abhdngig vom Im-
munstatus asymptomatisch oder Mononuekleose-ahnlich verlaufen, ist aber in jedem Fall
mit der Ausscheidung von infektiosem Virus vor allem im Speichel verbunden (Ho, 2008).
Bedingt durch sozio-6konomische Faktoren liegen die Seropositivitatsraten fiir HCMV in
Industrienationen bei 40 — 60 %. In Entwicklungslandern erreichen sie bis zu 100 % (Ho,
2008).

Im Menschen wurde genau wie im Tiermodel die multiple Infektion mit mehreren CMV
Stammen beobachtet (Bale et al., 1996; Gorman et al., 2006; Novak et al., 2008), welche
zum einen durch die synchrone Infektion mit verschiedenen Stammen oder durch Rein-
fektion mit einem weiteren Stamm erfolgen kann.

Routinemalig findet der Nachweis einer Infektion lGber Bestimmung spezifischer Antikor-
pertiter im Serum der Testorganismen oder (iber direkten Virusnachweis mittels quantita-
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tiver Real-time Polymerase-Kettenreaktion (PCR) statt. Darlber hinaus kann eine
Virusanziichtung auf Fibroblasten erfolgen, wobei nach mehreren Wochen typische Zell-
veranderungen zu beobachten sind. Diese beinhalten Riesenzellbildung mit zytoplas-
matischen Einschlusskérperchen, sogenannte ,Eulenaugenzellen”, und das Ablosung infi-
zierter Zellen aus dem Zellverband, welches als ,,zytopathischer Effekt” bezeichnet wird.

Immunantwort gegen CMV und Fragestellungen

Die zelluldare Immunantwort gegen CMV ist in ihrer Vielschichtigkeit wahrscheinlich ein-
zigartig. Aufgrund der langen Koevolution von Virus und Wirt (McGeoch et al., 1995) ent-
wickelten sich im Laufe der Zeit auf beiden Seiten multiple Abwehr- und Immunevasions-
strategien. Als Folge davon sind nahezu alle Bereiche des angeborenen und adaptiven
Immunsystems in teilweise redundante Abwehrmechanismen gegen CMV eingebunden
(Polic et al., 1998).

Die erste zelluldare Defensive gegen die Infektion bilden die Natirlichen Killerzellen (NK-
Zellen) welche zur angeborenen Immunitdt gehéren und daher nicht erst adaptieren mus-
sen. Sie werden Uber die Ausschiittung von proinflammatorischem Typ | Interferon und
Interleukin (IL) 12 infizierter Zellen aktiviert und wandern direkt zum Infektionsort (Biron
et al., 1999). Durch die Produktion von IFNy und TNFa locken sie andere Zelltypen an und
aktivieren diese. Bereits 36 Stunden nach Infektion erreicht die IFNy Produktion ihr Ma-
ximum und nach zwei Tagen ist starke Proliferation von NK-Zellen in Leber und Milz
messbar (Dokun et al., 2001). Ihre Hauptaufgabe ist allerdings die Lyse infizierter Zellen.
Normalerweise prasentieren abnorme Zellen Bestandteile fremder Proteine Uber den
MHC I. Um dies und damit die Erkennung durch das Immunsystem, speziell durch CD8"
zytotoxische T-Lymphozyten (CTL) zu verhindern, reduziert das Virus die Exposition von
MHC | auf der Oberflache infizierter Zellen (Kavanagh et al., 2001; Reddehase, 2002;
Reusch et al., 1999). Diese Zellen mit verringertem MHC I-Gehalt werden von NK-Zellen
nach dem , Missing-Self-Prinzip“ (Karre, 1991) als fremd erkannt und tber die Sekretion
von Granzym und Perforin eliminiert (Russell and Ley, 2002). Bei Mausen wurde ein zu-
satzlicher Schutzmechanismus gegen CMV nachgewiesen. Das vom Virus in der friihen
Phase der Infektion exprimierte Protein m157 bindet in C57BL/6 Ma&usen an den aktivie-
renden Ly49H Rezeptor auf NK-Zellen (Arase et al., 2002; Smith et al., 2002). Daraufhin
zerstoren NK-Zellen die infizierten Zellen. In diesen Tieren stellt diese spezifische NK-
Aktivierung die zweite und dominante Phase der NK-Abwehr dar.

Flinf bis sechs Tage nach Infektion erscheinen CTL am Infektionsort (Quinnan et al., 1980).
Wie bereits erwahnt prasentieren infizierte Zellen Gber den MHC |-Peptide viraler Protei-
ne. Diese werden von CD8" T-Zellen erkannt und die befallenen Zellen lysiert. Antigene
fir die T-Zell Antwort sind zum einen in der frihen Infektionsphase exprimierte Proteine,
aber auch Peptide der Tegumentproteine, und Glykoproteine wie gB und gH (Borysiewicz
et al., 1983). CTL begrenzen vor allem die akute Phase der Infektion. In der Klinik wird der
adoptive Transfer von CMV-spezifischen CTL als Therapieform eingesetzt (Cobbold et al.,
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2005; Kapp et al., 2007; Riddell et al., 1992). Allerdings ist die Reaktion von CTL vor allem
auf frihe Antigene in einer persistenten Infektion auch fir die sogenannte ,,Memory In-
flation” verantwortlich (Karrer et al., 2003). Dieses Phanomen wurde von Snyder et al.
(2011) definiert als die Erhaltung und Ansammlung von CD8" Effektor und
Effektorgedachtniszellen, welche fir bestimmte virale Antigene spezifisch sind. Schon
bevor es bei der intermittierenden, lokalen Reaktivierung aus der Latenz zur Produktion
von infektiosem Virus kommt, werden CTL durch die zwei immediate early (IE) Genpro-
dukte von m139 und M38 bei der Maus, sowie IE1l und dem in der spaten Phase
exprimiertem Tegumentprotein pp65 im Menschen aktiviert (McLaughlin-Taylor et al.,
1994; Moss and Khan, 2004). Dies fiihrt dazu, das in alteren Personen bis zu 50 % aller
CD8" Gedichtnis-T-Zellen gegen CMV und vor allem gegen diese beiden Proteine gerich-
tet sind (Sylwester et al., 2005; Vescovini et al., 2007). CTL sind also ferner fiir die Uber-
wachung der Latenz notwendig und werden in Mensch und Maus zum Schutz vor Reakti-
vierung eingesetzt (Reddehase et al., 1987; Reusser et al., 1991; Walter et al., 1995).
Dabei spielen auch CD4" T-Zellen eine wichtige Rolle. Sie greifen zeitgleich mit CTL in den
Verlauf der Infektion ein und akkumulieren vor allem in Lunge und Milz (Arens et al.,
2008). Nach Depletion von CTL kénnen sie deren Schutzfunktion kompensieren (Jonjic et
al., 1990). AuRerdem sind sie an der Kontrolle der lytischen Infektion in verschiedenen
Organen, vor allem Lunge und Speicheldriisen, beteiligt. In Abwesenheit von CD4" T-
Zellen ist die Beseitigung der Infektion aus diesen Organen bei Mausen beeintrachtigt
(Jonjic et al., 1990; Krmpotic et al., 2003). Der Schutzeffekt geht mit der Produktion und
lokalen Sekretion von TNFa und IFNy einher (Hegel and Ahles, 1994; Lucin et al., 1992;
Walton et al., 2011). In vitro verringern diese beiden Zytokine die Virusreplikation in der
Phase der Nucleokapsidformation (Davignon et al., 1996; Lucin et al., 1994). Auch IL2, 10
und 17 werden von CD4" Zellen produziert (Arens et al., 2008). Dies zeigt, dass auch ver-
schiedene Zytokine eine wichtige Rolle bei der Bekampfung der Infektion spielen.

B-Zellen sind bei der Produktion von Antikérpern gegen CMV auf die Hilfe von CD4" T-
Zellen angewiesen (Jonjic et al., 1989). Nach dem ersten Kontakt mit spezifischen Antige-
nen werden in den Keimzentren zuerst IgM sezernierende Plasmazellen gebildet. Antikor-
per dieses Subtyps sind bereits acht bis zehn Tage nach Beginn der Infektion im Blut
nachweisbar (Quinnan and Manischewitz, 1979). Aktivierte B-Zellen durchlaufen Affini-
tatsreifung und Klassenwechsel und entwickeln sich in langlebige 1gG-sekretierende Plas-
mazellen, welche kontinuierlich hochaffine, CMV-spezifische Antikorper abgeben. Ab Tag
21 nach Infektion werden im steigenden Antikorpertiter im Blut auch neutralisierende
Antikorper detektiert (Quinnan and Manischewitz, 1979). AufRerdem werden schnell
aktivierbare Gedachtnis B-Zellen produziert. Diese kdnnen bei Antigenkontakt innerhalb
weniger Tage ohne weitere CD4"-Hilfe Antikérper produzieren und limitieren vor allem
die Verbreitung von reaktiviertem Virus (Hebeis et al., 2004).

Antikorper kénnen (iber unterschiedlichste Mechanismen schiitzen (Burton, 2002). Zum
einen kann freies Virus von neutralisierenden Antikérpern gebunden und so die Ausbrei-
tung der Infektion verhindert werden. Zum anderen kdnnen neutralisierende Antikdrper
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schiitzen indem sie die Adsorption des Virus an die Zielzelle verhindern (Ohizumi et al.,
1992), die Fusion mit der Zielzellmembran (Gicklhorn et al., 2003) oder die Penetration
des Virus in die Zellen (Navarro et al., 1993). Verschiedene Studien haben gezeigt, wie
wichtig die Rolle der neutralisierenden Antikorper bei der Begrenzung der Infektion und
der Erhaltung der Latenz ist. So konnte der passive Transfer von MCMV neutralisierenden,
monoklonalen Antikdrpern Mause vor einer CMV-Infektion schitzen und die Ausbreitung
von reaktivierten Viren verhindern (Farrell and Shellam, 1991; Jonjic et al., 1994; Shanley
et al., 1981). Durch adoptiven Transfer von Serum oder antigenspezifischen Gedachtnis-B-
Zellen wurde sowohl ein protektiver als auch therapeutischer Effekt in immundefizienten
Mausen nachgewiesen (Klenovsek et al., 2007). Zum Teil wurde diese Form der passiven
Immunisierung auch im Menschen evaluiert (Kapp et al., 2007; Sokos et al., 2002). Die
typische Diversitat der Epitope potenter neutralisierender Antikdrper zeigt ihr Schutzpo-
tential und macht sie auf der Suche nach Therapiemdéglichkeiten zum Ziel der Forschung.

Infizierte Zelle Antikdrper

P L

\ : NK Zelle
OSe

Monozyt

Abb. 3: Mechanismus der ADCC

Spezifische Antikdrper binden an infizierte Zellen. Effektorzellen werden Gber Bindung an deren Fc-Region
aktiviert. Es kommt zu Phagozytose oder Lyse durch Perforin und Granzymausschittung. Angepasst von
Eureka Therapeutics, Inc.

Eine weitere, durch Antikorper vermittelte, Form des Schutzes ist die antikdrperabhangi-
ge, zellvermittelte Zytotoxizitdt (ADCC). Diese ist fiir die weitere Arbeit von Bedeutung
und in Abb. 3 dargestellt. Dabei binden Antikdrper mit der variablen Region an Epitope
viraler Proteine auf infizierten Zellen. Verschiedene Effektorzellen kdnnen mit ihren Fc-
Rezeptoren an die freie, konstante Region der Antikérper binden. Zum einen sind dies NK-
Zellen. Deren Aktivierung Gber den Fcy-Rezeptor fihrt zur Ausschiittung von Perforin und
Granzym und so zur Lyse der infizierten Zelle. Zum anderen kénnen Makrophagen Uber
den Fc-Rezeptor llla und Neutrophile an die Antikérper adsorbieren. Sie werden dadurch
zur Phagozytose der infizierten Zellen angeregt.

Dieser Mechanismus wurde bereits friih adressiert (Manischewitz and Quinnan, 1980),
konnte allerdings fliir CMV noch nicht direkt nachgewiesen werden. Es ist nicht bekannt
ob es sich bei der Protektion durch Antikoérper in den genannten Studien um reine Neut-
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ralisation oder aulerdem um ADCC handelt. Beim Schutz durch Serum kdnnten beide
Mechanismen und nicht neutralisierende AK eine zusatzliche Rolle spielen. Hierfiir spricht
unter anderem die Tatsache, dass die in vitro Neutralisationskapazitat und die in vivo Pro-
tektion der Antikorper oft nicht korrelieren. Auch in vitro nicht neutralisierende Antikor-
per kdnnen in vivo Schutz vermitteln. AulRerdem zeigten Antikdrper organspezifische Un-
terschiede in ihrer Protektionskapazitat (Farrell and Shellam, 1991). Diese Ausgangssitua-
tion flhrte zur ersten Fragestellung der Doktorarbeit:

Tragen die Bindung von Antikdrpern an Oberflichenproteine infizierter Zellen und Fc-
Rezeptor vermittelte Effektorfunktionen zum Schutz gegen MCMV bei?

Es sollten rekombinante MCMV generiert werden, welche ein heterologes Protein auf der
Oberflache von infizierten Zellen exprimieren, nicht aber in der Virushulle tragen. In im-
mundefizienten Mausen wurde getestet, ob verschiedene murine und humane Antikor-
per gegen dieses Protein Schutz gegen die Viren vermitteln kdnnen. Da Neutralisation
durch das Fehlen des Proteins in der Virushiille ausgeschlossen ist, kann es sich dabei nur
um ADCC handeln.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde dem Umstand Tribut gezollt, dass die aufgezahlten
Immunabwehrmachanismen gegen CMV redundant und teilweise verzichtbar sind. Zum
Beispiel gelten CD8" T-Zellen als eine der wichtigsten Zelltypen im Schutz gegen CMV.
Werden sie aber im Mausmodel durch Depletion entfernt, wird die Primarinfektion mit
der gleichen Kinetik eingeddmmt und Latenz etabliert (Jonjic et al., 1990). Ahnliches gilt
fiir CD4" T- und B-Zellen (Jonjic et al., 1989; Jonjic et al., 1994). Erst die kombinierte Elimi-
nierung verschiedener Zelltypen flihrte zu verstarkter Reaktivierung aus der Latenz (Polic
et al., 1998). Dabei ist nicht bekannt ob sich alle Bestandteile der Immunkontrolle beliebig
gegeneinander austauschen lassen, oder ob es essentielle Kontrollfunktionen gibt. Daher
stellte sich die Frage:

In wieweit lassen sich die dominanten Abwehrmechanismen gegen MCMV reduzieren
und welche Zelltypen sind fiir den Schutz gegen die CMV-Infektion essentiell?

Zur Beantwortung dieser Frage sollte eine vergleichende Hierarchie der am Schutz betei-
ligten Zellpopulationen etabliert werden. Diese Untersuchungen fiihrten zur Bestimmung
eines weiteren protektiven Zelltyps.
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3 Ergebnisse der 1. Aufgabenstellung

3.1 Generierung der rekombinanten Viren

Erstes experimentelles Ziel dieser Arbeit war die Konstruktion eines rekombinanten
murinen Cytomegalovirus, welches hgB auf der Oberfliche von infizierten Zellen
exprimieren sollte, nicht aber in die Virushille integriert (MCMVhgB). Als Ausgangsmate-
rial diente das Genom von MCMV157luc. Dieses ging aus dem MCMV wt Stamm Smith
hervor und tragt anstelle von m157 das Luziferasegen des Gliihwirmchens unter Kontrol-
le des humanen major immediate early promotor (MIEP). Das MCMV Genom lag als artifi-
zielles, bakterielles Chromosom (BAC) in E.coli vor, worin es propagiert und verdandert
werden konnte.

Beim Einfligen von zusatzlicher DNA in das Virusgenom werden einige bp toleriert, ohne
dass es durch UbergréRBe des Genoms zu Verpackungsproblemen der viralen DNA in
Kapside und damit verbundenen Replikationsdefiziten kommt. Mit einem offenen Leser-
ahmen von rund 2 700 bp stellt hgB ein relativ groBes Gen dar. Da mgB fiir die Fusion von
Virushille und Zellmembran essentiell ist, konnte es nicht substituiert werden. Folglich
wirde das resultierende Virus sowohl mgB als auch hgB-DNA tragen. Allerdings sollte hgB
im Gegensatz zu mgB nicht in die Virushille von MCMV integriert werden, weil die Virus-
morphogenese fir HCMV und MCMV spezifisch verlauft. Um die Expression von hgB un-
abhangig vom Ort der Insertion zu gewahrleisten, sollte der humane MIEP direkt vor dem
hgB-Leserahmen inseriert werden. Dies sollte zusatzlich bewirken, dass das eigentlich erst
spat im Replikationszyklus exprimierte Protein (Rapp et al., 1992) schon wenige Stunden
nach Infektion synthetisiert wird. Damit sollten insgesamt 3 625 bp in das Virusgenom
eingefligt werden. Folglich mussten nicht essentielle Teile aus dem Genom entfernt wer-
den. Nach Literaturrecherche wurde der Bereich von m126 bis m128 (2 968 bp) fir die
Deletion bestimmt (Abb. 4A), da er im gesamten MCMV Genom der einzige zusammen-
hangende Bereich passender GrofRe war, fiir welchen keine essentielle Funktion beschrie-
ben war (Rawlinson et al., 1996; Tang et al., 2006) und welcher nicht sensitiv gegeniiber
Mutagenese war. Er kodiert an bekannten Funktionen nur in m128 fiir Exon 3 von ie2,
welches fir Virusreplikation und Infektidsitat unerheblich ist (Cardin et al., 1995; Manning
and Mocarski, 1988).

3.1.1 Konstruktion der BACs (galKk Rekombination)

Fir die Mutagenese wurde die galk Rekombinase Methode nach Warming et al. (2005)
gewadhlt, der das Prinzip der homologen Rekombination zugrunde liegt. Diese setzt vo-
raus, dass entsprechende Rekombinationsfragmente generiert werden kdnnen, welche in
Abschnitt 3.1.2 beschrieben sind. Ein Schema der Strategie ist in Abb. 4 gezeigt.
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Abb. 4: Schematische Darstellung der Herstellung der drei mutierten Viren.

(A) Darstellung der Region m126 — m129 des MCMV Genoms

(B) In einen ersten Rekombinationsschritt wurde der Bereich von m126 bis m128 des MCMV Genoms
deletiert und stattdessen der MIEP, der Leserahmen flr hgB und eine Galaktokinasegen komplettierende
Sequenz (galK) als Selektionsmarker in das BAC eingebracht. (B*) Rekombinationsfragment |

(C) Im zweiten Rekombinationsschritt wurde der Selektionsmarker entfernt.

(D) Durch den Einsatz unterschiedlicher Rekombinationsfragmente Il (B*, D* und D**) wurden die unter-
schiedlichen Mutationen fir MCMVhgB, MCMVhgBCo™ und MCMVAB generiert. TM Transmembranregion
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Rekombination I (Insertion von hgB-Gen und Selektionsmarker)

Im Rahmen dieser Methode wurde in einem ersten Rekombinationsschritt der entspre-
chende Bereich (MCMV157luc Smith: 184 308 — 187 275 bp) deletiert und stattdessen die
gewiinschte DNA und galK als Selektionsmarker in das BAC eingebracht.

Zunachst wurde das MCMV157luc-BAC in SW102 Bakterien transformiert, welche eine
hitzeaktivierbare Rekombinase enthielten. Durch Erhéhung der Temperatur von 32°C auf
42°C wurde diese aktiviert. Anschlieflend wurde das lineare Rekombinationsfragment |
(Abb. 4B*) transformiert. Dieses enthielt den MIEP, den Leserahmen fir hgB und galK.
Begrenzt wurde es durch die zwei homologen Regionen A und B, welche den zu mutie-
renden Bereich im BAC flankierten. Wie in Abb. 4B schematisch gezeigt, sollte es zur
homologen Rekombination zwischen den Homologien A und B kommen. Die Bakterien
mit den rekombinierten BACs wurden auf Agar-Platten mit Deoxygalaktose als einziger
Kohlenstoffquelle iber die Expression von galK selektioniert und durch PCR bestatigt.

Rekombination Il (Entfernen des Selektionsmarkers)

Fir die zweite Rekombination wurde nach Aktivierung der Rekombinase das Rekombina-
tionsfragment |l transformiert. Durch Rekombination mit dieser DNA wurde der galK
Marker wieder aus dem erhaltenen BAC entfernt. Dies geschah liber eine neue homologe
Region zwischen dem hgB-Leserahmen und galK und liber Homologie B (Abb. 4C). Die
rekombinierten Klone wurden mittels Kolonie-PCR identifiziert. Das urspriingliche BAC
enthielt an der Insertionsstelle bereits eine Polyadenylierungssequenz welche fiir das
hgB-Virus genutzt werden konnte.

3.1.2 Konstruktion der Rekombinationsfragmente

Rekombinationsfragment |

Das lineare DNA-Fragment fir die erste Rekombination sollte zwischen den homologen
Regionen A und B den MIEP, den Leserahmen fiir hgB und galK tragen. Es wurde aus dem
Plasmid pc58 generiert, welches bereits den MIEP und hgB enthielt (Abb. 5A). Zuerst
wurde der Vektor pgalK, welcher die galK Kassette in einem Blueskript Riickgrat tragt, mit
den Restriktionsenzymen Apal und Xbal geschnitten (Abb. 5B). Die galK-Kassette wurde
gereinigt und Uber die entsprechenden Schnittstellen in pc58 eingefligt (pc58+galK). Mit
passenden Primern wurden die Homologien A und B von einer BAC-Matrize amplifiziert.
Die Primer wurden so gestaltet, dass Homologie A (iber Mfel in den Vektor eingesetzt
werden konnte und zu Beginn der Homologie zusatzlich eine Pacl Schnittstelle entstand.
Homologie B enthielt am Ende eine Pacl Schnittstelle und wurde tiber Apal in den Vektor
inseriert. Durch Kolonie-PCR wurden die richtigen Klone identifiziert und sequenziert so-
wie der Vektor pc58+galK+A+B (Abb. 5C) durch Restriktionsspaltung kontrolliert. Das ge-
samte Rekombinationsfragment wurde Uber die eingefligten Pacl Schnittstellen aus dem
Vektor gespalten und gereinigt (Abb. 4B*). Es enthielt, bedingt durch die Nutzung der
Schnittstellen, Sequenzen aus dem Expressionsvektor und umfasste insgesamt 4 535 bp.
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Abb. 5: Konstruktion von Rekombinationsfragment |

(A) pc58 basiert auf pcDNA3 und enthielt MIEP und hgB

(B) pgalK enthielt die galK-Kassette.

(C) Der finale Vektor pc58+galK+A+B enthielt Homologie A, den MIEP, den hgB-Leserahmen, galK und
Homologie B.

Rekombinationsfragment Il

Fir die Generierung von MCMVhgB (Abb. 4C) wurde der pc58+galK+A+B Vektor zu Erstel-
lung des Rekombinationsfragments verwendet. Die galK-Kasette wurde Uber die ur-
spriingliche und eine, mit Homologie B eingefligte, Xbal Schnittstelle aus dem Vektor ent-
fernt. Der rickligierte Vektor pc58+A+B diente als Matrize fiir die Amplifikation eines 265
bp Rekombinationsfragmentes welches einen Bereich der Vektor DNA hinter hgB als
neue, homologe Region und Homologie B abdeckte.

Neben MCMVhgB wurden zwei weitere rekombinante Viren konstruiert (Abb. 4C und D).
Der C-Terminus von hgB enthalt Di-Lysine und tyrosinbasierte Motive (YxxO; Y Tyrosin, x
beliebige AS, O grolRe hydrophobe AS), welche fiir die Endozytose des Proteins von der
Zelloberflache verantwortlich sind (Tugizov et al., 1999). Durch Entfernung des
Carboxyterminus konnte hgB aufgrund fehlender Endozytosemotive auf der Oberflache
infizierter Zellen akkumulieren. Daher wurde eine Mutante erstellt, welche nur den
Transmembran- und den Extrazelluldren Bereich von hgB ohne C-Terminus exprimiert
(MCMVhgBCo’). Hierfir wurde ein Rekombinationsfragment erstellt, bei welchem die
letzten 354 bp von hgB durch ein Stop-Codon ersetzt waren (Abb. 4D*). Es enthielt Se-
guenzen von hgB bis bp 2 346 als erste Homologie, ein Stop-Codon und den Beginn von
Homologie B. AuBerdem wurde eine Kontrolle generiert, welche nur die Deletion von
m126 bis m128 aufwies (MCMVAB). MCMVAB wurde durch Rekombination mit einem
Fragment gebildet, welches nur die beiden Homologien A und B enthielt (Abb. 4D**). Fir
die Generierung von MCMVhgBCo  und MCMVAB wurden jeweils zwei 119 bzw. 123 bp
umfassende Oligonukleotide (Abb. 4D* und D**) kauflich erworben, aneinander gelagert
und als Rekombinationsfragment Il eingesetzt (6.4.2).
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3.1.3 Bestdtigung und Rekonstitution der rekombinanten Viren

Durch Verdau mit dem Restriktionsenzym Notl und anschlieBende Gelelektrophorese
wurde die BAC-DNA der hgB-BACs auf ihre Vollstandigkeit Gberprift und das erhaltene
Bandenmuster mit gespaltener MCMV157luc DNA verglichen (nicht gezeigt). Zusatzlich
wurde die korrekte Nukleotidabfolge durch DNA-Sequenzierung der Ubergangsregionen
der hgB-Viren und des mutierten Bereichs von MCMVAB verifiziert. Die BAC-DNA wurde
in MEF transfiziert. Nach Ausbreitung des cytopatischen Effekts wurden die im Uberstand
enthaltenen Virionen erneut in einer PCR eingesetzt und DNA-Fragmente passender Gro-
Be von den mutierten Bereichen amplifiziert. Insgesamt wurden durch die
Mutageneseprozedur keine unbeabsichtigten Veranderungen in den rekombinanten BACs
verursacht, die mit den angewandten Methoden nachweisbar waren.
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3.2 In vitro Charakterisierung der rekombinanten Viren

Replikation der rekombinanten Viren in vitro

Alle rekombinanten Viren waren durch die Deletion der Leserahmen m126 bis m128 ge-
kennzeichnet. Zwei der Viren enthielten zusatzlich speziesfremde DNA in Form von hgB.
Ob diese Deletion, oder die Insertion von HCMV-DNA, Veranderungen im Replikationszyk-
lus verursacht hatten, wurde durch Untersuchung des Replikationsverhaltens tGberpruft.

MEF wurden mit einer niedrigen Multiplizitdt der Infektion (moi) von weniger als eins mit
den vier Viren infiziert. Nach den in Abb. 6 angegebenen Zeitabstanden wurden die Zell-
kulturtiberstande abgenommen, die Virustiter bestimmt und gegen die Entnahmezeit-
punkte aufgetragen. Am Tag nach Infektion war der Replikationszyklus noch nicht voll-
standig durchlaufen und somit keine infektidsen Viren im Uberstand detektierbar. Alle
Replikationskurven wiesen einen dhnlichen Verlauf auf und erreichten neun Tage nach
Infektion einen Hachstwert von 10° bis 10° plaque forming units (pfu) pro ml. Die rekom-
binanten Viren waren demnach im Hinblick auf Geschwindigkeit und Effizienz der Replika-
tion mit MCMV157luc vergleichbar und somit eine Bedingung fiir nachfolgende Versuche

erfullt.

Abb. 6: Replikationskurve der mutierten

10° Viren im Vergleich zu MCMV157luc
In einer 96-Loch Platte wurden MEF mit
E 104 einer moi von 0,05 bis 0,1 mit den vier Vi-
3 MCMV157luc ren infiziert. Nach vier Stunden wurden
9'102 —+— MCMVhgB die Zellen gewaschen und mit frischem
=== MCMVhgBCo~ Medium bedeckt. An den Tagen 1, 2, 3, 4,
-+ MCMVAB 5, 7 und 9 wurde der Uberstand abge-
10° ! ! | | nommen und der Virustiter durch End-

0 2 4 6 8 . . -

Tage nach Infektion punkttitration und Immunfluoreszenzfar-

bung bestimmt.

Expression von hgB

Eine weitere Voraussetzung war die Expression und einwandfreie Faltung von xenogenem
gB, sowie dessen Exposition auf der Oberfliche von MCMVhgB- und MCMVhgBCo -
infizierten Zellen. Um dies zu belegen, wurden MEF mit den rekombinanten Viren infiziert
und zwei Tage nach Infektion fir Immunfluoreszenz- und durchflusszytometrische Analy-
sen prozessiert. Zunachst wurden unspezifische Bindungen durch Inkubation mit naivem
Serum und monoklonalen Antikérpern (mab) gegen die Fc-Rezeptoren CD16/32 gesattigt.
Ein Teil der Zellen wurde mit 3 %-igem Paraformaldehyd (PFA) permeabilisiert, um die
generelle Expression des Proteins in infizierten Zellen nachzuweisen. AulRerdem wurde
die Exposition auf der Oberflache von nicht durchlassigen Zellen aufgezeichnet.

19



Ergebnisse

A MCMVhgB MCMVhgBCo MCMVAB B
A 16
= ]
ﬁ 12-_'
Gesamt- W
farbung N ]
4
0—:. . -
10° 10" 10* 10° 10°
16
12
Oberflachen- o]
farbung ]
4
0—: 1 - 2 e
10° 10" 10* 10° 10°
FITC

Abb. 7: hgB wird von infizierten Zellen exprimiert und auf der Zelloberflache exponiert

(A) Immunfluoreszenzanalyse: MEF wurden in Zellkulturschalen auf Deckglasern ausgesat und mit den re-
kombinanten Viren infiziert. Nach zwei Tagen wurden die Zellen mit PFA fixiert, teilweise mit Triton X-100
behandelt (Gesamtfarbung) und mit dem mab gegen hgB SM5-1 und FITC-konjugierten Sekundarantikor-
pern angefarbt.

(B) Durchflusszytometrische Analyse: MCMVhgB (griin), MCMVhgBCo- (blau) oder MCMVAB (rot) infizierte
MEF wurden mit Kollagenase D abgeldst und wie in (A) beschrieben fixiert und gefarbt. Als Erstantikérper
wurde 27-39 oder eine Isotypkontrolle (grau) eingesetzt. Zellfragmente wurden anhand ihrer GréRe aus der
Auswertung ausgeschlossen.

In der Immunfluoreszenz wurde der humane mab SM5-1 eingesetzt, welcher ein
konformationelles Epitop auf hgB bindet (Potzsch et al., 2011). Dieser wurde mit FITC-
konjugierten Sekundarantikérpern nachgewiesen. Die Zellkerne wurden mit Dapi blau
angefarbt. Flr beide hgB-Viren zeigten die Bilder eine starke Gesamtexpression von hgB
in permeabilisierten Zellen, dessen Lokalisation wahrscheinlich die verzweigten Struktu-
ren des Endoplasmatischen Retikulums waren. Die Bindung von SM5-1 gab auch einen
Hinweis auf die richtige Tertidrstruktur des exprimierten Proteins, da SM5-1 bei unzurei-
chender oder falscher Faltung nicht an das Epitop binden kann (Potzsch et al., 2011). Auf
der Oberflache von infizierten Zellen fand sich vergleichsweise wenig hgB. Es wurde dort
vor allem in Konglomeraten detektiert. Diese waren auf MCMVhgBCo -infizierten Zellen
kleiner und gleichmaRiger verteilt als auf MCMVhgB-infizierten Zellen. Insgesamt schien
die Menge an hgB auf der Oberfliche von MCMVhgBCo-infizierten Zellen groRer.
MCMVAB-infizierte Zellen gaben keine Fluoreszenzsignale. Dies bestatigte die spezifische
Bindung von Primar- und Sekundarantikorpern. Vergleichbare Ergebnisse wurden mit
anderen humanen oder murinen mabs gegen hgB erzielt (nicht gezeigt).

Um hgB mittels Durchflusszytometrie nachzuweisen, wurden die Zellen wie fir die Im-
munfluoreszenz blockiert und teilweise permeabilisiert. Gezeigt ist in die Farbung mit
dem murinen mab 27-39, welcher ebenfalls ein konformationelles Epitop von hgB erkennt
(Britt and Vugler, 1992). Bei Gesamtfarbung war eine schwache, unspezifische Verschie-
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bung von isotypgefarbten Zellen im Vergleich zu MCMVAB-infizierten, 27-39 gefarbten
Zellen zu erkennen. MCMVhgBCo -infizierte Zellen schienen auch in dieser Analysenme-
thode sowohl insgesamt, als auch auf der Oberfliche mehr hgB zu exprimieren als
MCMVhgB-infizierte Zellen, da sich das Signal weiter nach rechts verschob. Allerdings
wiesen diese Zellen, bedingt durch die eingesetzte Viruspraparation, auch eine héhere
Infektionsrate auf. Die korrekte Expression und Oberflachenexposition von hgB nach In-
fektion mit den hgB-Viren wurde mit dieser Methode bestatigt.

Inkorporation von hgB in Virionen

SchlieBlich sollte geklart werden, ob hgB als Strukturprotein in die MCMV Hiille integriert
wird. Uber ein Sucrosekissen gereinigte MCMV Virionen und tber einen Tartratgradient
gereinigte HCMV Partikel wurden im Immunoblot vergleichsweise mit dem hgB-
spezifischen Antikorper 27-287 analysiert. hgB (130 kDa) besteht aus der C-terminalen
Untereinheit gp58 (58 kDa), die mit der N-terminalen Untereinheit gp 116 (116 kDa) tber
Disulfitbriicken kovalent verbunden ist (Britt, 1984; Britt and Mach, 1996). Der
mausmonoklonale Antikérper 27-287 bindet ein lineares Epitop der Antigenen Domane 1
(AD-1), welche innerhalb von gp58 liegt. gp116 kann damit nicht allein, sondern nur als
ungespaltenes Protein zusammen mit gp58 detektiert werden.

o
&b@ \\,33\\0 4&\‘& \\‘\&c’ Abb. 8: hgB in Prdparationen von gereinigten
(kDa) & @ “\0“‘ Qo“\ \‘\o“‘ Yirionen
o V.ﬂ Uber ein Sucrosekissen gereinigte Virionen wurden in
130 (SSS Reiad einem Polyacrylamidgel unter reduzierenden Bedin-
100 z ‘ ' gungen in ihre Proteinbestandteile aufgetrennt. Nach
55 | | d— — dem Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulose-
40 [ membran wurde hgB mit dem spezifischen Mausanti-
35 [ . - korper 27-287 detektiert. Als Kontrolle fiir hgB dienten
25 [ . Uber einen Tartratgradient gereinigte HCMV Partikel.
Gebundene Antikorper wurden mit Anti-Maus-IgG-
15 | . HRP Sekundarantikdrpern detektiert.

In der Spur der HCMV Partikel, wurde eine breite Bande auf H6he von 55 kDa detektiert.
Diese dirfte gp58 zuzuordnen sein. Auf der gleichen Hohe fand sich bei MCMVhgB-
Virionen eine Bande. Zwei zusatzliche Banden wurden hier knapp unterhalb der 55 kDa
Bande und oberhalb bei ca. 130 kDa detektiert. Die Zweitere kdnnte dem Gesamtprotein
hgB mit 130 kDa entsprechen, welches trotz der reduzierenden Bedingungen in geringen
Mengen zu finden war. Bei MCMVhgBCo™ erkannte der Antikérper ein Protein bei 35 kDa.
Dieses konnte mit dem verkiirzten gp58 ohne Carboxyterminus Ubereinstimmen. Auch
die héher gelegene Bande bei ungespaltenem hgB, lag bei MCMVhgBCo™-Virionen 20 kDa
niedriger als bei MCMVhgB. MCMV wt Virionen enthielten keine Proteine, die 27-287
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banden. Somit wurde hgB in Praparationen beider hgB-Viren nachgewiesen. Dieses kdnn-
te entweder in der Virushiille integriert oder als Verunreinigung in der Praparation vorlie-
gen. Anhand der WB Analysen konnte zwischen diesen Méglichkeiten nicht diskriminiert
werden.

Neutralisation der mutierten Viren durch hgB-spezifische neutralisierende Antikdrper

Fir die in vivo Schutzversuche war es essentiell, dass die rekombinanten hgB-Viren von
hgB-spezifischen mabs nicht neutralisiert wurden, und somit der einzig mégliche Protek-
tionsmechanismus bei der Elimination von infizierten Zellen lag.

Daher wurden die hgB-Viren in vitro auf ihre Neutralisierbarkeit durch hgB- und mgB-
spezifische, neutralisierende mabs getestet. Hierfir wurde humane Antikorper SM5-1
benutzt, welcher HCMV bei einer Konzentration von 1ug/ml zu 100 % neutralisiert
(Potzsch et al., 2011). 97,3 ist ein neutralisierender mab aus der Maus und bindet an
murines gB (Diplomarbeit Sonja P6tzsch). Zur Kontrolle wurde ein TNFa-spezifischer Anti-
korper mitgefiihrt, welcher erwartungsgemaR keine spezifische Neutralisationsaktivitat

zeigte.
MCMV157luc MCMVhgB MCMVhgBCo
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Abb. 9: Neutralisation der hgB-Viren durch mabs gegen hgB und mgB

Die verschiedenen Viren wurden jeweils eine Stunde mit abnehmenden Konzentrationen der angegebenen
mabs inkubiert. AnschlieBend wurden sie auf infizierbare MEF gegeben. Nach zwei Tagen wurde die
Luziferaseaktivitat gemessen und die prozentuale Neutralisation berechnet.

Alle drei getesteten Viren wurden von 97,3 Uiber Bindung an mgB zu 100 % neutralisiert.
Die 50 %-ige Neutralisation wurde bei Antikérperkonzentrationen zwischen 0,5 und 0,2
ug/ml erreicht. Der hgB-spezifische SM5-1 konnte die rekombinanten hgB-Viren selbst bei
hohen Konzentrationen ebenso wenig neutralisieren wie das urspriingliche Virus
MCMV157luc. Auch der Antikorper gegen TNFa zeigte keine Neutralisationsaktivitat. Soll-
te also hgB tatsachlich in die Virushiille integrieren, reichte die Konzentration des Proteins
nicht fir die Neutralisation der Viruspartikel aus. Wahrscheinlicher war allerdings, dass es
sich bei dem im WB nachgewiesenen hgB um Verunreinigungen in der Praparation han-
delte.
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3.3 Invivo Charakterisierung der Rekombinanten Viren

Replikation der rekombinanten Viren in vivo

Um Schutzversuche durchfiihren zu kénnen, musste zuerst die Replikationfahigkeit der
rekombinanten Viren in vivo sichergestellt werden. In immunkompetenten Organismen
setzt die Kontrolle der primaren CMV-Infektion sehr schnell ein. Deshalb sollten spatere
Schutzversuche in immundefizienten RAG”” M3usen durchgefiihrt werden. Der Versuchs-
ablauf wurde in diesen Tieren ohne Antikorper getestet. Die RAG”" Miuse wurden mit 1 x
10° pfu der rekombinanten Viren infiziert.

MCMV157luc
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Abb. 10: Verlauf der Infektion mit den rekombinanten Viren in RAG” Mausen

(A) In vivo Biolumineszenzanalysen: Infizierten Tieren wurde der Bauch enthaart und 0,5 mg D-Luziferin
intraperitoneal appliziert. Die Biolumineszenz der narkotisierten Tiere wurde in einer Dunkelkammer Uber
einen Zeitraum von 120 Sekunden mit einem CCD Kamerasystem aufgenommen. Relative Intensititen des
transmittierten Lichts sind in Falschfarben dargestellt und Uber die entsprechenden Hellfeldaufnahmen
gelegt. Die Falschfarbenskala zeigt die Korrelation zwischen relativem Photonenflux jeder Mausaufnahme
und Viruslast.

(B) An Tag 14 nach Infektion wurden die Tiere getotet und die angegebenen Organe entnommen. Mittels
Luziferaseassay wurde die relative Viruslast pro 30 pg Organ bestimmt. Jeder Kreis reprasentiert die Virus-
last eines Tieres im entsprechenden Organ, die horizontalen Balken zeigen den Median. Die gestrichelte
Linie markiert den Hintergrundwert eines naiven Organs. Da bei Maus #11 zu keinem Zeitpunkt eine pro-
duktive Infektion detektiert wurde, wurde sie aus der Auswertung ausgeschlossen.

Eine ausgezeichnete Methode, den Verlauf der Infektion im lebenden Tier zu verfolgen,
ist die in vivo Biolumineszenzanalyse. Hierflir wurde den Tieren 0,5 mg D-Luziferin intra-
peritoneal appliziert. Durch die in infizierten Zellen exprimierte Glihwirmchen-
Luziferase, kam es zu einer Substratumsetzungsreaktion bei der Licht emittiert wurde.
Dabei korreliert die Viruslast mit der Menge des abgegebenen Lichtes, welches gemessen
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und Uber eine Falschfarbenskala quantitativ dargestellt wurde. An Tag 3, 7 und 10 nach
Infektion wurden Biolumineszenzbilder aufgenommen und die Infektion zwischen den
rekombinanten Viren verglichen. Alle Tiere zeigten an Tag 3 nach Infektion starke
Biolumineszenzsignale, welche bis Tag 7 nach Infektion maximale Intensitat erreichten.
Zwischen den einzelnen Virusinfekten war die Signalstdrke an den verschiedenen Tagen
vergleichbar.

14 Tage nach der Infektion wurden die Tiere getotet, Leber, Lunge, Milz, Niere und Spei-
cheldrise isoliert und der Virustiter in den einzelnen Organen mittels Luziferaseassay be-
stimmt. Dafilir wurde die von 30 pg Organhomogenat nach Substratzugabe abgegebene
Lichtmenge in relativen Lichteinheiten (RLU) gemessen. Als Hintergrundkontrolle diente
Homogenat von naiven Organen. Die hochste Viruslast im Bereich von 10° RLU wurde in
der Lunge erreicht, gefolgt von Milz, Niere und Leber. In der Speicheldriise konnten nur
Werte auf Hintergrundniveau detektiert werden. Die drei mutierten Viren zeigten unter-
einander kaum Unterschiede. Im Vergleich zu MCMV157luc wurden maximal eine log
Stufe niedrigere Werte gemessen. Somit waren die Viren in vivo replikationskompetent
und die Ausbreitung der Infektion unter den Viren vergleichbar.

Immunogenitait der rekombinanten Viren

Als nachstes wurde die Expression von hgB in vivo untersucht. Dies musste indirekt Gber
den Nachweis der Immunogenitdt von viral exprimiertem hgB in Madusen erfolgen. HgB
und mgB sind in ihren jeweiligen Wirten sehr immunogen (Marshall et al., 1992; Potzsch
et al., 2011; Rapp et al., 1992). Wenn hgB in infizierten Zellen produziert wird, sollte dies
eine humorale Immunantwort erzeugen. Um diese Hypothese zu testen, wurde das Se-
rum von immunkompetenten CD8” M3usen nach Infektion im ELISA gegen HCMV Parti-
kel eingesetzt. Bereits 14 Tage nach Infektion mit MCMVhgB wurden im Serum signifikant
erhohte Titer an hgB-spezifischen Antikorpern detektiert. Fiir Seren aus MCMVhgBCo'-
infizierten Tieren konnten zu diesem Zeitpunkt nur leicht angestiegene Antikorpertiter
gemessen werden. Dies danderte sich bis Tag 21 nach Infektion. Auch MCMVhgBCo™-
infizierte Tiere hatten signifikant hohere Titer an hgB-spezifischen Antikérpern. Indes wa-
ren die Antikorpertiter bei Infektion mit MCMVhgB weiter angestiegen und an Tag 21
weiterhin signifikant gegen alle anderen Viren erhéht. Demnach hatte dieses Virus eine
hohere immunogene Kapazitdt als MCMVhgBCo'. Bei einmaliger Applikation von hgB bei-
spielsweise als Verunreinigung in der Viruspraparation ware indes kein IgG Titer nach-
weisbar. Damit wurde die Expression von hgB in vivo bestatigt. Zusatzlich wurde das Se-
rum in der Immunfluoreszenz auf hgB-transfizierten Cos7-Zellen getestet. Gepoolte Seren
von je vier MCMVhgB- oder MCMVhgBCo -infizierten Tieren enthielten auch hier ausrei-
chend hgB-bindende Antikorper um die transfizierten, permeabilisierten Zellen anzufar-
ben. AuBerdem wurde Uberpriift, ob die induzierten, hgB-spezifischen Antikdrper zur
Neutralisation befdhigt waren. Da die rekombinanten hgB-Viren von neutralisierenden
Antikdrpern gegen hgB nicht neutralisiert werden konnten (Abb. 9), musste HCMV als Ziel
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fir eventuell neutralisierende, hgB-spezifische Antikorper eingesetzt werden. Als Kontrol-
le diente der humane C23 Antikérper welcher die antigene Domane 2 von hgB erkennt
(Masuho et al., 1987) und die HCMV Virionen effektiv neutralisierte. Im Gegensatz dazu
enthielt keiner der getesteten Serenpools ausreichend neutralisierende Antikdrper, um
die 50 %-ige Neutralisation zu erreichen.

A Tag 14 nach Infektion Tag 21 nach Infektion
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Abb. 11: Immunogenitit von rekombinant exprimiertem hgB in cD8”" Mausen

(A) Seren von infizierten CD8” Mausen wurden zwei und drei Wochen nach Infektion im ELISA gegen HCMV
Partikel getestet. Gezeigt sind die Mittelwerte der gemessenen OD,so-Werte abzlglich Hintergrund fir
jeweils vier Seren. Der Hintergrund-Wert ergab sich aus dem Mittelwert fiir den Sekundarantikorper. Die
Standardabweichung ist angegeben. Die gestrichelte Linie markiert den Wert des hgB-spezifischen mab 27-
39, welcher als Positivkontrolle diente.

(B) Je vier Seren von 28 Tage infizierten CD8” Mausen wurden gruppenweise gepoolt und zur Immunfluo-
reszenzfarbung von hgB-transfizierten, permeabilisierten Cos7-Zellen eingesetzt. Detektiert wurden die
gebundenen Antikdrper mit einem FITC-gekoppelten Sekundarantikérper. Die Zellkerne wurden mit Dapi
blau angefarbt.

(C) Die Neutralisierbarkeit von HCMV durch Seren aus infizierten CD8” Méiusen wurde 28 Tage nach Infek-
tion bestimmt. Gezeigt sind die Mittelwerte der Neutralisationskapazitdt der einzelnen Seren mit Standard-
abweichung. Als Kontrolle wurde Serum von naiven Mausen (n.S.) und der mab C23 mit einer Anfangskon-
zentration von 10ug/ml mitgefihrt.
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3.4 Schutzversuche

Da die Vorversuche gezeigt hatten, dass die mutierten Viren in vivo vergleichbar replizier-
ten und hgB auf infizierten Zellen produzierten, waren die wesentlichen Bedingungen
erfullt, um in diesem Model die Einsatzmoglichkeiten hgB-reaktiver Antikdrper zu eruie-
ren. Das Protektionspotential von Antikdrpern kann bei therapeutischer oder prophylakti-
scher Anwendung variieren. Zunadchst sollte ADCC als Schutzmechanismus durch thera-
peutischen Einsatz von spezifischen mabs nachgewiesen werden.

Therapie

Im ersten Schutzversuch wurden die mausmonoklonalen Antikérper 27-39 und 27-287
(vgl 3.2) eingesetzt. Ersterer bindet ein konformationelles Epitop von hgB und neutrali-
siert dariiber HCMV Virionen. In durchflusszytometrischen Analysen erkannte er hgB auf
infizierten Zellen (Abb. 7B). Nachdem MCMVhgB nicht ber hgB neutralisiert werden
konnte, konnte dieser Antikorper nur iber den Mechanismus der ADCC schiitzen. 27-287
bindet ein lineares Epitop innerhalb von AD-1 und wirkt auf HCMV nicht neutralisierend
(Utz et al., 1989). Zur Kontrolle wurde der mgB-spezifische, neutralisierende Antikorper
97,3 (vgl Abb. 9) mitgefiihrt. Erfahrungsgemal reduziert die Gabe von 97,3 den Virustiter
in den Organen um eine log Stufe. Drei Gruppen von RAG” Miusen wurden mit
MCMVhgB infiziert. Je 750 ug entweder 27-39, 27-287 oder 97,3 Antikérper wurden drei
Tage nach Infektion intraperitoneal appliziert. Zusatzlich wurden zwei Gruppen mit
MCMVAB infiziert und erhielten die gleiche Menge 97,3 oder 27-39 und 27-287 Antikor-
per und somit die doppelte Antikorpermenge. Die Auswertung der Organtiter erfolgte an
Tag 15. Damit sollte den Antikorpern genug Zeit gegeben werden, um ihr potentielles
Protektionspotential zu entfalten. An Tag 4, 7, 10 und 14 wurden in vivo Biolumineszenz-
bilder aufgenommen, um den Verlauf der Infektion zu verfolgen.

Zwei Mause zeigten an Tag 3 keine Luziferaseaktivitat und wurden aus der Auswertung
ausgeschlossen. Bei allen anderen Tieren war diese an Tag 7, 10 und 14 im Vergleich zu
Tag 3 teilweise deutlich reduziert. Dies lieRe auf einen protektiven Effekt aller Antikorper
schlieflen. In der Auswertung der Organtiter an Tag 15 dagegen befanden sich alle Werte
auf einem ahnlich hohen Level wie ohne Therapie (vgl Abb. 10). In allen Organen auBer
der Speicheldrise unterschieden sich die Organtiter der verschiedenen Gruppen um ma-
ximal eine log Stufe. Selbst der Antikorper 97,3, welcher Gber mgB neutralisieren sollte,
zeigte in diesem Versuch nur einen minimalen Effekt nach Infektion mit MCMVhgB. Eine
Ausnahme bildete die Speicheldriise. Hier reduzierte die Therapie mit 97,3 den Organtiter
um zwei log Stufen. Auch 27-39 zeigte nach Infektion mit MCMVhgB in diesem Organ ei-
nen protektiven Effekt. Der Antikorper verringerte die Viruslast auf das gleiche Niveau wie
97,3 und unterschied sich damit signifikant von 27-287. Demnach wies 27-39 ein organ-
spezifisches Schutzpotential in der Speicheldriise auf.
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Abb. 12: Schutzversuch durch therapeutische Gabe von hgB- und mgB-spezifischen Antikorpern

RAG” Miuse wurden mit MCMVhgB (griin) oder MCMVARB (rot) infiziert. Nach drei Tagen wurden 750 pg
der angegebenen Antikorper verabreicht. Die letzte Gruppe erhielt mit 750 pug 27-39 und 750 pg 27-287 die
doppelte Antikérperdosis.

(A/B) Die Biolumineszenzanalysen und die Viruslast in den Organen an Tag 15 wurden, wie in Abb. 10 be-
schrieben, ermittelt.

Eine Ursache flr die Diskrepanz zwischen den letzten in vivo Biolumineszenzaufnahmen
an Tag 14 und dem Virustiter in den Organen an Tag 15 kdnnte in der Halbwertszeit der
Antikorper liegen. Diese betragt fir I1gG2a nur sechs bis acht Tage (Vieira and Rajewsky,
1988). Wird die kritische Menge an Antikérpern im Organismus unterschritten, konnte
der Virustiter trotz anfanglicher Protektion wieder ansteigen. Daher wurde der Versuchs-
ablauf im nachsten Versuch leicht abgeandert. Die Antikorpergabe erfolgte direkt am Tag
nach der Infektion und die Auswertung der Organtiter an Tag 10. Durch die friihere Appli-
kation und verkirzte Wirkspanne der Antikorper sollte der protektive Effekt verstarkt und
der Virustiter in den Organen wenn moglich reduziert werden. AuBerdem wurde die Pro-
tektionskapazitat der gleichen 27-39 Antikdrperpraparation hier im Vergleich zu einer
unspezifischen IgG2a Isotypkontrolle und 97,3 Antikdrpern getestet. Da die Infektion mit-
tels Biolumineszenzanalysen am Tag nach Infektion noch nicht messbar ist, wurde darauf
verzichtet und einen Tag nach Infektion mit MCMVhgB je 750 ug entweder 27-39, 97,3
oder lIsotypantikorper intraperitoneal appliziert. Zusatzlich wurden zwei Gruppen mit
MCMVAB infiziert und erhielten die gleiche Menge 27-39 oder 97,3 Antikorper.
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Abb. 13: Schutzversuch durch therapeutische Gabe von hgB- und mgB-spezifischen Antikorpern

Drei Mé&use pro Gruppe wurden mit MCMVhgB (griin) oder MCMVAB (rot) infiziert. Am Tag nach Infektion
wurden 750 pg der angegebenen Antikérper appliziert. Die Viruslast in den Organen wurde an Tag 10, wie
in Abb. 10 beschrieben, ermittelt.

Bei der Bestimmung der Virustiter wurden die niedrigsten Werte nach Verabreichung von
97,3 Antikoérpern gemessen. Dieses Muster zeigte sich in allen Organen unabhdngig vom
Virustyp. Die Gabe von 27-39 nach Infektion mit MCMVhgB bewirkte keine Reduktion des
Organtiters im Vergleich zur Isotypkontrolle. Im Vergleich zur Gruppe welche mit 97,3
therapiert wurde, zeigte sich jedoch ein signifikanter Unterschied im Titer. Demzufolge
war der hgB-spezifische Mausantikdrper 27-39 bei therapeutischer Gabe in diesem Ablauf
nicht in der Lage gegen MCMVhgB zu schiitzen.

Die zwei getesteten mabs stellten lediglich einen kleinen, stichprobenartigen Ausschnitt
aus dem Antikorperrepertoire einer infizierten, immunkompetenten Maus dar. Es be-
stand die Moglichkeit, dass bestimmte hgB-spezifische Antikérper durch ADCC besser
schiitzen konnen, aber genau die beiden getesteten Antikorper nicht die dafiir erforderli-
chen Eigenschaften besallen. Um diese Hypothese zu Uberpriifen, wurden MCMVhgB-
infizierte RAG”" Mause mit Serum therapiert. Serum hat den Vorteil, dass es eine Mi-
schung aus samtlichen induzierten Antikérpern enthalt. Da speziell das Schutzpotential
von hgB-reaktiven Antikérpern abgefragt werden sollte, wurden immunkompetente
Mause dreifach mit l6slichem hgB (Sanofi Pasteur) und Adjuvans immunisiert und das
Serum abgenommen. Das hyperimmune hgB-Serum (hgB hi. S.) hatte einen hohen spezifi-
schen Antikorpertiter, enthielt allerdings keine neutralisierenden Antikdrper (Daten nicht
gezeigt). Somit sollten die unterschiedlichsten hgB-reaktiven Antikorper auch in Verbin-
dung mit Komplement zur Verfligung stehen. Drei Tage nach Infektion wurden 350 ul Se-
rum verabreicht. Das Serum naiver Mause (n. S.) wurde als Negativkontrolle und Serum
MCMV-infizierter Mduse (MCMV™ S.) als Positivkontrolle eingesetzt.

An den Tagen 3, 7 und 10 wurden Biolumineszenzbilder aufgenommen. Die Gruppe, wel-
che MCMV" Serum bekommen hatte, unterschied sich von den beiden anderen Gruppen,
indem bereits an Tag 7 keine Luziferaseaktivitit mehr detektierbar war. Dreizehn Tage
nach Infektion wurde die Viruslast in den Organen bestimmt. Mit Ausnahme der Spei-
cheldriise zeigte sich in allen Organen ein ahnliches Ergebnis. Die Therapie mit dem Se-
rum infizierter Mause reduzierte den Virustiter auf Hintergrundniveau. Die Viruslast von
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Mausen, welche hyperimmunes hgB-Serum erhalten hatten, befand sich auf dem gleichen
Level wie nach Gabe von naivem Serum. Somit enthielt hyperimmunes hgB-Serum keine
ausreichenden Mengen an ADCC-fahigen Antikdrpern, um bei therapeutischer Anwen-

dung gegen MCMVhgB zu schiitzen.

hgB hi. S. MCMV' S. Abb. 14: Schutzversuch durch the-
rapeutische Gabe von Serum

. M W Y - RAG” Méiusen wurde drei Tage
nach Infektion mit MCMVhgB 350 pl
naives Serum (n.S.), hyperimmunes
hgB-Serum (hgB hi. S.) oder Serum
von mit MCMV infizierten Mausen
(MCMV" S.) verabreicht.

(A/B) Die Biolumineszenz-analysen
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In unserem Versuchsaufbau wurden die Mause standardmé&Rig mit 10° pfu der Viren infi-
ziert. Diese Dosis ist unphysiologisch hoch und entspricht nicht der natirlichen Infektion.
Das konnte eine mogliche Ursache sein, warum die therapeutisch verabreichten Antikor-
per eine sich sehr rasch ausbreitende Infektion nicht bewaltigen konnten. Prophylakti-
scher Schutz kann schon mit geringeren Antikorpermengen erreicht werden, da dieser
bereits bei der Primarinfektion prasent ist und unverziglich seine Funktion erfillt, indem
er das Inoculum, oder erste infizierte Zellen beseitigt. Somit wird die Entwicklung einer
produktiven Infektion von Beginn an verhindert. Um diese Situation zu simulieren wurde
der mausmonoklonale Antikorper 27-39, welcher organspezifischen Schutz in Speichel-
drise zeigte, am Tag vor Infektion verabreicht. Als Kontrollen dienten wie zuvor der 97,3
Antikorper und ein unspezifischer Isotypantikdrper. Alle Antikorper wurden mit 700 ug
dosiert. Des Weiteren wurde zusatzlich das MCMVhgBCo -Virus eingesetzt, um die poten-
tielle protektive Funktion des Antikorpers gegen dieses Virus mit den anderen beiden
Viren zu vergleichen.

Die in vivo Biolumineszenzbilder zeigten, dass 97,3 bei Infektion mit allen drei Viren
schitzte. Nach Infektion mit den hgB-Viren wurde die Luziferaseexpression komplett ver-
hindert, wahrend nach Infektion mit MCMVAB ein weniger homogenes Bild entstand. Bei
Infektion mit den hgB-Viren waren die Ergebnisse fiir 27-39 Rezipienten und die
Isotypkontrolle vergleichbar, wenngleich der Infekt mit MCMVhgB schwacher ausfiel. In
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den Organtitern an Tag 10 nach Infektion fanden sich analoge Werte fiir die hgB-Viren.
Sowohl bei Infektion mit MCMVhgB als auch mit MCMVhgBCo™ befand sich die Viruslast in
fast allen Organen nach 27-39 Gabe auf dem gleichen, hohen Level wie nach Isotypgabe.
Indes zeigten sich teilweise signifikante Unterschiede zu der Gruppe, welche 97,3 Anti-
korper erhalten hatte. Dieser Antikorper reduzierte den Organtiter nach Infektion mit den

hgB-Viren um durchschnittlich zwei log Stufen, konnte allerdings nach Infektion mit
MCMVAB keine homogene Reduktion des Organtiters bewirken. Folglich trug 27-39 bei
prophylaktischer Verabreichung nicht zum Schutz durch ADCC gegen eines der hgB-Viren
bei.
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Abb. 15: Schutzversuch durch prophylaktische Gabe von hgB- und mgB-spezifischen Mausantikdrpern
RAG”" Mausen wurden 700 pg der angegebenen Antikorper verabreicht. Am nachsten Tag wurden sie mit
MCMVhgB (griin), MCMVhgBCo (blau) oder MCMVAB (rot) infiziert.

(A/B) Die Biolumineszenzanalysen und die Viruslast in den Organen an Tag 10 nach Infektion wurden, wie in
Abb. 10 beschrieben, ermittelt. Eine MCMVhgB-infizierte Maus, welche IgG2a erhalten hatte, verstarb an
Tag 7 nach Infektion aus versuchsunabhangigen Griinden.

Zuletzt sollte die prophylaktische Protektionskapazitdt von SM5-1 getestet werden. Dies
ist ein hochpotenter, humaner Antikorper, welcher ein konformationelles Epitop inner-
halb von AD-4 des hgB bindet und neutralisierend wirkt. Hier sollte Gberpriift werden ob
er zusatzlich durch ADCC schiitzen konnte. Der Ablauf des Versuches erfolgte wie zuvor.
200 pg SM5-1 Antikorper oder PBS wurden intraperitoneal verabreicht. Am nachsten Tag
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wurden die Tiere mit MCMVhgBCo oder MCMVARB infiziert. In den Biolumineszenzbildern
konnte nach Antikdrpergabe keine wesentliche Reduktion der Luziferaseaktivitdt ver-
zeichnet werden. Bei einem Tier schlug die Infektion nicht an. Auch in den Organtitern an
Tag 10 nach Infektion zeigten sich mit Ausnahme der Speicheldriise keine Unterschiede
zwischen den Gruppen. In diesem Organ schien sich der MCMVAB Infekt durch Antikor-
pergabe zu verstarken. Zusammenfassend liell sich demzufolge feststellen, dass in allen

getesteten Settings keine ADCC nachgewiesen werden konnte.
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Abb. 16: Schutzversuch durch prophylaktische Gabe von humanen, hgB-spezifischen Antikdrpern

RAG”" Mausen wurden 200 ug SM5-1 Antikorper oder PBS verabreicht. Am nachsten Tag wurden sie mit
MCMVhgBCo (blau) oder MCMVAB (rot) infiziert.

(A/B) Die Biolumineszenzanalysen und die Viruslast in den Organen an Tag 10 nach Infektion wurden, wie in
Abb. 10 beschrieben, ermittelt.
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4 Ergebnisse der 2. Aufgabenstellung

4.1 Vergleich des MCMV-Infektionsverlaufes in Miusen mit und ohne CD8"
T-Zellen

In immunkompetenten, gesunden Mausen wird die MCMV-Infektion durch teilweise re-
dundant agierende Effektoren wie NK-, T- und B-Zellen kontrolliert (Polic et al., 1998).
Diese sorgen dafiir, dass 14 Tage nach Infektion kein Virus mehr nachweisbar ist
(Krmpotic et al., 2003). In diesem Projekt sollte untersucht werden, in wie weit Mause
nach sukzessiver Entfernung der dominanten Protektionsmechanismen in der Lage sind,
die MCMV-Infektion zu kontrollieren und welche Rolle die einzelnen Mechanismen spie-
len. Von Jonjic et al (1990) wurde gezeigt, dass der Verlauf der Infektion in BALB/c Mau-
sen vergleichbar ist, unabhingig davon ob CD8" T-Zellen mittels depletierender Antikor-
per entfernt wurden oder nicht. Dabei wurde der Verlauf der Infektion als der Ablauf der
akuten, persistenten und latenten Phase selbiger definiert. Als Grundlage flir weitere Ver-
suche sollte dieser Befund fiir genetische CD8™ Tiere mit C57BL/6 Hintergrund bestatigt
werden. Bei diesen Tieren ist die CD8a Kette deletiert, so dass keine CD8" Zellen gebildet
werden kénnen. Finf Tiere pro Gruppe wurden mit je 1 x 10° pfu MCMV157luc infiziert.
Da in immunkompetenten Tieren eine sehr schnelle Kontrolle der akuten Infektion erwar-
tet wurde, wurde der friihe Infektionsverlauf durch in vivo Biolumineszenzanalysen an
Tag 2, 5 und 7 nach Infektion festgehalten. Um eine eventuelle spatere Reaktivierung
oder eine persistierende Infektion zu detektieren, wurden zusatzliche Bilder an Tag 90
nach Infektion aufgenommen.
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Abb. 17: In vivo Biolumineszenzanalysen von C57BL/6 und CD8” Miusen nach Infektion mit
MCMV157luc
Die Biolumineszenzanalysen wurden wie in Abb. 10 beschrieben durchgefiihrt

In der Gruppe der immunkompetenten C57BL/6 Mause setzte die Kontrolle der Virusdis-
semination unmittelbar nach Infektion ein. Es wurde nur minimale Lichtemission bei eini-
gen Mdusen an Tag 2 und 5 nach Infektion detektiert. Sieben Tage nach Infektion war bei
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keinem der Tiere Luziferaseaktivitdt messbar. Die Primarinfektion wurde kontrolliert. Dies
traf genauso fir CD8”" Tiere zu. Auch wenn man bei einigen Tieren an Tag 2 und 5 nach
Infektion noch schwaches Leuchten vor allem im Bereich der Einstichstelle der Luziferin-
Applikation sah, wurde die Infektion letztlich mit vergleichbarer Kinetik kontrolliert.

Offen blieb die Frage, ob das Virus in nicht leuchtenden Tieren tatsachlich latent ist, oder
ob es auf sehr niedrigem Level, unter der Detektionsgrenze der Biolumineszenzanalyse
persistiert. Um dies zu testen wurde versucht, zu einem spaten Zeitpunkt nach Infektion,
infektioses Virus durch Anzucht nachzuweisen. Beim Plaque-Assay liegt die Nachweis-
grenze fir das Virus bei 10 pfu pro mg Organ. Da bei der Lyse einer einzelnen produktiv
infizierten Zelle sehr groRe Mengen an neuen Viruspartikeln entstehen, sollte es mit die-
ser Methode moglich sein, sie in einem persistent infizierten Organ aufzuspuren. Sind
keine keine infektidosen Virionen vorhanden, kann man von echter Latenz ausgehen. 93
Tage nach Infektion wurden die Tiere getotet, Leber, Lunge, Milz, Niere und Speicheldrise
entnommen und ein Plaque-Assay durchgefiihrt. Infizierte Zellen wurden drei Tage spater
durch indirekte Immunfluoreszenz und IE 1 Farbung detektiert. Als Kontrolle diente
Homogenat aus naiven Organen, dem pro Vertiefung 10 pfu gereinigte Viren zugegeben
wurden. Diese lielen sich nach Verstarkung des Infekts durch Zentrifugation in der Im-
munfluoreszenz mit mehr als 50 Foci pro Vertiefung detektieren, wahrend in
Homogenaten aus infizierten Tieren kaum infektioses Virus gefunden werden konnte.
Lediglich in der Leber einer cD8” Maus (#6) konnten infizierte Zellen in vereinzelten Foci
reproduzierbar nachgewiesen werden. In allen anderen getesteten Organen wurde kein
Virus detektiert. Es waren somit keine signifikanten Mengen an infektiésem Virus nach-
weisbar. Allerdings kann nicht ausgeschlossen werden, dass es zwischen den Datenerhe-
bungen zu unterschiedlich haufigen Reaktivierungen kam, da die Ergebnisse nur eine
Momentaufnahme zum jeweiligen Zeitpunkt zeigten.
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Quantitativer und qualitativer Vergleich der Antikdrperantwort in Mausen mit und oh-
ne CD8+ Zellen im Verlauf der MCMV-Infektion

In vorangegangenen Arbeiten wurden Hinweise daflir gefunden, dass cD8” Tiere im Ver-
gleich zu C57BL/6 wt Mausen hohere MCMV-spezifische Antikorpertiter ausbildeten. Da-
her sollte die Menge virusspezifischer Antikorper und deren Zielantigene im Blut von
Ma&usen mit und ohne CD8" T-Zellen nach Infektion mit MCMVm157luc verglichen wer-
den. An den Tagen 2, 5, 9, 20, 30, 61, 91 nach Infektion wurden den Mausen Blut ent-
nommen und der virusspezifische Antikorpertiter in den Seren mittels antigenspezifi-
schem ELISA bestimmt. Fir alle Tiere ergab die Bestimmung der virusspezifischen IgG-
Konzentration im zeitlichen Verlauf zunehmende Werte. Bemerkenswert ist, dass die Tie-
re beider Gruppen trotz des schnellen Abklingens der Primarinfektion bis zum letzten
Entnahmezeitpunkt der Proben an Tag 91 steigende Antikorpertiter aufwiesen. Da die
Schwankungen zwischen den Werten innerhalb einer Gruppe teilweise grofRer waren, als
zwischen den Gruppen konnten nur an Tag 9 signifikant hohere Werte fiir die Gruppe der
CD8” Tiere ermittelt werden. Tiere ohne CD8" T-Zellen entwickelten also nach Infektion
bis Tag 20 schneller hohere Antikorpertiter, die aber im weiteren Verlauf auch von
C57BL/6 Mausen erreicht wurden. Die Seren der beiden Gruppen unterschieden sich
guantitativ nicht wesentlich.
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Abb. 18: Virusspezifische Serum-IgG-Titer in C57BL/6 und CD8”" Mausen nach Infektion mit MCMV

Der spezifische Serum-IgG-Titer wurde mittels ELISA auf virusbeschichteten Platten (100 ng/Vertiefung) in
Duplikaten bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte fur die einzelnen Tiere (Punkte), sowie die Mittelwer-
te pro Gruppe (Balken). Die gestrichelte Horizontallinie gibt den virusspezifischen Serum-IgG-Titer eines
naiven Kontrollserums an.
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Als nachstes wurde die Antigenspezifitat der Antikorper untersucht. Denkbar ware, dass
ein Mausstamm ein breiteres Spektrum an Antikorpern entwickelt oder verstarkt Anti-
korper gegen bestimmte Proteine gebildet wurden. Das Serum der infizierten Tiere wurde
in einem WB mit Lysat aus gereinigten MCMV157luc Virionen analysiert. Hierfiir wurde
jeweils das Serum von Tag 61 gewahlt, da sich bis dahin ein stabiles Antikérperrepertoire
eingestellt haben sollte und die Seren zu diesem Zeitpunkt insgesamt vergleichbare Men-
gen an Antikdrpern enthielten.

C57BL/6 CcD8"
Standard 1 2 3 4 5 6 T 8 9 10 Pool
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Abb. 19.: Antikérperspezifititen in den Seren von MCMV157luc infizierten C57BL/6 und CD8-/- Miusen
Lysat von MCMV-Virionen wurde in einem SDS-Polyacrylamid-Gel unter reduzierenden Bedingungen aufge-
trennt und auf Nitrozellulose libertragen. Diese wurde in Streifen geschnitten mit 1:100 verdiinnten Seren
von infizierten C57BL/6 und CD8” Miusen inkubiert. Zur Kontrolle wurde ein Streifen mit dem gepoolten
Serum infizierter Mause inkubiert. Gebundene Antikérper wurden mit anti-Maus-IgG-HRP (Verdinnung 1:1
000) Sekundarantikorpern detektiert und mittels Wasserstoffperoxid nachgewiesen.

Im vorliegenden Blot (Abb. 19) waren bei allen Seren die gleichen charakteristischen Ban-
den zu sehen. Die dominanten Antigene wie beispielsweise Glykoprotein B mit 52 kDa
und 130 kDa (Rapp et al., 1992) wurden von allen Seren erkannt. Alle detektierten Ban-
den tauchten auch im Serenpool auf. Vereinzelt wurden zusatzliche Banden detektiert
oder einzelne Banden fehlten. Diese Unterschiede waren jedoch innerhalb einer Gruppe
genauso zu finden, wie zwischen den Gruppen. Es gab demnach keine Proteine die spezi-
fisch nur von allen Seren aus einer der beiden Gruppen erkannt wurden und von der an-
deren nicht. Bei den verschiedenen Seren waren die einzelnen Banden teilweise unter-
schiedlich stark ausgepragt. Ein Muster, nach welchem bestimmte Banden bei der einen
oder anderen Gruppe starker zum Vorschein kamen, liel sich dabei allerdings nicht er-
kennen. Folglich wurden keine Antikorper spezifisch oder verstarkt nur von C57BL/6 oder
CD8” M3usen gebildet.
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Weder quantitative noch Spezifitdtsanalysen erlauben eine Aussage (iber das Protekti-
onspotential der in den Seren enthaltenen Antikorper. Da Neutralisation von freien Virus-
partikeln durch Antikorper eine wichtige Komponente der Immunantwort bei Virusinfek-
tionen bildet, wurde die in vitro Neutralisationskapazitat der einzelnen Seren ermittelt
und zwischen den Gruppen verglichen. Auch dafiir wurden Seren von Tag 61 nach Infekti-
on benutzt. Fir alle Seren wurde die prozentuale Neutralisation nach Inkubation mit den
einzelnen Verdinnungen berechnet und beide Werte gegeneinander aufgetragen.
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Abb. 20: Neutralisationskapazitdt der Seren in vitro

1 200 pfu MCMV157luc Virus wurden mit den angegebenen Serenverdiinnungen fiir eine Stunde inkubiert
und zur Infektion von MEF eingesetzt. Je mehr neutralisierende Antikdrper in den Seren enthalten waren,
desto weniger Zellen wurden infiziert. Nach vier Stunden wurden die Zellen mit frischem Medium bedeckt.
Zwei Tage nach Infektion wurde verbleibende Luziferaseaktivitdt in jeden Ansatz im Luminometer gemes-
sen. Mit Hilfe eines Ansatzes ohne Antikdrper wurde die prozentuale Neutralisation der eingesetzten Vi-
rusmenge fir jede Verdlinnungsstufe berechnet.

Alle Seren errichten 100 %-ige Neutralisation. Die Neutralisationskurven der C57BL/6
Mause schnitten die 50 % Neutralisationslinie homogen bei Verdiinnungen zwischen 1:64
und 1:128. Sie variierten dabei um den Faktor zwei und lagen damit innerhalb der Testva-
rianz. Bei CD8”" Mausen war dieser Wert mit einer Verdiinnung von 1:30 teilweise schon
viel friher erreicht. Manche dieser Tiere erreichten ihn jedoch selbst bei der maximalen
getesteten Verdinnung von 1:256 nicht. Die Neutralisationskapazitat dieser Seren variier-
te innerhalb der Gruppe stark. Gemessen an den berechneten Mittelwerten der geteste-
ten Seren (nicht gezeigt) unterscheiden sich die beiden Gruppen allerdings nicht. Der Be-
fund von Jonjic (1990) konnte damit auch fir CD8” Tiere mit C57BL/6 Hintergrund besta-
tigt werden. Die Immunantwort im Verlauf der MCMV-Infektion ist in den getesteten Pa-
rametern zwischen Mausen mit und ohne CD8" T-Zellen vergleichbar.
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4.2 Vergleich der MCMV-Infektion in cD8” und CD8”JHT’ Miusen:

Neben den CD8" T-Zellen spielen Antikérper eine wichtige Rolle bei der Kontrolle der
MCMV-Infektion (Klenovsek et al., 2007). CD8”JHT' Miuse haben zusitzlich zur CDSa
Deletion eine Deletion der schweren J Kette. Dadurch kann die VDJ Umlagerung nicht
stattfinden, und es konnen keine produktiven B-Zellen gebildet werden (Chen et al.,
1993). Im Folgenden wurde untersucht, welchen Einfluss dieser zusatzliche Defekt auf
den Verlauf der MCMV-Infektion im Vergleich zu CD8”" Miusen hat. Jeweils finf CD8”
JHT” und cD8” Tiere wurden mit MCMVAB infiziert. Der Verlauf der Infektion wurde
durch in vivo Biolumineszenzanalysen festgehalten.

CD8"JHT”
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Abb. 21: Verlauf der Infektion
in Mausen ohne CD8+ T-Zellen
I A und B-Zellen

' (A/B) Die Biolumineszenzana-
lysen und die Viruslast in den
Organen an Tag 13 nach Infek-
tion wurden, wie in Abb. 10
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Drei von fiinf CD8”" Tieren zeigten an Tag 3 nach Infektion schwache Luziferaseaktivitat.
An Tag 7 nach Infektion war keine Luziferaseaktivitit mehr erkennbar. Bei CD8IHT
Tieren konnte zu diesem Zeitpunkt immernoch Luziferaseaktivitat detektiert werden. Die
Viruskontrolle setzte folglich in Tieren ohne Antikdrper erst spater ein. In den Wiederho-
lungsversuchen (nicht gezeigt) wurde dieser Effekt mit schwacherer Auspragung reprodu-
ziert. Trotz dieser Unterschiede wurde die Infektion an Tag 10 nach Infektion letztendlich
von Tieren ohne CD8" T-Zellen und ohne B-Zellen genauso kontrolliert wie mit B-Zellen.
Um den Virustiter in den einzelnen Organen genauer zu bestimmen wurde an Tag 13 nach
Infektion die Viruslast bestimmt. In Leber, Milz und Speicheldriisen waren die relativen
Organtiter zu diesem Zeitpunkt in beiden Gruppen auf das Niveau von nicht infizierten
Tieren reduziert. Dies traf bei CD8”" Tieren fiir alle Organe zu. CD8”JHT' Tiere wiesen in
Lunge und Niere eine leicht erhdhte Viruslast auf. Allerdings waren diese Unterschiede
nur fur die Niere signifikant.
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Die gezeigten Biolumineszenzanalysen deuteten darauf hin, dass es an Tag 7 nach Infekti-
on einen Unterschied zwischen CD8”" und CD8”JHT”" Tieren gab, der sich im weiteren
Verlauf der Infektion relativierte. Daher sollte im nachsten Versuch getestet werden ob
der Virustiter an Tag sieben mit immundefizierten RAG” Tieren vergleichbar war und ob
es Unterschiede zwischen den einzelnen Organen gab. Hierflir wurden jeweils drei CD8'/',
CD8”JHT’  und drei RAG” M3use infiziert, an Tag sieben nach Infektion getotet und der
Virustiter in den Organen mittels Luziferase Assay bestimmt.
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Die Biolumineszenzanalysen an Tag drei nach Infektion zeigten, dass alle Tiere bis auf eine
CD8”" Maus (#2) produktiv infiziert waren. Diese Maus wurde deshalb aus der Auswer-
tung ausgeschlossen. Im Luziferaseassay wurden organspezifische Unterschiede in der
Luziferaseaktivitat festgestellt. An Tag sieben nach Infektion war die Luziferaseaktivitat
von CD8”JHT' Tieren im Vergleich zu cD8” Tieren in Leber, Lunge und Niere erhoht und
mit RAG” Tieren vergleichbar. In der Milz dagegen befanden sich die Virustiter von cD8”
und CD8”JHT' Tieren auf einem ahnlichen, eine log Stufe niedrigerem Level. Allerdings
waren die Unterschiede nicht signifikant. Fir die Speicheldriise konnten in diesem frithen
Stadium der Infektion bei allen Stammen nur Werte auf Hintergrundniveau ermittelt wer-
den. Daraus liel8 sich schlussfolgern, dass Antikorper in CD8JHT' M3usen fiir der Schutz
entbehrlich waren.
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4.3 Protektionspotential von CD4" Zellen

Von Jonjic et al (1990) wurde gezeigt, dass CD4" T-Zellen, die in MCMV-infizierten Tieren
ohne CD8" T-Zellen heranreifen eine kompensatorische Schutzfunktion tibernehmen kén-
nen, Uber die sie in immunkompetenten Tieren nicht verfligen. Sollte dies auch fir die
CD4"* T-Zellen in CD8”JHT" Miusen gelten, missten praadaptierte CD4" T-Zellen in der
Lage sein den Virustiter nach prophylaktischem Transfer in naive Tiere und anschlieBen-
der Infektion schneller zu reduzieren, als transferierte Zellen aus naiven Donoren. Drei
naive und vier infizierte CD87/JHT’ Mause wurden zwdIf Wochen nach Infektion getotet
und die Milzen entnommen. Die CD4" T-Zellen wurden mit 99 %-iger Reinheit isoliert
(Abb. 32). Jeweils eine Mio oder 2,5 Mio Zellen aus naiven bzw. infizierten Donoren wur-
den in je drei cD87IHT Rezipienten pro Gruppe transferiert. Drei Tage spater wurden
diese mit 1,5 x 10° pfu MCMVAB infiziert.
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Abb. 23: Adoptiver Transfer von CD4" T-Zellen in cD8”JHT" drei Tage vor Infektion
(A/B) Die Biolumineszenzanalysen und die Viruslast in den Organen an Tag 13 nach Infektion wurden, wie in
Abb. 10 beschrieben, ermittelt.

In den Biolumineszenzanalysen sah man zunachst kaum Unterschiede im Verlauf der In-
fektion zwischen den beiden Gruppen oder im Vergleich zu nicht transferierten Tieren (vgl
Abb. 21A und Abb. 22A). Beide Gruppen zeigten an Tag 3 und 7 nach Infektion
Luziferaseaktivitat und kontrollierten die Infektion an Tag 10. Tendenziell wurde an Tag 3
und 7 in Rezipienten praadaptierter Zellen eine schwéachere Luziferaseaktivitat als in Rezi-
pienten naiver Zellen detektiert. Bei der Bestimmung der Viruslast in den Organen an Tag
13 nach Infektion wurde die umgekehrte Tendenz ermittelt. In Lunge und Niere waren die
relativen Organtiter nach adoptivem Transfer um eine halbe log Stufe erh6ht. Da die Un-
terschiede nicht signifikant waren, stellte sich die Frage ob es sich dabei um zufillige
Schwankungen im Test handelte oder ob sie tatsdchlich von den transferierten Zellen
verursacht wurden, und ob sich die Unterschiede durch Variation des Versuchsablaufes
deutlicher detektieren lieRen. Daher wurde der Versuch mit zwei wesentlichen Anderun-
gen wiederholt. Zum einen wurde die Anzahl der transferierten Zellen erh6éht um deren
Wirkung zu verstarken. Es wurden jeweils 2,5 Mio Zellen aus vier naiven Donoren und 3
Mio Zellen aus drei infizierten Donoren sieben Wochen nach Infektion mit ahnlicher Rein-
heit wie im ersten Versuch isoliert und transferiert. Zum anderen wurde die relative Vi-
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ruslast in den Organen bereits an Tag 7 bestimmt, da im friihen Stadium der Unterschied
zwischen praadaptierten Effektoren, die sofort agieren kénnen und naiven Zellen, die

zuerst aktiviert werden miissen, prominenter sein konnte. Drei, bzw. vier Tiere pro Grup-
pe wurden mit 1 x 10° pfu MCMVAB infiziert.
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Abb. 24: Prophylaktischer Transfer von CD4" T-Zellen in cD8”IHT” drei Tage vor Infektion
(A) Die Biolumineszenzanalysen und die Viruslast in den Organen an Tag 7 nach Infektion wurden, wie in
Abb. 10 beschrieben, ermittelt.

Die Biolumineszenzanalysen an Tag 3 nach Infektion zeigten vergleichbare
Luziferaseaktivitat fir alle Tiere. Auch in den Organen konnten an Tag 7 nach Infektion
keine Unterschiede in der Viruslast detektiert werden. Folglich bewirkte die Anwesenheit
von spezifisch aktivierten CD4" Effektorzellen zum Zeitpunkt der Infektion keine schnelle-
re Viruskontrolle. Rezipienten von praadaptierten CD4" Effektorzellen kontrollierten die
Infektion im gleichen Zeitraum wie Tiere in welchen diese Aktivierung erst nach Infektion
erfolgen musste, weil naive oder keine CD4" T-Zellen (vgl Abb. 21A) transferiert wurden.
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4.4 Depletion verschiedener Zelltypen vor Infektion mit MCMV

Depletion von CD4" T-Zellen

Auch wenn praadaptierte, transferierte CD4" T-Zellen nicht in der Lage sind in Rezipienten
eine schnellere Kontrolle der MCMV-Infektion herbeizufiihren, ist nicht auszuschlieRen,
dass sie in CD8”JHT/ Mausen eine Schutzfunktion erfiillen. Um dies zu untersuchen wur-
den zusétzlich zu der genetischen Deletion der CD8" T-Zellen und B-Zellen die CD4" T-
Zellen durch depletierende Antikorper entfernt. Hierfiir wurden an Tag -1, 3 und 8 nach
Infektion 250 pg YTS 191 Antikorper (Jonjic) intraperitoneal appliziert. Vor Infektion, und
bei Beendigung des Versuches wurde die erfolgreiche Depletion mittels durchflusszyto-
metrischer Analyse des Blutes aller Versuchstiere bestitigt. Fir die Uberlebenskurve
wurden an Tag -1, 3 und 35 je 300 ug des Antikdrpers sowie an Tag 7, 17 und 24 je 700 pg
verabreicht. Die Depletion wurde an Tag 0, 7, 10, 13, 17, 20, 28 und 35, im Falle gleichzei-
tiger Depletion vorher, Uberpriift. Damit sollte ermittelt werden, ob CD8”JHT' Miuse
ohne CD4" T-Zellen (BT4/8neg) immer noch in der Lage sind die MCMV-Infektion langer-
fristig zu kontrollieren und der Verlauf der Infektion mit CD8”JHT' Miusen mit CD4* T-
Zellen verglichen werden.
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Abb. 25: Verlauf der Infektion in CD8” JHT’" Mausen mit und ohne CD4" T-Zellen

(A) Die erfolgreiche Depletion wurde mittels durchflusszytometrischer Analyse des Blutes an Tag 0,7 und 13
(B und C) bzw. 0, 7, 10, 13, 17, 20, 28 und 35 (D) Gberpruft. Gefarbt wurde mit Antikdrpern gegen CD3 (APC)
und CD4 (PE). Es wurden nur Zellen im Lymphozytenfenster analysiert. Gezeigt sind die charakteristischen
Daten jeweils einer Maus pro Gruppe am Tag der Infektion.

(B/C) Die Biolumineszenzanalysen und die Viruslast in den Organen an Tag 13 nach Infektion wurden, wie in
Abb. 10 beschrieben, ermittelt.

(D) Je funf cD8”IHT” und BT4/8neg Mause wurden mit MCMV157luc infiziert. Die Daten fur RAG”" Miuse
wurden aus einem anderen Versuch unter gleichen Bedingungen gewonnen. (p < 0,005)
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Vier CD8”JHT”" und vier BT4/8neg Mause wurden mit MCMV157luc Infiziert. In den
Biolumineszenzbildern wurde an Tag 3 und 9 nach Infektion vergleichbare Luziferase-
aktivitat fur alle Tiere detektiert. Lediglich an Tag 7 nach Infektion zeigten BT4/8neg Mau-
se starkere Luziferaseaktivitat als die Vergleichsgruppe. Diese war an Tag 13 nach Infekti-
on in den verschiedenen Organen (Verweis Abb. 25C) von BT4/8neg Mausen um maximal
eine log Stufe signifikant erhéht. Nur in der Niere konnten keine signifikanten Unterschie-
de festgestellt werden. Daraus lieB sich folgern, dass CD8”JHT' M&use die Infektion bes-
ser bzw. schneller kontrollieren als BT4/8neg Miuse. Die Uberlebenskurve zeigte aller-
dings, dass auch Mause ohne B- und CD4/8" T-Zellen in der Lage sind eine MCMV-
Infektion langerfristig zu kontrollieren und keiner der genannten Zelltypen dafiir essenti-
ell war.

Depletion von CD4" T-Zellen und/oder NK-Zellen

Eine wichtige Rolle bei der Bekdmpfung von Virusinfektionen spielen neben den schon
getesteten Zelltypen auch die NK-Zellen. Sie reduzieren den Virustiter in den Organen z.B
in der Leber innerhalb der von drei bis finf Tagen nach Infektion (Scalzo et al., 1990). Fir
die Etablierung echter Latenz ist allerdings die Unterstiitzung der adaptiven Immunitat
notwendig (Krmpotic et al., 2003). Bei einer normalen Infektion von C57BL/6 Mausen mit
wt MCMV werden NK-Zellen durch Bindung ihres Ly49H Rezeptors an das viral kodierte
Protein m157 auf der Oberflache von infizierten Zellen aktiviert (Brown et al., 2001;
Daniels et al., 2001; Kielczewska et al., 2007; Lee et al., 2001). Im Genom der hier ver-
wendeten Viren ist m157 durch das Luziferasegen ersetzt, so dass der beschriebene Ab-
lauf auBer Kraft gesetzt wird. Daher sollte der Schutzeffekt dieser Zellen im Falle der
MCMV157luc-Infektion vernachlassigbar sein.

Allerdings besteht die Moglichkeit, dass NK-Zellen zusatzlich oder kompensatorisch durch
einen weiteren, m157 unabhadngigen Mechanismus wie z.B. durch klassische Aktivierung
Uber verringerte MHC I-Expression auf der Oberflache infizierter Zellen, schiitzen. Dokun
et al. (2001) zeigten, dass NK-Zellen in der friihen Phase der MCMV-Infektion unabhangig
von Ly49H proliferierten und IFNy produzierten. AuRerdem sind verschiedene NK-
Zellpopulationen in der Lage T-Zellen (iber Zytokine zu beeinflussen (Andoniou et al.,
2008; Su et al., 2001). Um die Schutzfunktion von NK-Zellen und ein mogliches Zusam-
menspiel mit CD4" Zellen zu (iberpriifen, wurden in jeweils vier CD8”JHT” Tieren entwe-
der nur die NK-Zellen (CD8'/'JHT'/' aNK) oder NK- und CD4" T-Zellen (BT4/8neg aNK) durch
Antikorpergabe depletiert. An den Tagen -1 und 6 wurden entweder nur 500 ug PK-136
Antikorper gegen NK1.1, oder zusatzlich 300 ug YTS 191 an den Tagen -1, 3 und 6, intra-
peritoneal appliziert. Wie zuvor wurde die erfolgreiche Depletion tberprift.
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Abb. 26: Verlauf der Infektion in
cD8”JHT” Mzusen ohne NK-Zellen
und CD4" T-Zellen

(A) Die erfolgreiche Depletion wur-
de mittels durchflusszyto-
metrischer Analyse des Blutes an
Tag 0 und 13 Uberprift. Gefarbt
wurde mit Antikérpern gegen
CD335 (FITC) bzw. gegen CD3 (APC)
und CD4 (PE). Analysiert wurden fir
die zweite Farbung nur die Zellen im
Lymphozytenfenster. Gezeigt sind
die charakteristischen Daten jeweils
einer Maus pro Gruppe am Tag der
Infektion, sowie einer Kontrolle.
(B/C) Die Biolumineszenzanalysen
und die Viruslast in den Organen an
Tag 13 nach Infektion wurden, wie
in Abb. 10 beschrieben, ermittelt.

Die Tiere wurden mit MCMV157luc infiziert und zeigten in den Biolumineszenzanalysen
schon an Tag 3 und 7 nach Infektion starke Luziferaseaktivitat. An Tag 10 nach Infektion
war diese bei NK-zelldepletierten Tieren kaum noch sichtbar, wahrend sie in doppelt

depletierten Tieren noch messbar, aber im Vergleich zu Tag 7 nach Infektion deutlich re-

duziert war. Trotz der im Vergleich zu undepletierten Tieren (Abb. 25) starker ausgeprag-
ten Primérinfektion zeigten CD8”JHT" aNK und BT4/8neg aNK eine fiir erstere deutliche
Tendenz zur Viruskontrolle. Die relative Viruslast in den Organen von NK-zelldepletierten

Tieren war an Tag 13 nach Infektion anndahernd auf Hintergrundniveau reduziert. Fir

doppelt depletierte Tiere waren die Werte zu diesem Zeitpunkt noch teilweise signifikant

erhoht, aber die Biolumineszenzanalysen deuteten auf eine spatere Kontrolle hin.
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Depletion von CD3* und/oder CD4" T-Zellen

Bis hierher zeigten die Daten, dass selbst BT4/8neg aNK Mause, welchen alle konventio-
nellen Effektorzellen durch Deletion (CD8" T-Zellen, B-Zellen) oder Depletion (CD4" T-
Zellen, NK-Zellen) entfernt wurden, die MCMV-Infektion kontrollieren. Es stellte sich die
Frage, was unterscheidet die geschitzten mehrfach depletierten CD8”JHT'" Méuse von
RAG” Mausen, welche der Infektion erliegen? In RAG”" Miusen sind nicht nur die kon-
ventionellen CD4" und CD8" T-Zellen deletiert, sondern durch eine Deletion im Bereich
der Rekombinase aktivierenden Gene (RAG-1) gibt es keine funktionellen B- und T-Zellen.
In CD8”JHT” sind alle B-Zellen und CD8" T-Zellen deletiert. Nach Depletion der CD4" T-
Zellen bleiben diesen Tieren nur noch CD4 CD8, also DN T-Zellen, welche sie, die zelluladre
Ausstattung betreffend, von RAG” Miusen differenzieren. DN T-Zellen sind in der Lage
Perforin und Granzym sowie verschiedenste Zytokine zu produzieren und lassen sich auf-
grund der Zusammensetzung ihres TCR in zwei Gruppen unterteilen, welche dhnliche
Funktionen Gbernehmen kdénnen (Hayday, 2000). Bei der einen besteht er, wie bei der
Mehrheit aller T-Zellen, aus einer a und einer B Kette. CD3'DN TCRaB" Zellen, im Folgen-
den mit TCRaB" abgekiirzt, sind vor allem im Knochenmark, Leber und Thymus zu finden.
Innerhalb der zweiten Gruppe setzt sich der TCR aus einer y und einer & Kette zusammen.
Diese Zellen sind oft in immunregulatorischen Prozessen gegen unterschiedlichste Patho-
gene und Tumorbekdmpfung involviert und werden kiinftig mit TCRy&" abgekiirzt.

Durch Entfernen aller T-Zellen inklusive der DN T-Zellen, sollte ein mit RAG” Miusen ver-
gleichbares zelluldres Milieu geschaffen werden, in welchem die Protektion getestet wer-
den konnte. Hierflir wurden Antikorper gegen CD3 verabreicht. Der einzige verfligbare,
Antikorper gegen CD3 (145-2C11) bindet an die e-Kette dieses Molekdils (Leo et al., 1987).
Er unterbindet die T-Zell Funktion in vivo durch Modulation des CD3-Komplexes und
Depletion (Hirsch et al., 1988). Gleichzeitig flhrt die Bindung an CD3& zur unspezifischen
Proliferation aller CD3" Zellen (Cron et al., 1989; Leo et al., 1987). Um der damit einher-
gehenden Zytokinausschittung entgegenzuwirken, wurden vier Tage vor Infektion zuerst
alle CD4" T-Zellen durch Verabreichung von 700 pg YTS 191 Antiérper entfernt. Am Tag
vor Infektion und zwei Tage nachher wurde die Funktion der DN T-Zellen mit 250 pg 145-
2C11 Antikorper depletiert. Dementsprechend wurden die Tiere BT3neg genannt. Die
Vergleichsgruppe der BT4/8neg Mause wurde, wie zuvor beschrieben, behandelt und die
erfolgreiche Depletion mittels durchflusszytometrischer Analyse des Blutes bestatigt. Da
es keinen weiteren CD3-spezifischen Antikdrper zum Identifizieren der CD3" Zellen gab,
mussten diese indirekt Gber ihren TCR nachgewiesen werden. Jeweils drei BT4/8neg und
vier BT3neg Mause wurden mit MCMVAB infiziert.
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Abb. 27: Verlauf der Infektion in CD8” JHT’ Miusen ohne CD3" T-Zellen

(A) Die erfolgreiche Depletion wurde mittels durchflusszytometrischer Analyse des Blutes an Tag O und 13
Uberprift. Gefarbt wurde mit Antikérpern gegen CD4 (PE), TCRap (PE-Cy7) und gegen TCRy6 (FITC). Gezeigt
sind repradsentative Daten jeweils einer Maus pro Gruppe an Tag 13, sowie einer Kontrolle.

(B/C) Die Biolumineszenzanalysen und die Viruslast in den Organen an Tag 13 nach Infektion wurden, wie in
Abb. 10 beschrieben, ermittelt.

Wie die Biolumineszenzanalysen zeigen, verlief die Infektion an den Tagen 3 und 7 in bei-
den Gruppen dhnlich. An Tag 10 jedoch, als BT4/8neg Mause die Infektion bereits kontrol-
lierten, war in der zweiten Gruppe immer noch sehr starke Luziferaseaktivitat
detektierbar. Auch in allen untersuchten Organen dieser Tiere war der Virustiter an Tag
13 nach Infektion signifikant erhoht. Eine Maus (#4) verstarb Gberraschend bereits an Tag
12 nach Infektion. CD8”"JHT’" Miuse ohne CD3* T-Zellen sind demnach vergleichbar mit
RAG”" Mausen und ebenso nicht in der Lage die MCMV-Infektion zu kontrollieren.
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Proliferation von CD3* DN TCRaB" und TCRy&" Zellen in BT4/8neg Miusen

Da BT4/8neg Mause die MCMV-Infektion kontrollieren, BT3neg Mause dagegen nicht,
muss es sich bei dem zugrundeliegenden Schutzmechanismus in BT4/8neg Mausen um
CD3'DN Zellen handeln. Diese unkonventionellen, protektiven Effektorzellen sollten an-
hand ihrer spezifischen Oberflichenmarker naher charakterisiert werden. AuBerdem
stellte sich die Frage, ob es sich bei dieser Effektorfunktion um einen kompensatorischen
Mechanismus handelt, welcher nur in BT4/8neg Mausen auftritt, oder ob diese
Effektorzellen in anderen Mausstammen analog sind.

Je vier C57BL/6, CD8”", CD8”JHT”" und BT4/8neg Miuse wurden mit MCMVAB infiziert.
An den Tagen O, 3, 7, 10, 13, 17, 21, 24 und 32 wurden einige Tropfen Vollblut im
Durchflusszytometer analysiert. Die Anzahl der pro ul dektektierten TCRap" und TCRy&"
Zellen wurden gegen die Entnahmezeitpunkte aufgetragen.
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Abb. 28: Proliferation von TCRaB" und TCRyS" T-Zellen in verschiedenen Mausstimmen nach Infektion
mit MCMV

(A) Das Blut von je vier infizierten C57BL/6, CD8'/', cD8”JHT” und BT4/8neg Mausen wurde im Verlauf der
Infektion mehrfach im Durchflusszytometer analysiert. Je 25 pl Blut wurden mit Antikérpern gegen CD3
(PE), CD4 und 8 (AF700), TCRap (PE-Cy7) und TCRy& (FITC) gefarbt. Die Lymphozyten wurden nach Expressi-
on von CD3 und zusitzlich TCRap oder TCRyS eingeteilt. Bei TCRaB® Zellen musste die CD4* und die CD8"
Population abgezogen werden. Fir TCRyS" Zellen war eine Feinjustierung notwendig um TCRaf" Zellen

auszuschliefen.
(B) Die Mittelwerte (+/- SD) der pro ul detektierten TCRaB® bzw. TCRyS8" wurden gegen die

Entnahmezeitpunkte aufgetragen.
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DN T-Zellen wurden in naiven Mausen aller Stamme gefunden. Die durchschnittlich de-
tektierten Zellzahlen lagen fiir TCRaB" T-Zellen bei 24 bis 76 und fiir TCRy8" T-Zellen bei
44 bis 99. Innerhalb von sieben Tagen nach Infektion sank die Anzahl beider Zelltypen in
allen Stammen stark ab und es kam zu einer Lymphopenie (Kamphuis et al., 2006). Da-
nach proliferierten sowohl TCRap" als auch TCRy&" T-Zellen und erreichten gleiche oder
hohere Werte als vor Infektion. Insgesamt wurden nach der Lymphopenie héhere Zellzah-
len von TCRaB* T-Zellen gemessen als von TCRy8" T-Zellen. Fiir C57BL/6 Mause (blau) war
dieser Verlauf weniger stark ausgepragt. Trotzdem wurde eine Beeinflussung von DN T-
Zellen durch MCMV-Infektion in allen vier Mdusstammen festgestellt.
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4.5 Zytotoxisches Potential von TCRaB" und TCRyS" T-Zellen in vitro

Um die protektiven Eigenschaften von TCRap" bzw. TCRy&" T-Zellen genauer zu untersu-
chen wurde ein Zytolysetest durchgefiihrt. Damit wurde in vitro Uberpriift ob DN
Effektorzellen infizierte Zellen dhnlich wie CD8" T-Zellen lysieren. Die Effektorzellen wur-
den aus Lymphknoten und Milzen von vier Wochen infizierten CD8”JHT Tieren mit einer
Reinheit von 98 % isoliert und tber Nacht in RPMI 1640 Medium (100 U/ml Penicillin und
100 mg/I Streptomycin, 350 mg/l L-Glutamin, 10 mM HEPES, 5 uM B-ME, 7,5 % FKS, 20
U/ml IL-2) ohne zusatzliche Stimulation kultiviert. Zur Kontrolle des korrekten Versuchs-
ablaufes wurden 7 Tage nach Infektion mit MCMV wt die CD8" T-Zellen von C57BL/6
Mausen isoliert und mit einer Anfangskonzentration von 200 Effektoren mitgefiihrt. Fir
TCRap" wurde die Titration mit 70 und fiir TCRy8" mit 40 Effektorzellen begonnen.
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Abb. 29: Zytolysetest doppelt negativer Zellen

In Triplikaten wurden TCRap®, TCRy8" und CD8+ Effektorzellen im angegebenen Verhiltnis zu unterschied-
lich behandelten, >*Chrom markierten Zielzellen (friih, spat und nicht infiziert; +/- IFNy) titriert. Nach vier
Stunden wurde die frei werdende Radioaktivitdt gemessen. Die spezifische Lyse wurde berechnet und der
Mittelwert gegen die eingesetzte Effektorzellzahl aufgetragen.

Dabei wurden verschiedene Zielzellen verwendet. Um herauszufinden ob TCRap" und
TCRyS" Zellen grundsatzlich eine zytolytische Funktion libernehmen kénnen, wurden
CD3¢e" B-Zell-Hybridome eingesetzt. Diese binden antigenunabhingig an die CD3e Kette
der Effektoren und aktivieren damit die Zytolyse, falls die gewahlten Effektoren dazu in
der Lage sind. Die rote Kurve zeigt, dass sowohl TCRaB" als auch TCRy8" Zellen zur Zytoly-
se befdhigt waren und bei einem Effektor:Zielzellen Verhaltnis von 70:1 bzw. 40:1 20 %
der Zielzellen lysierten. Dies entsprach der Zytolysekapazitit von CD8" T-Zellen bei einem
Verhiltnis von 25:1. Dariiber hinaus konnten TCRaB" T-Zellen keine der angebotenen Ziel-
zellen spezifisch lysieren. Des Weiteren wurden frihinfizierten Zielzellen (frih) eingesetzt,
welche durch Arretierung des viralen Replikationszyklus nur Proteine der friilhen Phase
prasentieren konnten. Im Gegensatz dazu zeigten spatinfizierte Zellen (spat) Antigene
samtlicher Infektionsphasen. Eine verstarkte Oberflachenexpression der viralen Proteine
auf infizierten Zellen sollte durch Zugabe von IFNy erreicht werden. CD8" T-Zellen
lysierten frihinfizierte, IFNy behandelte MEF in hohen Konzentrationen doppelt so gut
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wie spatinfizierte oder unbehandelte Zielzellen. Dieser Effekt ist bei TCRyS8" nicht zu be-
obachten. Sie lysierten unbehandelte, frihinfizierte Zellen am besten, spatinfizierte Zellen
schwacher und IFNy behandelte Zellen iberhaupt nicht. Demnach musste der Stimulus
fir die Zytolyse ein Protein sein, das in der friilhen Phase der Infektion exprimiert wurde
und dessen Oberflachenexposition durch IFNy nicht gesteigert, sondern verringert wurde.
Als Negativkontrolle wurden uninfizierte MEF als Zielzellen eingesetzt. Keine der geteste-
ten Effektorzelltypen lysierte unpezifisch naive Zellen.
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4.6 Adoptiver Transfer von TCRap" und TCRyS" T-Zellen nach Infektion mit
MCMV

Als nachstes wurde die Protektionskapazitat der Effektorzellen in vivo untersucht. Da
TCRaB" T-Zellen in vitro grundsatzlich cytolytisch aktiv waren und der benétigte, bisher
unbekannte Stimulus in vivo vorhanden sein kdnnte, wurden auch sie getestet. Drei
Gruppen mit je vier immundefizienten RAG”" Mi3usen wurden mit MCMVAB infiziert. Die
produktive Infektion wurde durch Biolumineszenzanalysen an Tag 3 nach Infektion besta-
tigt. An Tag 4 nach Infektion wurden TCRaB" und TCRy&" T-Zellen mit einer Reinheit von
mehr als 99 % aus den Lymphknoten von sechs Wochen mit MCMV157luc infizierten
BT4/8neg Donoren isoliert. Je 800 000 Zellen wurden pro Tier transferiert. Die Kontroll-
gruppe erhielt PBS. Zwolf Tage nach Infektion wurden die transferierten Zellen mittels
durchflusscytometrischer Analyse in Blut (Abb. 30A), Milz und Lymphknoten (nicht ge-
zeigt) der Rezipienten detektiert. Die Daten bestédtigten, dass keine zusatzlichen Zellen
z.B. durch ungeniigende Reinheit libertragen wurden und waren im Blut und den unter-
suchten Organen dhnlich.
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An Tag 7 nach Infektion zeigten die Biolumineszenzanalysen vergleichbare
Luziferaseaktivitat in allen Tieren. In TCRyS" Rezipienten war diese an Tag 10 nach Infekti-
on leicht abgeschwicht. Daraus lieR sich auf einen protektiven Effekt von TCRyS" Zellen
schlieBen, der allerdings nicht sofort nach Transfer eintrat, sondern einige Tage Inkubati-
onszeit bendtigte. TCRyS" Rezipienten zeigten an Tag 12 nach Infektion in allen Organen
auBer der Speicheldrise signifikant niedrigere Virustiter als die PBS Kontrollgruppe. Auch
die Virustiter von TCRaB" Rezipienten waren in diesen Organen signifikant niedriger. Sie
lagen zwischen den Werten der beiden anderen Gruppen und unterschieden sich von
TCRy&8" Rezipienten signifikant in Lunge und Milz. In einem weiteren Versuch wurden je
450 000 Zellen transferiert, welche nicht aus Lymphknoten, sondern aus der Milz von infi-
zierten CD87JHT'" Miusen isoliert wurden (nicht gezeigt). Dabei wurden vergleichbare
Ergebnisse erzielt. Demnach wiren TCRyS" und auch TCRaB" T-Zellen in vivo eine Schutz-
funktion gegen MCMV zuzuordnen.
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Abb. 31: Uberleben nach adoptivem Transfer von TCRaB" und TCRy8" Zellen in infizierte RAG” Miuse (A)
170 000 TCRap" bzw. TCRyS" T-Zellen aus infizierten CD8”JHT” Donoren oder PBS wurden in 3 Tage infi-
zierte RAG” Méuse transferiert.

(B) 150 000 TCRaB" bzw. TCRy8" T-Zellen aus infizierten oder naiven CD8”JHT” Donoren oder PBS wurden
in drei Tage infizierte RAG”" Mause transferiert. Signifikanzen sind im Vergleich zu PBS angegeben.

Fiir Uberlebenstests wurden je 170 000 Zellen mit 99 %-iger Reinheit aus den Lymphkno-
ten von vier Wochen infizierten CD8”"JHT/" Mausen isoliert und adoptiv transferiert. In
durchflusszytometrischen Analysen des Blutes von TCRaB" Rezipienten wurden 14 Tage
nach Infektion CD4" T-Zellen entdeckt (Daten nicht gezeigt). An Tag 24 wurde diese Popu-
lation neben TCRaB" Zellen verstarkt nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). Die Tiere zeig-
ten Anzeichen einer entziindlichen Darmerkrankungen in Form von Diarrhée und Ge-
wichtsverlust, welche oft nach Transfer von CD4" T-Zell beobachtet wird (Trobonjaca et
al.,, 2001). Daher wurden sie 25 Tage nach Infektion euthanasiert. Sie mussten aus der
Auswertung ausgeschlossen werden, da ihr Ableben nicht auf die fehlende Protektion
durch TCRaB" reduziert werden konnte. 60 Tage nach Infektion wurde der Versuch been-
det und die Uberlebenden Tiere, welche keine Anzeichen von Krankheit zeigten, getotet.
Wie die Uberlebenskurve zeigt, sind TCRy&8" T-Zellen langerfristig in der Lage
immundefiziente RAG”” Méuse vor den lethalen Folgen einer MCMV-Infektion zu schiit-
zen. In einem weiteren Versuch sollte neben der Protektionskapazitat von praadaptierten
CD3'DN T-Zellen auch naive Zellen getestet werden. Es wurden 150 000 TCRoB" bzw.
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TCRy&" T-Zellen mit 99 %-iger Reinheit aus Milz und Lymphknoten von naiven und sechs
Monate infizierten CD87JHT’" Mausen isoliert und an Tag 3 nach Infektion in RAG Rezi-
pienten transferiert. Zehn Tage nach Infektion wurden die transferierten Zellen ohne Ver-
unreinigung mittels durchflusscytometrischer Analyse detektiert (Daten nicht gezeigt). In
diesem Versuch waren praadaptierte TCRyS" Zellen in der Lage das Uberleben der Rezipi-
enten signifikant zu verldngern. Letztendlich konnten sie aber kein dauerhaftes Uberleben
bis zur Beendigung des Versuches gewihrleisten. TCRap" transferierte Tiere erlagen der
Infektion im gleichen Zeitraum wie die Kontrollgruppe welche PBS erhalten hatte oder
Rezipienten von naiven Zellen. Damit wurde bestatigt, dass die Praadaption in infizierten
Tieren der wesentliche Faktor ist, der transferierten Zellen eine Schutzfunktion ermég-
licht. Nur praadaptierte TCRy8" T-Zellen vermittelten Schutz gegen eine MCMV-Infektion.
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5 Diskussion

5.1 Viruskontrolle durch ADCC

An der MCMV Immunkontrolle sind mehrere Ebenen von angeborenen und adaptiven,
teilweise redundanten, zellularen Abwehrmechanismen beteiligt (Polic et al., 1998). Dabei
sind die Funktionen von NK- und T-Zellen gut erforscht (Arens et al., 2008; Karrer et al.,
2003; Moss and Khan, 2004; Reddehase et al., 1987; Smith et al., 2002; Tay et al., 1999;
Vidal and Lanier, 2006). Uber die Protektion durch Antikdrper existieren dagegen weniger
Daten (Jonjic et al., 1994; Klenovsek et al., 2007). Besonders die Wirkungsweise nicht
neutralisierender Antikorper bedarf genauerer Untersuchung. Bereits 1980 wurde die
Bedeutung von ADCC bei der Kontrolle der CMV-Infektion von Quinnan und Manischewitz
eruiert (Quinnan et al., 1980). Damals wurde der Ausdruck ADCC allerdings nicht nach der
heutigen Definition benutzt, sondern ein ADCC-Test zur Bestimmung der Antikorpertiter
im Blut verwendet. Dabei wurde jedoch nicht zwischen CTL- und NK-Zell-vermittelter Lyse
unterschieden und somit ADCC nach heutiger Definition nicht eindeutig nachgewiesen.
Der direkte Nachweis von ADCC im Verlauf der MCMV-Infektion fehlt bis heute. In der
Zwischenzeit gab es jedoch verschiedene Hinweise, dass Neutralisation von freien Virus-
partikeln nicht die einzige Schutzfunktion von CMV-spezifischen Antikorpern ist. Bei-
spielsweise postulierten Farrell et al. (1991), dass das in vivo Protektionspotential von
mabs nicht von ihrer Neutralisationskapazitat in vitro abgeleitet werden kann. Begriindet
wurde diese These durch Schutzversuche, in welchen sechs verschiedene mabs gegen
Strukturproteine jeweils 66 - 100 % der Versuchstiere vor den tédlichen Folgen der
MCMV Infektion schiitzten. Diese Protektion war unabhdngig vom in vitro Neutralisati-
onstiter der verabreichten Antikdrper. Folglich konnten Antikorper mit schwacherer in
vitro Neutralisationskapazitat durch ADCC in vivo zusatzlichen Schutz bieten. Des Weite-
ren schiitzte das Serum von immunkompetenten, infizierten Donoren nach adoptivem
Transfer in immundefiziente Rezipienten diese besser vor den Folgen der MCMV-
Infektion, als Serum von Mdausen die mit inaktiviertem MCMV immunisiert wurden (Dis-
sertation Anna Bootz, Universitat Erlangen). Nach Immunisierung werden nur Antikorper
gegen im Viruspartikel enthaltene Strukturproteine gebildet. Bei Infektion entstehen na-
turlicherweise auch Antikorper gegen sehr frithe und frihe nicht strukturelle Antigene.
Diese im Serum infizierter Mause zusatzlich enthaltenen Antikérper konnten die Ursache
fir das verbesserte Protektionspotential sein, indem sie die Eliminierung infizierter Zellen
Uber ADCC vermitteln. Selbstverstandlich kann diese Aufgabe auch von neutralisierenden
Antikorpern Gbernommen werden. Allerdings sind 90 % der gegen hgB induzierten Anti-
kérper nicht neutralisierend (Potzsch et al., 2011). Da diese teilweise mit neutralisieren-
den Antikérpern um die Bindestellen kompetieren, bringt dies einen Vorteil fir das Virus
(Speckner et al., 1999). Deshalb ware es fiir den Wirt sinnvoll, wenn diese Mehrheit der
Antikorper eine Funktion hatte. In anderen viralen Systemen wie beispielsweise der HIV-
Infektion wurde dies in vivo bereits bewiesen (Tanneau et al., 1990). Nach den geringen
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Schutzerfolgen von neutralisierenden Antikérpern in HIV-Vakzinierungsstudien wird aktu-
ell Giber die Bedeutung der Induktion ADCC-fahiger Antikorper diskutiert (Wren and Kent,
2011). Auch fir das zu CMV nah verwandte HSV wurde ADCC in vivo bestatigt (Lubinski et
al., 2011). Daher ist es plausibel, dass dieser Mechanismus auch fiir CMV existiert.
Allerdings konnte ADCC im Zusammenhang mit der CMV-Infektion bis heute nicht liber-
zeugend belegt werden. Neue Mutagenesemethoden in CMV-BACs und die Generierung
spezifischer Antikorper erlaubten nun die vorliegende Anndherung an die Fragestellung.
Einer der Griinde, weshalb hgB als heterologes Protein zum Einsatz kam, war die Verflig-
barkeit vieler Antikorper mit unterschiedlicher Spezifitat gegen dieses Protein. Des Weite-
ren wurde hgB als Zielprotein fir die Insertion in MCMV und somit ultimativ fur die Anti-
korpertherapie gewahlt, da es in vitro und in vivo gut charakterisiert ist. Die 3D-Struktur
von HSV-gB wurde kirzlich entschlisselt (Heldwein et al., 2006). Da gB das innerhalb der
Herpesviren am starksten konservierte Protein darstellt (Nixdorf et al., 2000), konnte die
hgB-Struktur in silico korrespondierend modelliert werden (Dr. Pia Riickert und Prof. Dr.
Heinrich Sticht, Universitat Erlangen). Auch die Immunantwort gegen dieses Protein ist
gut erforscht. HgB ist sowohl im Menschen als auch in der Maus sehr immunogen. Auf
Grund der strengen Speziesspezifitat fuhrt die Verabreichung infektioser HCMV-Partikel
nicht zur Infektion von Mausen. Allerdings bewirkt die Applikation einer einzelnen Dosis
nicht infektioser Partikel ohne Adjuvans bereits eine gute humorale Immunantwort, wel-
che wie im humanen Serum vor allem Antikorper gegen gB und gH umfasst (Pepperl et al.,
2000). Ebenso fuhrten mehrfache Immunisierungen mit 16slichem hgB zur Bildung von
Antikorpern und langlebigen spezifischen Gedachtnis-B-Zellen (Hebeis et al., 2004).

Ein Problem bei der Infektion oder Immunisierung von Madusen mit MCMV Viruspartikeln
ist die unzureichende Trennung von extrazellularen Partikeln und Bestandteilen lysierter
Zellen. Selbst nach mehreren Ultrazentrifugationsschritten Uber Puffer verschiedener
Dichte, konnten Verunreinigungen durch Zellfragmente in der Viruspraparation nicht aus-
geschlossen werden. In Western Blot Analysen von Praparationen der rekombinanten
hgB-Viren fiihrte dies zum Nachweis spezifischer hgB-Banden, welche auf das in infizier-
ten Zellen exprimierte Protein zuriickzufihren sein diirften. Durch neutralisierende hgB-
spezifische Antikorper wurden die hgB-Viren nicht neutralisiert. Dies deutet darauf hin,
dass hgB, wenn Uberhaupt, nur in so geringen Mengen in Viruspartikel integriert wird,
dass es nicht fir die Neutralisation Uber dieses Protein ausreicht. Ferner impliziert es,
dass im Western Blot detektiertes hgB tatsachlich auf Verunreinigungen in der Praparati-
on zurlickzufiihren ist. Die Expression von hgB in vivo wurde indirekt liber den induzierten
Antikorpertiter nachgewiesen. Theoretisch kénnte dieser durch hgB-Verunreinigungen in
der Praparation erzeugt werden. Allerdings wurden im Verlauf der MCMVhgB-Infektion
steigende hgB-spezifische Antikorpertiter im Serum detektiert. Daraus lasst sich schlie-
Ren, dass dieser eher durch hgB-Prasentation auf produktiv infizierten Zellen, als durch
einmalige Applikation verursacht wurde.

In Schutzversuchen wurden zwei murine und ein humaner Antikorper gegen hgB getestet.
Voraussetzung fiir den Einsatz des humanen Antikdrpers war die Bindung von humanem
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IgG1 an murine Fc-Rezeptoren. Dies wurde beispielsweise durch die Anwendung des hu-
manisierten ADCC-induzierenden IgG1l Antikorpers Rituximab® in verschiedenen Maus-
modellen bestatigt (Clynes et al., 2000; Huang et al., 2010). Fiir keinen der eingesetzten
hgB-spezifischen Antikorper konnte in vivo eine Schutzfunktion nachgewiesen werden. Im
Umkehrschluss bedeutet dies jedoch nicht, dass ADCC bei der Kontrolle des MCMV-
Infektionsverlaufes keine Rolle spielt. Da es mit dem verwendeten Ansatz nicht moglich
war eine Aussage (iber die ADCC-Fahigkeit des natirlicherweise gegen MCMYV induzierten
Antikorperrepertoires zu treffen, besteht nach wie vor die Option, dass Antikdrper gegen
virale Glykoproteine oder nicht strukturelle Proteine ADCC vermitteln. Es gibt verschiede-
ne Szenarien, welche auch ADCC gegen hgB erlauben und den im Versuchsaufbau nicht
erbrachten Nachweis begriinden. Diese sollen im Folgenden erlautert werden:

In den vorliegenden Versuchen wurden drei hgB-spezifische Antikdrpern eingesetzt. Al-
lerdings muss die fehlende Protektionskapazitat der getesteten Antikorper nicht auf an-
dere hgB-spezifische Antikorper oder gar auf Antikdrper mit anderer Spezifitat Gbertrag-
bar sein. Legt man die auf Basis von HSV gB modellierte Struktur von hgB zugrunde, bin-
den 27-287 und SM5-1 mit AD-1 und AD-4 an eher exponierte Stellen von hgB (Potzsch et
al., 2011). 27-39 erkennt ein konformationsabhangiges Epitop (Britt and Vugler, 1992).
Allerdings kdnnen virale Fusionsproteine oft verschiedene, teilweise inaktive Konforma-
tionen einnehmen, um unkontrollierte Fusionsaktivitat zu vermeiden. Beispielsweise sind
bereits drei pH-abhdngige Konformationen von Glykoprotein G des Vesicular Stomatitis
Virus bekannt (Roche et al., 2008). Da die Postfusionskonformation unerwartete struktu-
relle Homologien zu HSV gB und damit wahrscheinlich ebenso zu CMV gB hat, ist es plau-
sibel, dass auch fir hgB verschiedene Konformationen existieren, bei welchen die Binde-
stellen fiir 27-287 und SM5-1 mdglicherweise nicht so gut exponiert sind wie im postulier-
ten Model der Post-Fusionskonformation (Heldwein et al., 2006; Roche et al., 2008). Ob-
wohl Antikérperbindung an hgB mittels Immunfluoreszenz und durchflusszytometrischen
Analysen nachgewiesen wurde, konnte es der Effektorzelle auf Grund ihrer GroRRe sterisch
nicht moglich sein an den Fc-Teil des Antikorpers zu binden, wenn sich das von den ver-
wendeten Antikorpern gebundene Epitop in einer strukturellen Nische des Proteins be-
findet. Besonders fiir SM5-1 ist dies naheliegend, da AD-4 in einer analog zu den bekann-
ten Strukturen modelierten Pre- und Post-Fusionskonformation von hgB an der
membranzugewandten Basis des Proteins lokalisiert ist (Dr. Pia Riicker und Prof. Dr. Hein-
rich Sticht, Dissertation Dr. Sonja Potzsch, Universitdt Erlangen). Antikérper, welche sich
in ihren Eigenschaften wie Bindung an besser exponierte Epitope oder Subtyp unterschei-
den, sind eventuell in der Lage ADCC zu induzieren. Auch transferiertes Serum von hgB-
immunisierten Mausen konnte in vivo keinen Schutz vermitteln, obwohl es grolRe Mengen
an hgB-spezifischen Antikérpern enthielt. Diese Tatsache kdnnte damit erklart werden,
dass die ADCC-fahigen Antikorper im eingesetzten Serumpool von immunisierten Mausen
in zu geringen Konzentrationen enthalten waren.

Die Expression und Exposition von hgB auf der Oberflache infizierter Zellen wurde mittels
Immunfluoreszenz und durchflusszytometrischer Analysen nachgewiesen (Abb. 7). Dabei
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wurde die Menge von hgB im Verhdltnis zu anderen MCMV-kodierten Glykoproteinen
nicht quantifiziert. Teilweise erwies sich der Nachweis von Oberflaichen-hgB im
Durchflusszytometer als schwierig. Daher besteht die Moéglichkeit, dass trotz der Detekti-
on von hgB die Menge des prasentierten Proteins nicht ausreichte um ADCC zu induzie-
ren.

Eine weitere Eigenschaft von hgB ist, dass es standig von der Oberflache endozytiert wird.
Dieser Mechanismus wurde fiir verschiedene herpesvirale Glykoproteine beschrieben,
welche nach der Endozytose in die Virushille integriert werden und existiert unter ande-
rem auch bei gB von HSV und VZV (Beitia Ortiz de Zarate et al., 2007; Heineman and Hall,
2002). Allerdings gibt es noch kein einheitliches Konzept iber dessen Bedeutung. Wah-
rend beispielsweise die Endozytose von VZV gE wichtig fiir die Replikation des Virus in
vitro und dessen Virulenz in vivo ist (Moffat et al., 2004), hat in anderen Fallen das expe-
rimentelle Inhibieren der Endozytose von Oberflachenproteinen keinen oder nur geringen
Einfluss auf die Replikationsfahigkeit und die Komposition der Viruspartikel. Letzteres
wurde exemplarisch fiir gB von PRV und HCMV demonstriert (Jarvis et al., 2002; Nixdorf
et al., 2000). Da hgB auch mit bereits gebundenem Antikdrper internalisiert wird, konnte
dies wahrend der Reaktivierung in vivo Vorteile flr das Virus mit sich bringen. Internali-
sierte Antikorper werden im Lysosom abgebaut und stehen damit fir die Immunantwort
nicht mehr zur Verfligung. Fiir UL132 von HCMV wurde gezeigt, dass ein Groliteil des
oberflachenexponierten Proteins innerhalb von 20 Minuten endozytiert und dem TGN
zugefuhrt wird (Kropff et al., 2010). Méglicherweise werden auch in vivo gebundene Anti-
korper mit dem Protein endozytiert, bevor Effektorzellen binden und ihre Zytolyse-
funktion erfillen kénnen.

Um dem vorzubeugen und einen auf die Endozytose von hgB zurlickzufiihrenden Effekt
auszuschlieBen, wurde das MCMVhgBCo™ Virus generiert. Verschiedentlich wurde gezeigt,
dass das Entfernen von intrazellularen Di-Leucinen und tyrosinbasierten Transportmoti-
ven die Internalisierung der entsprechenden herpesviralen Proteine verringern kann. Zum
Beispiel tragt gB von HSV im C-Terminus mehrere dieser konservierten Motive. Die
Deletion des C-Terminus oder die Unterbrechung der Di-Leucine fiihrten zu einer ver-
starkten Oberflachenexpression von HSV-gB (Beitia Ortiz de Zarate et al., 2004; Fan et al.,
2002). Des Weiteren wurde die Bedeutung der tyrosinbasierten Sequenzen durch die Bin-
dung von gB-spezifischen Antikérpern an PRV-infizierte Monozyten demonstriert
(Favoreel et al.,, 2002). Diese fiihrte zur Internalisierung des Antigen-Antikorper-
Komplexes. Durch die Mutation von Tyrosin im Transportmotiv wurde dieser Prozess
stark verringert Auch von HCMV werden diese fiir andere Herpesviren beschriebenen
Sortierungsmotive genutzt. HCMV UL132, welches genau wie hgB tyrosinbasierte Motive
und Di-Leucine enthalt, zeigte nach Mutation dieser Transportmotive extensive Oberfla-
chenexpression im Vergleich zur vornehmlichen TGN-Lokalisation des wt Proteins (Kropff
et al.,, 2010). Dieser Effekt trat starker hervor je mehr der vier untersuchten
Endozytosemotive mutiert wurden. Daher wurde bei MCMVhgBCo™ wie am Beispiel von
HSV-gB der komplette intrazelluldare Part entfernt. Damit sollten alle Endozytosemotive
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eliminiert werden. Fiir das MCMVhgBCo-Virus konnte in Immunfluoreszenzfarbungen
und durchflusszytometrischen Untersuchungen jedoch keine verstarkte Oberflaichenex-
position im Vergleich zu MCMVhgB detektiert werden (Abb. 7). Es wurden geringe Unter-
schiede in der Verteilung des Proteins beobachtet, da viral exprimiertes hgB sowohl in
den Zellen als auch auf der Oberflaiche mehr aggregierte als hgBCo. Auch bei gM von
HCMV scheint das YxxO Motiv eine stdarkere Rolle im intrazelluldren Transport zum
assembly compartment zu spielen, als fir die Oberflaichenendozytose (Krzyzaniak et al.,
2007).

ADCC uber hgB als Zielstruktur der Antikorper war fiir beide hgB Viren im gezeigten Ver-
suchsaufbau nicht nachzuweisen. Die daflir angefiihrten moglichen Ursachen griinden
grofitenteils auf den charakteristischen Eigenschaften des als Zielstruktur verwendeten
Proteins, wie Konformation, Oberflaichenexpression und Endozytose. Daher kdnnte der
Nachweis méglicherweise durch eine Anderungen des Antigens gelingen. Beispielsweise
konnte die Oberflaichenexpression von hgB verbessert werden, indem das Protein Uber
Glycosylphosphatidylinositol an der Zelloberflache verankert wird (Low, 1989; Paulick and
Bertozzi, 2008). Dadurch wird die Endozytose verhindert. Eine andere Moglichkeit ware
ein Virus zu konstruieren, welches als heterologes Zielantigen ein zelluldres Protein
exprimiert, das eine hohe Abundanz auf der Oberflache sowie eine stabile Konformation
aufweist und nicht endozytiert wird. Hierflr wirden sich Oberflichenmarker von huma-
nen Immunzellen eignen wie beispielsweise CD20, da eine Vielzahl von Antikdrpern gegen
diese Proteine angeboten wird.

5.2 MCMV Immunkontrolle in CD8”" Miusen

Im gesunden Wirt wird die CMV Infektion durch vielschichtige Immuneffektor-
mechanismen perfekt kontrolliert. CD8" T-Zellen wird dabei vor NK- und CD4" Zellen eine
prominente Rolle zugeschrieben (Moss and Khan, 2004; Polic et al., 1998; Reddehase et
al., 1987). Zu Beginn des zweiten Projekts wurde der Verlauf der MCMV-Infektion in
C57BL/6 wt Mausen und cD8” Miusen verglichen. Ein dhnliches Experiment wurde be-
reits in Mausen mit BALB/c Hintergrund durchgefihrt, in welchen nach Abklingen der
Primarinfektion nur noch IE Genprodukte, aber keine produktiven Viren mehr nachgewie-
sen werden konnten (Jonjic et al., 1990). In cD8” depletierten BALB/c Mausen verlief die
Infektion vergleichbar zu undepletierten Tieren. NK-Zellen von C57BL/6 Mausen besitzen
im Gegensatz zu BALB/c Mausen einen aktivierenden Ly49H Rezeptor, welcher das virale
Protein m157 bindet. Dies flihrt zu einer geringeren Suszeptibilitat von C57BL/6 Mausen
gegen die MCMV-Infektion. Da im MCMV157luc-Virus m157 durch das Luziferasegen er-
setzt wurde, fehlt bei Infektion mit dem rekombinanten Virus der Ligand fiir Ly49H. Folg-
lich sollten die Empfanglichkeit fiir die rekombinanten Viren und der Verlauf der Infektion
mit diesen in C57BL/6 und BALB/c Mausen dhnlich sein (Bubic et al., 2004). Durch die vor-
liegenden Ergebnisse wurde dies bestatigt (Abb. 18-21). Fiir C57BL/6 und CD8”" Miuse
wurden keine Unterschiede den Infektionsverlauf oder die etablierte humorale Immun-
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antwort betreffend festgestellt. In der Leber einer Maus wurden einzelne Viren durch
Anzucht nachgewiesen. Dabei handelte es sich um sehr geringe Mengen, da reproduzier-
bar in Mehrfachansatzen nur ein Plaque in einem Ansatz detektiert wurde.

Zur Aufrechterhaltung der Latenz im immunkompetenten Wirt gibt es verschiedene Theo-
rien (Kurz and Reddehase, 1999; Reddehase et al., 2002). Eine besagt, dass systemische
Latenz weniger durch spezifische Kontrollfaktoren des Replikationszykluses innerhalb la-
tent infizierter Zellen, sondern durch zelluldre Immunabwehrmechanismen bedingt ist
(Polic et al., 1998). Demzufolge wird im asymptomatischen Wirt sténdig latentes Virus in
einzelnen Zellen reaktiviert, die Ausbreitung des Infekts aber durch Immuneffektorzellen
unterbunden. Zellen, welche friihe virale Antigene exprimieren, werden beispielsweise
von Gedachtnis-CTL eliminiert, bevor Virus produziert werden kann (Karrer et al., 2003;
Kurz and Reddehase, 1999). Fehlen die CTL, wird die lokale Reaktivierung von anderen
Effektoren wie NK-Zellen oder Antikérpern bekampft und kann sich nicht ausbreiten
(Jonjic et al., 1994; Polic et al., 1998). Die Detektion einzelner infektioser Viruspartikel in
den vorliegenden Versuchen impliziert, dass die Immunantwort, welcher eine Ebene
fehlt, nicht 100 %-ig effektiv war. Trotz teilweiser Kompensation der Aufgaben von CTLs
durch andere Zellen, ist das Netz der Immunkontrolle ohne CD8" Zellen nicht mehr so
engmaschig und damit nicht komplett. Dies fiihrte anscheinend dazu, dass gelegentlich
wie in der untersuchten Leber einzelne infizierte Zellen in der frilhen Phase des
Replikationszykluses nicht erkannt wurden und infektidse Partikel bilden konnten, bevor
diese durch andere Effektorzellen eliminiert wurden. Fir den gesamten Organismus ver-
lauft der Infekt ohne CTL trotzdem mit vergleichbarer Kinetik und wird weiterhin kontrol-
liert. Nicht bestimmt wurde, ob es sich bei dem Nachweis von Virus in einem Organ eines
Versuchstieres um einen extrem seltenen Einzelfall oder ein haufiger vorkommendes Er-
eignis handelt, das auch in anderen Organen beobachtet werden kann. Diese feinen Un-
terschiede bedilrfen weiterer Untersuchungen und einer Bestimmung der Frequenz von
Viruspartikeln.

5.3 DN T-Zellen

Im Verlauf der Arbeit wurden DN T-Zellen als weiterer Bestandteil der vielschichtigen Im-
munantwort gegen MCMV nachgewiesen. DN T-Zellen stellen weniger als zehn Prozent
der im Blut zirkulierenden Lymphozyten, da sie vor allem in Geweben lokalisiert sind. Sie
lassen sich nach der Zusammensetzung ihres TCR in TCRap" und TCRyS" unterteilen, wel-
che jedoch viele Oberflachenmarker wie CD2, CD3, CD4, CD5, CD7, CD8, CD11b, CD16,
CD25 und CD28 teilen (Haas et al., 1993). TCRaB" T-Zellen residieren vor allem im Kno-
chenmark, der Leber und dem Thymus (Hossain et al., 2000). TCRyS"* T-Zellen findet man
in gréBeren Mengen in den epithelialen Geweben von Darm, Haut und des Reprodukti-
onstraktes (Bluestone et al., 1995). Allerdings ist keine der beiden Untergruppen homo-
gen. Erneut gibt es Subpopulationen, welche sich durch die Verwendung bestimmter
Kombinationen von a, B oder y, 6 Gensegmenten auszeichnen. Da beide Gruppen trotz
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unterschiedlicher Eigenschaften teilweise redundante Funktionen erfiillen, werden die
Effekte von TCRyS" oft durch TCRap" T-Zellen verschleiert (Hayday, 2000). Durch die Pro-
duktion von Wachstumsfaktoren und lymphotaktischen Chemokinen wie IFNy und TNFa,
welche andere Zellen anlocken und aktivieren, lGibernehmen sie immunregulatorische
Aufgaben. Sie nehmen Stress- und Entziindungssignale auf und lbersetzten sie in Stimuli,
die zur passenden Polarisierung von Effektorzellen fiihren. Obwohl sie meist auf Th1 pola-
risiert sind, kdnnen sie ebenfalls Th2 Zytokine produzieren (Cron et al., 1989; Yin et al.,
2000). AuBerdem kénnen Zytokine wie Interferone und TNFa Gber die Bindung an Rezep-
toren auf infizierten Zellen intrazelluldre, antivirale Signalwege aktivieren (Guidotti and
Chisari, 2000; Lucin et al., 1992; Pavic et al., 1993). Diese beiden Wirkungsweisen von
TCRapB*-produzierten Zytokinen erkldren, warum nach adoptivem Transfer von TCRap" T-
Zellen reduzierte Virustiter in den Organen von immundefizienten Mausen detektiert
wurden (Abb. 30). Schon frither wurde die Beteiligung von TCRaB" Zellen an der Immun-
antwort gegen MCMV in Betracht gezogen. Hossain et al. (2000) detektierten ein Anstei-
gen von DN TCRap" Zellzahlen in Bauchhéhle, Leber und Milz von C57BL/6 und BALB/c
Mausen nach Infektion mit MCMV. Die Zellen zeigten lGberwiegend einen aktivierten Pha-
notyp. Daher wurde Uber friihe antivirale Effekte durch die Produktion von INFy und Mak-
rophagen-aktivierende Faktoren spekuliert. Zytokine wie IFNy konnten in vitro die Virus-
replikation begrenzen und zeigten auch in vivo protektive Effekte (Chong et al., 1983; Oie
et al., 1975; Osborn and Medearis, 1966). Fir langeren Schutz werden allerdings zusatzli-
che Effektorfunktionen wie die Zytolyse bendtigt (Guidotti and Chisari, 2000). Dies ist die
potenteste Eigenschaft von DN T-Zellen. Ahnlich wie NK-Zellen und CTL kénnen sie die
Zytolyse von abnormen Zellen durch Freisetzen von Perforin und Granzym, sowie
Apoptose durch die Expression des Fas-Liganden vermitteln. Obwohl grundsatzlich so-
wohl TCRaB" als auch TCRy8" T-Zellen zur Zytolyse befihigt sind, reagierten nur TCRy&"
Zellen spezifisch mit der Eliminierung von MCMV-infizierten Zellen, wie in dieser Arbeit
gezeigt werden konnte (Abb. 29). Auch in vivo konnten nur TCRy&", nicht aber TCRaB"
Zellen langerfristig schiitzen, was Protektion (iber Zytolyse nahelegt.

5.4 TCRyS&' T-Zellen

Die Diversitat des yé T-Zell-Rezeptors entsteht, wie die des af T- und B-Zell Rezeptors,
durch die Kombination von V- (variable), nur bei der 6 Kette D- (diversity) und J- (joining)
Gensegmenten (V(D)J-Rekombination). Dabei ist die Anzahl der jeweiligen Allele niedriger
als fir o und B Ketten, was zu einer geringeren Variabilitat fihrt. Fir Vy gibt es sieben
Allele, fur V& zehn (Allison and Havran, 1991). Dazu kommen jeweils mehrere J- bzw. D-
und J- Allele (Hayday, 2000). TCRyS" Zellen werden nach der Benutzung der variablen
Gensegmente in der y- und 6-Kette benannt, die oft flr bestimmte Untergruppen charak-
teristisch sind. Problematisch ist die Beschreibung der benutzten Gensegmente in
murinen TCRy&" Zellen, da es in der Literatur mindestens drei verschiedene Nomenklatu-
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ren gibt (Arden et al., 1995; Garman et al., 1986; Heilig and Tonegawa, 1986). Am gan-
gigsten ist die Nomenklatur nach Heilig und Tonegawa.

Vergleich der verschiedenen Nomenklaturen fiir murine Vy Gensegmente

Modifiziert aus Hayday (2000); G entspricht y, V variabel

Arden et al. (1995) Heilig und Tonegawa (1986) Garman et al. (1986)
GV1S1 Vy5 Vy3
GV2S1 Vy6 Vy4
GV3S1 Vy4 Vy2
GV4S1 Vy7 Vy5
GV5S1 vyl Vyl.1
GV5S2 Vy2 Vy1.2
GV5S3 Vy3 Vy1.3

TCRyS" Zellen werden anhand von mehreren Parametern unterschieden. Zu diesen gehé-
ren der Zeitpunkt der ontogenetischen Entwicklung und deren Abhangigkeit vom Thymus,
die anatomische Lokalisation und das benutzte TCR-Repertoire (Haas et al., 1993). Durch
die Benutzung von bestimmten variablen Gensegmenten kdnnen sie in Subpopulationen
untergliedert werden, welche ein limitiertes Funktionspotential besitzen und mit der Lo-
kalisation in bestimmten Geweben assoziiert sind. Schon sehr frith in der Ontogenese,
sogar noch einige Tage vor den TCRaB" Zellen, erscheinen periphere TCRy&" Zellen in
Schiiben (Havran and Allison, 1988; Hayday, 2000). Sie haben ein begrenztes, teilweise
monoklonales TCR-Repertoire, weil nur bestimmte V-Segmente genutzt werden und
durch das Fehlen der terminalen Desoxynucleotidyltransferase in fetalen Zellen keine N-
Nukleotide vorhanden sind, welche spater fiir zusatzliche Diversitdt sorgen (Bonneville et
al., 2010). Zu diesen gehoren die dendritischen, epidermalen T Zellen (DTEC) mit ihrem
Vy5V61 TCR und die Vy6V81* Zellen in den Epithelien des Fortpflanzungstraktes und der
Lunge (Jameson and Havran, 2007; Mukasa et al., 1999; Roark et al., 2004). Auch spater
entstehende periphere TCRyS" Zellen durchlaufen eine funktionelle Programmierung im
Thymus (Born et al., 2010). In den sekundaren lymphatischen Organen differenzieren
manche Populationen induziert durch antigenpradsentierende Zellen und ibernehmen
dann spezifische Funktionen (Born et al., 2010). Vy1* DN T-Zellen sind in foetalen und
postnatalen Mausen nur in sehr geringen Mengen zu finden. Indessen stellen sie in adul-
ten Tieren die groRte Population der TCRy&" T-Zellen, welche erneut zweigeteilt ist. Ein
Teil der Vy1* DN T-Zellen ist der Entwicklung auf den Thymus angewiesen und residiert
vor allem in den sekundaren lymphatischen Organen. Eine Besonderheit sind die andere
Gruppe der Vy1® Zellen, die nach ihrer Lokalisation in den intestinalen Epithelien des
Darmes benannten Intraepithelialen Lymphozyten (IEL). Sie machen dort 15 — 60 % der
TCRy&" Zellen aus und kdnnen sich auch in Nacktmausen ohne Beteiligung des Thymus
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entwickeln (Pereira et al., 1995). Diese Zellen gehéren zu distinkten Populationen, die sich
untereinander nicht austauschen (Chennupati et al., 2010).

Allen TCRy&" Zellen ist gemein, dass sie schnell und ohne vorhergehende Aktivierung rea-
gieren koénnen, ein begrenztes TCR-Repertoire besitzen und ihr Antigen auch unabhangig
von MHC-Prasentation erkennen kénnen. Dies inkludiert auch unprozessierte Nicht-
Peptide (Boismenu and Havran, 1997; Hayday, 2000). Meist Glbernehmen sie immunregu-
latorische Funktionen beispielsweise durch die Produktion von Zytokinen oder sie agieren
als zytolytische Effektorzellen. Sie kénnen aber auch abweichende Funktionen erfiillen,
wie Antigenprasentation (Cheng et al., 2008), Phagozytose (Wu et al., 2009) oder die Be-
reitstellung von B- und T-Zell-Hilfe (Pao et al., 1996; Wen et al., 1996).

Da Funktionen wie Cytokinproduktion, Antigenprasentation und Zellyse zur Virusabwehr
beitragen kdnnen, ist es von groRem Interesse TCRy&" T-Zellen im Zusammenhang mit der
MCMV-Infektion zu untersuchen. Bisher gab es dazu sehr wenige Erkenntnisse. 1989
wurden von Jonjic et al. maximal 100 000 DN Lymphozyten aus sechs Wochen infizierten
CD4"-depletierten Mausen in bestrahlte Mause transferiert, welche anschlieRend infiziert
wurden. Dabei konnte zwei Wochen nach Infektion keine Reduktion der Virustiter in der
Lunge der Rezipienten detektiert werden. Ninomiya et al. (2000) fanden finf Tage nach
Infektion in der Leber von TCRy&*-depletierten Tieren erhdhte Virustiter und postulierten
eine protektive Rolle von Vy1® Zellen durch die Produktion von IFNy in der friihen Phase
der MCMV-Infektion. Auch Cavanaugh et al. (2003) detektierten unter anderem einen
Einstrom von CD8" und DN TCRy8" Zellen in die Speicheldriisen von infizierten BALB/c
Mausen, welcher mit erhéhten IFNy-, IL10- und CC-Chemokin-Leveln einherging und bis
mindestens 28 Tage nach Infektion anhielt. Da weitere Daten Uber die Reaktion von
TCRyS" T-Zellen auf die MCMV-Infektion nicht verfiigbar waren, war es wichtig deren
protektive Funktion in vivo genauer zu untersuchen und die Ubertragbarkeit der Ergeb-
nisse auf den Menschen zu tberpriifen.

Im humanen System der HCMV-Infektion sorgte vor allem die Gruppe um Merville und
Dechanet fiir stindig neue Erkenntnisse tber TCRy&" T-Zellen. Dabei legten sie den
Schwerpunkt auf die Unterscheidung der TCRyS® Subpopulationen basierend auf der
Verwendung der y- und &-Ketten. 1999 wurde ein dauerhafter Anstieg von TCRy&" T-
Zellen im Blut von Nierentransplantationspatienten nach HCMV-Infektion beobachtet
(Dechanet et al., 1999). Diese Zellen trugen vor allem die V&1- und V&3-Kette und prolife-
rierten TCRy6-abhangig bei Inkubation mit HCMV Partikeln oder Lysat infizierter Zellen ex
vivo. Zwei Jahre spater wurde eine Korrelation zwischen frither TCRy&" Expansion und
einem positiven Krankheitsverlauf publiziert (Lafarge et al., 2001). AnschlieRend wurden
T-Zell-Klone hergestellt und festgestellt, dass vor allem V62 Klone in vitro HCMV-infizierte
Zellen lysierten und die Ausbreitung des Virus limitierten (Halary et al., 2005). V62" T-
Zellen im Blut von immunkompetenten Personen und Transplantationspatienten zeigten
ein begrenztes, oligoklonales Rezeptorrepertoire und den Phanotyp von Effektor-
/Gedachtniszellen. Damit sind sie der adaptiven Immunantwort zuzuordnen (Pitard et al.,
2008). Sogar bei der Infektion mit CMV in utero wurde ab der zwdlften Woche der
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Gestation die Expansion und Differenzierung von Vy9 Zellen nachgewiesen, was deren
Einbindung in frihe antivirale Protektionsmechanismen suggeriert (Vermijlen et al.,
2010). Trotz der vielen Zusammenhange im humanen System wurde direkte Protektion
durch TCRy8" T-Zellen in vivo nicht bewiesen. Auch die Spezifitit der Effektorzellen konn-
te nicht bestimmt werden. Obwohl sich dies oft als schwierig erwies, gibt es dafir bei
anderen viralen Infektionen Anhaltspunkte.

Im murinen Model der HSV-Infektion wurde ein TCRy&" T-Zell-Klon isoliert, welcher
konformationsabhdngig den unglykosilierten Aminoterminus von Glykoprotein | ohne
Prasentation auf MHC erkennt (Johnson et al., 1992; Sciammas and Bluestone, 1998).
TCRy&" Zellen ddmmten die HSV-Infektion durch die Produktion von IFNy ein (Johnson et
al., 1992). Genauso wurden nach Infektion mit Influenza A T-Zell-Hybridome hergestellt.
Diese reagierten auf Influenza A, nicht aber auf Sendai- oder Vaccinia-Virus-infizierte Zel-
len, welche Influenza A-Proteine trugen, mit der Produktion von IL2. AuRerdem wurden
sie von rekombinant exprimiertem, zellularem Hitzeschockprotein 60 (HSP60) beeinflusst.
Auch HSP60-reaktive Klone aus uninfizierten Mausen bildeten IL2 nach Inkubation mit
Influenza A infizierten Zellen (Ponniah et al., 1996). Hier scheint die Bindestruktur also ein
zelluldres Protein zu sein, welches in infizierten Zellen hochreguliert ist. Da sowohl virale
Proteine, als auch zelluldare Stressproteine, die nach Infektion verstarkt exprimiert wer-
den, als Zielantigen fiir TCRyS" Zellen in Betracht kommen, ist es problematisch Parallelen
zu anderen Virusinfektionen zu ziehen. Obgleich die Bestimmung der Zielantigene kompli-
ziert ist, und es sich bei den einzelnen Viren um unterschiedliche Strukturen handeln
kann, bleibt festzuhalten, dass TCRy8" Zellen bei der Bekdmpfung von vielen viralen Infek-
tionen eine mehr oder weniger prominente Rolle spielen.

Oft ist der erste Anhaltspunkt fiir eine Beteiligung der TCRy&" Zellen an der Infektionskon-
trolle eine erhohte Zellzahl nach Infektion von immunkompetenten Tieren, wie beim
West Nil Virus (Wang et al., 2003). TCRy6'/' Tiere zeigten hohere Virustiter und starkere
Dissemination. Nach adoptivem Transfer von TCRy8" in diese Tiere wurde eine reduzierte
Suszeptibilitat beobachtet, welche auf IFNy-Produktion zurlickzufiihren war. Auch bei der
Vaccinia-Virus-Infektion zeichneten sich TCRy{S'/' Mause durch signifikant erhohte Virusti-
ter und eine groRere Sterblichkeitsrate aus (Selin et al., 2001). Obwohl in TCROLB'/' Mau-
sen eine voriibergehende Kontrolle der Infektion zum Zeitpunkt maximaler TCRyS" Zell-
zahlen beobachtet wurde, konnten TCRyS" Zellen keine dauerhafte Kontrolle etablieren.
Insgesamt wird deutlich, dass TCRyS" Zellen sowohl Eigenschaften der angeborenen als
auch der adaptiven Immunantwort besitzen und daher oft zwischen beiden eingeordnet
werden. Zum einen reagieren sie schnell und benétigen keine vorhergehende Aktivierung.
Sie erkennen auch nicht-Peptid-Strukturen unabhangig von MHC und besitzen ein be-
grenztes, teilweise konserviertes TCR-Repertoire. Ob sie fahig sind ein immunologisches
Geddachtnis auszubilden wurde kontrovers gesehen, aber in neueren Publikationen besta-
tigt (Hayday, 2000; Wallace et al., 1995). Auf der anderen Seite entstehen sie durch V(D)J-
Rekombination und gehdren durch die Expression eines TCR zu den T-Zellen. Ebenso
weilst ihnen der Schutz durch adoptiven Transfer von Zellen infizierter Donoren einen
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Platz in der adaptiven Immunitdt zu. Da in den gezeigten Transferversuchen nur
praadaptierte, und nicht naive TCRy8" T-Zellen schiitzten, unterstiitzen diese Ergebnisse
die Zuordnung zur angepassten Immmunitat. Dies wiirde bedeuten, dass in den vorlie-
genden Experimenten TCRyS" T-Zellen eine Aktivierung in Donoren bendtigen. Da diese
nicht in Rezipienten erfolgen kann, ist es naheliegend zu spekulieren, dass dafiir mogli-
cherweise bestimmte Strukturen, die Wechselwirkung mit anderen Zellen oder von die-
sen produzierten, aktivierenden Zytokinen benétigt werden (Cook et al., 2008).

Eine andere Hypothese, warum nur praadaptierte TCRyS" Zellen schiitzten, beruht auf der
klonalen Expansion MCMV-spezifischer TCRyS" Zellen in den Donoren. Dies hat zur Folge,
dass bei adoptivem Transfer von TCRy&" Zellen eine hohe Prozentzahl spezifischer Zellen
enthalten ist. Aus naiven Donoren gewonnene TCRy§" Zellen beinhalten Zellen mit ver-
schiedensten Bindekapazitdaten, unter welchen MCMV-spezifische Zellen vielleicht nur
einen verschwindend geringen Anteil ausmachen. Diese Hypothese wird von der Tatsache
gestiitzt, dass im ersten Uberlebensversuch, in welchem 170 000 Zellen transferiert wur-
den, alle Rezipienten von TCRy&" Zellen bis Tag 60 ohne Anzeichen von Krankheit tiberleb-
ten. Im zweiten Uberlebenstest wurden weniger Zellen transferiert. Trotz signifikant ver-
langerter Uberlebensdauer im Vergleich zur Kontrollgruppe, welche PBS erhalten hatte,
verstarben die Rezipienten von praadaptierten TCRy8" Zellen schlieBlich zwischen Tag 51
und 69 nach Infektion. Eine mogliche Erklarung ware, dass hier die Grenze der minimal flr
den Schutz bendtigten Zellzahl erreicht ist. Weitere Expansion der Zellen im Rezipienten
flhrt schlieflich zur Erschopfung der T-Zellen. Dies ist ein bekanntes Phanomen bei Ge-
dachtniszellen (Akbar and Fletcher, 2005). Beispielsweise enthielten CD4" T-Zellen in
HCMV-infizierten Individuen kiirzere Telomere und weniger CD27/28 auf der Oberflache.
Dieser Phanotyp ging mit geringerer Replikationskapazitat einher (Fletcher et al., 2005).
Um diese Theorie fiir TCRy8" Zellen zu {iberpriifen, kénnte man den Phinotyp von Zellen
bei Transfer mit dem der Zellen kurz vor Ableben der Tiere in Bezug auf Telomerlange und
CD27/28-Expression vergleichen. AuBerdem ware es aufschlussreich zu sehen, ob besse-
rer bzw. schnellerer Schutz mit der Anzahl der transferierten Zellen korreliert und die mi-
nimal fir den Schutz und das Uberleben benétigte Anzahl transferierter Zellen zu be-
stimmen.

Einer anderen Erklarung fir den Verlust des Schutzes liegt die Immunevasion durch das
Virus zugrunde. Es ist nicht bekannt, ob TCRy&" Zellen ein zelluldres, moglicherweise
stressinduziertes oder ein viral kodiertes Antigen erkennen. Im Falle der Bindung von
TCRyS" Zellen an viral exprimierte Proteine auf der infizierten Zelle kénnten diese Protei-
ne wiahrend der Passagierung im Wirt mutieren, so dass sie durch die restringierte TCRy&"
Bindung an konservierte Proteine nicht mehr erkannt werden kénnen. Damit ginge der
vermittelte Schutz nach einiger Zeit verloren. Fiir NK-Zellen wurde nachgewiesen, dass
der immunologische Selektionsdruck der durch Bindung an m157 entsteht ausreichend
ist, um innerhalb weniger Viruspassagen in vivo Variationen von m157 entstehen zu las-
sen, welche die NK-Zell-Aktivierung tGber Ly49H umgehen (French et al., 2004; Voigt et al.,
2003). Ahnliches wiare auch fiir TCRy8" Zellen und ihren Liganden denkbar.
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Zwei wichtige Punkte konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht behandelt werden. Der ers-
te ist die Bestimmung der genauen Spezifitit der MCMV-reaktiven TCRy8" T-Zellen. Na-
turlich kommen als Zielstruktur alle viralen Glykoproteine in Betracht. Dariber hinaus
kénnte es ebenso ein zelluldres Protein sein, das durch den Zellstress der Infektion
exprimiert oder hochreguliert wird. Allgemein konnen yb TCR verschiedenste Liganden
mit oder ohne MHC Prasentation erkennen. Zu diesen geh6ren unter anderem virale Pro-
teine, stressinduzierte Tumorantigene oder Hitzeschockproteine und Nichtpeptid-
Strukturen, welche von gestressten Zellen oder Mikroorganismen produziert werden wie
Phosphoantigene (Bonneville et al., 2010; Hayday, 2000; Johnson et al., 1992; Ponniah et
al., 1996). Erste Hinweise auf die Natur des Antigens fiir MCMV-spezifische TCRy&" Zellen
gibt der Zytolysetest (Abb. 29). MCMV-infizierte Zellen, die sich in der frilhen Phase des
Replikationszykluses befanden, wurden besser lysiert als Zellen, welche den Zyklus kom-
plett durchliefen. AuBerdem wurde die Eliminierung infizierter Zellen durch die Zugabe
von IFNy unterbunden. Im Gegensatz dazu wurden MCMV-infizierte Zellen von CD8" Zel-
len nach IFNy-Behandlung besser lysiert als ohne, da durch Zugabe von IFNy die MHC Pra-
sentation von viralen Proteinen auf der Oberflache infizierter Zellen verstarkt wird
(Guidotti and Chisari, 2000). Dies impliziert zum einen, dass es sich bei den Zytolyse-
induzierenden Antigenen fiir TCRyS" und CD8" Zellen um unterschiedliche Strukturen
handelt. Zum anderen lasst sich spekulieren, dass sich das Epitop fiir TCRyS" Zellen auf
einem viralen Nicht-MHC-prasentierten Protein oder auf einem zelluldren (Stress-) Prote-
in befindet. Ware es ein MHC-prasentiertes Protein, wiirde IFNy dessen Oberflachenpra-
sentation und damit die Erkennung durch Effektorzellen wie am Beispiel der CD8" Zellen
verstarken. Eine engere Eingrenzung der Zielstruktur lieRe sich durch Aktivierungs- oder
Zytolysetests bewerkstelligen, in welchen Zielzellen angeboten werden, welche entweder
mit viralen Deletionsmutanten infiziert, oder einzelnen viralen Glykoproteinen transfiziert
wurden. Um zelluldre Liganden zu untersuchen kdonnten Zellen eingesetzt werden, welche
durch Infektion mit anderen Pathogenen ,gestresst” werden.

In diesem Zusammenhang ware zusatzlich abzuklaren, ob die Aktivierung der MCMV-
spezifischen TCRyS® Zellen tatsdchlich Giber den TCR und CD3" vermittelte Signale ge-
schieht oder Uber andere Rezeptoren wie Toll-like- oder NK-Zellrezeptoren. Beispielswei-
se ist NKG2D auf verschiedenen TCRy&" Zellpopulationen zu finden und ebenso wie der
TCR in der Lage Zytotoxizitat zu vermitteln (Bonneville et al., 2010). Zeigen liel3e sich dies
durch in vitro Aktivierungstests, bei welchen die TCR-Bindung blockiert wird.

Der zweite wichtige Punkt ist die Charakterisierung des Phanotyps der MCMV-reaktiven
TCRyS" T-Zellen. Hierbei wire es interessant zu wissen, ob es sich um eine klonal expan-
dierte Population handelt, die sich durch Verwendung bestimmter variabler Regionen in
den Ketten einer bekannten Gruppe von y& T-Zellen zuordnen lasst. Um dies zu bestim-
men wadre eine Analyse des Rezeptorrepertoires durch Spectratyping hilfreich, wie es be-
reits fir HCMV gezeigt wurde (Dechanet et al., 1999; Knight et al., 2010). Des Weiteren
wurde fiir humane Vy9V82 T-Zellen in Analogie zu CD8" Zellen eine Einteilung in naive,
zentrale oder Effektorgedachtniszellen oder terminal differenzierte Effektorzellen anhand
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der Oberflichenmarker CD27, CD28 und CD45RO bzw RA vorgenommen (Dieli et al.,
2003). Daher ist es wichtig die Expression von Oberflachenmarkern wie CD45R0O, CD62L
oder CD69 auf protektiven, murinen TCRyS" Zellen zu messen, da diese neben der Ein-
grenzung der Population auch den Aktivierungszustand beschreiben und eine Zuordnung
der transferierten Zellen zu Effektor- oder Gedachtniszellen erlauben.

AbschieRend bleiben die Griinde zu erwdhnen, welche TCRy&" Zellen zu einem guten
Werkzeug fiir Immunintervention machen. TCRyS® Zellen erkennen Antigene auch ohne
die Prasentation durch MHC-Molekiile. Weil sie nicht auf allogene MHC Molekiile reagie-
ren, induzieren sie keine TransplantatabstoBungsreaktion oder,Graft versus host disease”
und damit verbundene Symptome (Drobyski and Majewski, 1997; Haas et al., 1993). Dies
und die im Vergleich zu TCRaB" Zellen geringere Sensitivitat gegeniiber immunsuppressi-
ver Behandlung pradestiniert sie fiir die Therapie in Transplantationspatienten. Des Wei-
teren lassen sich einzelne Subpopulationen direkt ansteuern, da bestimmte Funktionen
mit der Verwendung von V-Ketten assoziiert sind. Dadurch werden geringere Zellzahlen
bendtigt, was zu weniger Nebenwirkungen beispielsweise durch Zytokine fliihren kann.
AuBerdem wurde bei TCRy8" Zellen oft ein ausbalancierter Effekt beobachtet, der durch
gegenlaufige Funktionen wie Pro- und Antiinflammation mehrerer Populationen bedingt
ist. Dies bedeutet, dass ein durch Deletion einer Population erzielter Effekt durch die ver-
bleibenden Populationen verstédrkt wird (Born et al., 2010). All dies macht TCRy8" zu ei-
nem Effektorzelltyp, der therapeutisch oder prophylaktisch in die Immunantwort eingrei-
fen kann.
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6 Material

6.1 Plastik und Verbrauchsmaterialien

Plastik- und Verbrauchsmaterialen wurden von den Firmen Becton Dickinson (BD, Heidel-
berg), Corning (Kaiserslautern), Eppendorf (Hamburg), Greiner Bio-One (Frickenhausen),
Hartenstein (Wurzburg/Versbach), Millipore (Schwalbach), Miltenyi Biotec (Bergisch
Gladbach), nerbe plus (Winsen/Luhe), Nunc (Wiesbaden), Peglab Biotechnology (Erlan-
gen), Sarstedt (Numbrecht) und VWR International (Darmstadt) verwendet.

6.2 Chemikalien und Reagenzien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien, Reagenzien und Lésungen wurden, soweit
nicht anders vermerkt, von den Firmen BD (Heidelberg), Fluka (Buchs, Schweiz), Gerbo
Biotechnik (Gaiberg), Invitrogen, (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Roche (Mannheim),
Roth (Karlsruhe), Sigma-Aldrich (Steinheim) und Thermo Fisher Scientific (Rockford, USA)
bezogen.

6.3 Medien, Puffer und Losungen

Puffer, Losungen und Verdinnungen wurden ausschlieRlich mit Reinstwasser aus dem
Milli-Q Biocell System der Firma Millipore (Schwalbach) hergestellt.

Puffer und Lésungen

Allgemeine Puffer:

PBS physiologischer Phosphatpuffer (phosphate buffered saline) pH 7,3
137 mM NaCl
2,7 mM KCl
7,3 mM Na,HPO,
1,4 mM KH,PO,4

T4 Puffer pH 7,3 STE Puffer
330 mM Tris-Acetat 100 mM Tris HCI
600 mM Kaliumacetat 200 mM NacCl
100 mM MgCl, 2mM EDTA
5mM DTT

VSP Virus Suspensionspuffer pH 7,8
1 M Tris
1 M KCl
0,1M
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TBE Elektrophoresepuffer
90 mM Tris
90 mM Borsaure
2,5 mM EDTA

LAP Luziferase Assay Puffer
15 mM K3PO4 (pH 7,8)
25 mM Gly-Gly
15 mM MgSO,

4 mM EDTA

Frisch dazu:

5 mM ATP
1 mMDTT

FACS Puffer pH 7,3
1x PBS
2 % FKS
2 mM EDTA

LS Luziferin Solution
25 mM Gly-Gly
15 mM MgS04
4 mM EGTA

0,05 mM Luziferin
2 mM DTT

Erythrozyten-Lysepuffer
0,15 M NH,CI
0,02 M HEPES
0,1 mM EDTA

Puffer fir Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) nach

Laemmli (1970):

SDS-Auftragspuffer (2x)
2 % SDS
10 % Glycerin
1 mM EDTA
0,005 % Bromphenolblau
15 mM Tris/HCI pH 6,8

5 % B-Mercaptoethanol

Proteintransferpuffer
25 mM Tris
192 mM Glycin
20 % Methanol (v/v)

Waschpuffer (ELISA/Immunfluoreszenz/PAA Gele)

1 x PBS
0,05 % Tween 20

ELISA-Puffer:

ELISA-Kopplungspuffer pH 9,6

15 mM Na,CO3
35 mM NaHCO3

Proteingellaufpuffer
14,3 g Glyzerin
3,03 g Tris
1gSDS
11H,0

Ponceau S-Firbel6sung
0,2 % Ponceau S
3 % Trichloressigsaure
in Aqua dest

Inkubationspuffer pH 7,3

1 x PBS
0,05 % Tween 20
2 % FKS
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Medien fiir Bakterienkultur

Medien fiir die Bakterien- und Zellkultur wurden im hauseigenen Medienlabor hergestellt
und sterilfiltriert. Vor Gebrauch wurden Antibiotika (100 mg Ampicillin, 30 mg Kanamycin,
17 mg Chloramphenicol) zugesetzt. Die Mengenangaben beziehen sich auf ein Endvolu-
men von einem Liter.

LB-Medium pH 7,2 LB-Agar
10 g Bacto Trypton 15 g Bacto Agar
5 g Bacto Hefeextrakt in LB Medium
5 g NaCl

SOC-Medium

20 g Bacto Trypton

5 g Bacto Hefeextrakt
2,5 mM NadCl

10 mM MgCl,

10 mM MgSO,

20 mM Glukose

M63 Medium 5 x pH 7 M9 Medium
10 g (NH4),S04 6 g Na,HPO,
68 g KH,PO,4 3 g KH,PO,
2,5 mg FeSO,4 x 7 H,0 1 g NH,CI
0,5 g NaCl
M63 Minimalmedium Platten MacConkey Agar Platten
15 g Agar 50 g MacConkey Agar
800 ml H,0 11H20
200 ml M63 Medium 5 x 0,2 % D-Galaktose
1 ml 1M MgSO,4x 7 H,0 12,5 pg/ml Chloramphenicol
0,2 % D-Galaktose/ 2-Deoyx-Galaktose/ Glyzerol
1 mg D-Biotin

45 mg L-Leucin
12,5 mg Chloramphenicol

Medien fiir Zellkultur

Alle Medien wurden vor Gebrauch mit 350 mg/l L-Glutamin und 10 % FKS versetzt.
Hybridomzellen und MEF wurden im hauseigenen RPMI 1640 Medium mit 100 U/ml Peni-
cillin und 100 mg/I Streptomycin kultiviert. Cos7-Zellen wurden in Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM) der Firma Gibco BRL (Glasgow, Schottland) mit 100 mg/I
Gentamycin kultiviert. Fir Transfektionen wurde das Medium ohne FKS und Gentamycin
angesetzt. Das Einfriermedium setzte sich aus drei Volumenan teilen 20 % Glukose und
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zwei Volumenanteilen Dimethylsulfoxid (DMSO) in Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) 1640 Medium zusammen.

Standards

Der GeneRuler TM DNA Ladder Mix wurde von Fermentas (St. Leon-Rot) bezogen. Der
Protein-Molekulargewichtstandard wurde bei der Firma Sigma-Aldrich (Steinheim) be-
stellt.

6.4 Biologische Materialien

6.4.1 Bakterien und Virusstamme

Der E.coli Stamm DH10B F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80dlacZAM15 AlacX74
deoRrecAl endAl araD139 A(ara,leu)7697galU galK A-rpsL nupG (Grant et al., 1990) wur-
de von Invitrogen (Karlsruhe) bezogen. SW102 Bakterien wurden von Prof. Dr. med. B.
Plachter (Universitdt Mainz) zur Verfligung gestellt. Das BAC MCMV157luc wurde von
Prof. Dr. M. Messerle (Virologie, Medizinische Hochschule Hannover) erhalten. Die Kon-
struktion von MCMV157luc ist auf der Internetseite des Journals Blood als online-
supportet-material des Artikels von Klenovsek et al. (2007) beschrieben. Die Konstruktion
der verwendeten mutierten Viren ist in Abschnitt 3.1 dargestellt. Gereinigte Viruspartikel
des HCMV Laborstammes AD169 (VR-538, ATCC) wurden von Barbara Kropff (Virologie
Erlangen) zur Verfligung gestellt.

6.4.2 Nukleinsdauren und Enzyme

Plasmide
urspringlich Eigenschaften Referenz
auf pcDNA3 basierendes Expressionsplasmid fur hgB von | hergestellt von M.
pcs8 AD169 Mach 1993
pgalk Blueskript backbone mit GalK Operon komplamentierender | (Warming et al.,

Sequenz 2005)

konstruiert

pc58 mit GalK Operon komplamentierender Sequenz, Homo- | apsatz 3.1.2

pc58+galk+A+B logie A und B (Abb. 4)

pc58+A+B pc58 mit Homologie A und B (Abb. 4) Absatz 3.1.2

Oligonukleotide

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma biomers (UIm/Donau) syntheti-
siert. Die Sequenzen sind jeweils in 5’-3’ Richtung angegeben. Erkennungssequenzen von
Restriktionsenzymen sind unterstrichen.
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Primer Sequenz Bindestelle,
Schnittstelle

pc58fw TCAGCGTTCGCAGC pc58

73b1 (pc58rw) AATTCCGCGTAGTCAGGGACGTCATAAGGATAG pc58

8b4 (Afw) CAACAATTGCCTTAATTAAGGGCTGTCCCCCATGCC MCMVie2, Mfel, Pacl

9b4 (Ars) CAACAATTGTAGGGTCGTATCGAG MCMVie2, Mfel

10b4 (Bfw) CAATGGGCCCTCTAGAGACCGTCAGGAAGAAG MCMVie2, Apal, Xbal

11b4 (Brs) CAATGGGCCCCCTTAATTAAGGTATTGATTAAAAACC MCMVie2, Apal, Pacl

91b3 (pc58lead) CTGCTCCCTGCTTGTG pc58

93b3 (MIEPrw) AGTCAATAATCAATGTC MIEP

15bh3 GAGTGGCACCTTCCAGGG pcDNA3

(pcDNAS3-rev2)

29b4 GGGTTTAGTTCCTCACC galk

(pc58Bfwsequ)

1b2 (pc58EcoRIb5) CATGCGCGAATTCAACTC hgB

4h2 (gBmut2-3) GAGTCTTTCAAGTGTCTGGCGCCGTTTTTGCGATGTC hgB

37b4 (pc58fw) TCAGDGTTCGCAGCCC pc58

3b2 CACCAACGAGCAGGCTGCCCAGATGCTTCTGGCCCTG | hgB

56b4 (M129rs) GGACACCATACTACTG

Fragmente fur die 2. Rekombination Region

51b4 GCTGTCCCCCATGCCATTCGAGCCCAGAGCAGGACGGACC | MCMV m126(A),

(Abdel) GCGGCTCGATACGACCCTAGACCGTCAGGAAGAAGATTCA | m129(B)
GTGAGAGGACACGAGGTATGTCATGGTTTTTAATCAATA

52b4 TATTGATTAAAAACCATGACATACCTCGTGTCCTCTCACTGA | MCMV m129(B),

(Abdel 180) ATCTTCTTCCTGACGGTCTAGGGTCGTATCGAGCCGCGGTC | m126(A)
CGTCCTGCTCTGGGCTCGAATGGCATGGGGGACAGC

54b4 GTAGTCATTATCACTTATTTGATCTATACTCGACAGCGGCGT | hgB, Stop, MCMV

(Gb o endoc) CTGTGCACGCAGCCGCTGTAGGACCGTCAGGAAGAAGATT | m129(B)
CAGTGAGAGGACACGAGGTATGTCATGGTTTTTAATCAATA

53b4 TATTGATTAAAAACCATGACATACCTCGTGTCCTCTCACTGA | MCMV m129(B),

(Gb o endoc 180) | ATCTTCTTCCTGACGGTCCTACAGCGGCTGCGTGCACAGAC | Stop, hgB

GCCGCTGTCGAGTATAGATCAAATAAGTGATAATGACTAC
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Enzyme

Restriktionsenzyme

SAP
Ligase

USB Europe GmbH, Staufen

Invitrogen, Karlsruhe

Tag-Polymerase und Collagenase D Roche, Mannheim

6.4.3 Zelllinien

New England Biolabs®Inc (NEB), Frankurt/Main

Zelllinie Beschreibung Herkunft/Spezies | Spezifitit | Referenz
Nierengewebeszellen .

Cos7 transformiert mit SV40 grine Meerkatze
27-39 B-Zell-Hybridom Maus lgG2a hgB (Utz et al., 1989)
27-287 B-Zell-Hybridom Maus 1gG2b AD-1 hgB | (Utz etal., 1989)
SM5-1 B-Zell-Hybridom Mensch IgG1 AD-4 hgB | (Potzsch et al., 2011)
Cc23 B-Zell-Hybridom Mensch AD-2 hgB | (Masuho et al., 1987)
CromalOl B-Zell-Hybridom Maus MCMV IE1 | eigene Arbeitsgruppe

. Prof. Dr. W. Britt, Uni-
p63-27 B-Zell-Hybridom Maus IgG2a HCMV IE1 versity Alabama, USA
priméare Zellen
HFF Vorhautfibroblasten Mensch |s.oI|ert. von B. Kropff,

Virologie Erlangen
. isoliert von J. Horlitz,

MEF embryonale Fibroblasten | Maus BTE Erlangen
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6.4.4 In vitro verwendete Antikorper und Konjugate

Zielantigen Konjugat | Spezies, Isotyp, | Firma, Kata- | Anwen- Verdinnungsstu-
Klon lognummer dung fel/ Konzentration

m CD16/23 - rlgG2b, k, 2.4G2 BD 553142 FC 1:100
direkt farbstoffgekoppelte Antikérper fiir die Durchflusszytometrie
m CD3s APC | loron s zens | sroosnes | O | 200
m CD3 Komplex | PE rlgG2b, k, 17A2 BD 555275 FC 1:400

AF700 | rigG2b, :gi_%;‘ii‘gg 1:400
m CD4 FC

PE GKLS BD 553730 1:800
m CD8a AF700 | rlgG2a, K, 53-6.7 :gi_%;‘;i‘g; FC 1:200
m CD335 FITC rIgG2a, K, 29A1.4 i?'g;‘;i”g: FC 1:300
m TCRp PE-Cy7 g;”ﬁgi;_cshge; Hams- i’g’;zgzznd FC 1:300
m TCRyd FITC GL3 BD 552177 FC 1:200
Antikorper fiir ELISA und WB
h 1gG Fey - g JIR 109-005-098 | B 2 pg/ml

- Chrome Pure h1gG | JIR 009-000-003 | Standard | 0,5 pg/ml
h 1gG HRP k Dako P0214 Detektion | 1:6 000
m IgG (H+L) - g JIR 115-005-003 | B 2 ug/ml

- Chrome Pure m IgG | JIR 015-000-003 | Standard | 0,5 pg/ml
m IgG Fcy HRP g JIR 115-035-071 | Detektion | 1:5 000
m IgG HRP g polyklonales 1gG Dako P 0447 Detektion | 1:1 000
rlgG (H+L) - g JIR 112-005-003 | B 2 pg/ml

- Chrome Pure r IgG JIR 012-000-003 | Standard | 0,5 pg/ml
rlgG Fcy HRP g JIR 112-035-008 | Detektion | 1:5 000
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Weitere Sekundarantikdrper

m IgG+M (H+L) | Cy3 g JIR 115-165-044 | IF 1:400
h1gG FITC k Dako F0202 IF 1:100
m IgG FITC k Dako F0232 IF 1:200
m IgG Fey FITC g JIR 115-095-071 | FC 1:200

Abkilrzungen: H schwere Kette, L leichte Kette, AF Alexa Fluor, HRP Meerrettich
Peroxidase, d Esel, m Maus, g Ziege, k Kanninchen, r Ratte, JIR Jackson Immuno Research,
B Beschichtung, E ELISA, FC Durchflusszytometrie, IF Immunfluoreszenz, NT Neutralisati-
onstest

6.4.5 Proteine und in vivo applizierte Reagenzien

Injektionsfertige Luziferin Losung wurde aus einem Teil PBS pH 8,5, eingestellt mit NaOH,
vier Teilen PBS pH 8,0, eingestellt mit NaHOs, und 2,5 mg/ml D-Luziferin (P.J.K. GmbH,
Kleinblittersdorf) hergestellt und steriltfiltriert. Die Antikorper YTS 191 gegen CD4
(Cobbold et al., 1984) und PK 136 gegen NK1.1 zur Depletion in vivo wurden bei bioxcell
(West Lebanon, USA) bestellt. YTS 191 Antikorper wurde auBerdem von Prof. Dr. S. Jonjic
(Universitat Rijeka, Kroatien) erhalten. GréRere Mengen an in vivo applizierten 27-39 und
27-287 Antikoérpern wurden von Prof. Dr. William Britt (University Alabama, USA) bereit-
gestellt. SM5-1 Antikorper fir den Schutzversuch waren ein Geschenk der Firma 4-
Antibody (Jena). Das rekombinant hergestellte hgB (Gonczol and Plotkin, 2001) wurde von
Sanofi Pasteur (Marcy L’Etoile, Frankreich) zur Verfligung gestellt.

6.4.6 Versuchstiere

Alle verwendeten Versuchstiere entstammten eigenen Zuchten. Sie wurden im Biolo-
gisch-Technischen Entwicklungsgebdude (Erlangen) in IVC-Kafigen (isolated ventilated
cages) unter SPF-Bedingungen (specific pathogen free) gehalten und basierten, soweit
nicht anders angegeben, auf Mausen von Charles River (Sulzfeld). Zusatzlich wurden auch
vom Anbieter bezogene C57BL/6 wt Tiere direkt in Versuchen eingesetzt.

cD8”JHT' wurden durch Kreuzung von cD8” und JHT’ Mézusen generiert und vor dem
ersten Einsatz in Versuchen fiir 8 Generationen iberwacht. JHT/ Mzuse (Chen et al.,
1993) wurden von Prof. Dr. Hans-Martin Jack (Universitat Erlangen) erhalten. C57BL/6-
RAG1” Mause (RAG’/’, Mombaerts et al., 1992) wurden von Prof. Dr. Irmgard Forster
(Universitat Muinchen) zur Verfigung gestellt. Genotypisierungen erfolgten mittels
durchflusszytometrischer Analysen oder nach DNA-Isolierung aus Schwanzbiopsien durch
PCR. Fiir die Versuche wurden sowohl mannliche als auch weibliche Tiere mit einem Min-
destalter von sechs Wochen eingesetzt.
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6.5 Gerate

Ultrazentrifugationen wurden in der Sorvall® RC-58 (Du Pont Instruments, USA) durchge-
fihrt. Im Zusammenhang mit Zellkultur oder Zellreinigung wurde die Rotina 420R von
Andreas Hettich (Tuttlingen) benutzt. Fir alle weiteren Zentrifugationen wurden die
Centrifuge 5424 (Eppendorf, Hamburg) und die Universal 30RF (Andreas Hettich, Tuttlin-
gen) eingesetzt.
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7 Methoden

7.1 Generierung der rekombinanten hgB-Viren

Die rekombinanten Viren wurden nach der Methode von Warming et al. (2005) generiert.
Im Ergebnisteil ist die Anwendung beschrieben (3.1).

7.1.1 Klonierungen

Isolierung von Plasmid und BAC-DNA

Plasmidisolierungen aus Bakterien erfolgten nach der Methode von Birnboim und Doly
(1979) mit dem Hi Pure Kit bzw. dem PureLink™ Quick Miniprep Kit (Invitrogen, Karlsru-
he) nach Protokoll des Herstellers. Die Durchfiihrung einer Midi- oder Maxipraparation
zur Gewinnung groRerer Mengen an DNA verlief analog. BAC-DNA wurde mit dem
NucleoBond BAC 100-Kit (Macherey-Nagel, Diiren) gewonnen. Die Konzentration der DNA
wurde im Nanodrop (Peqlab, Erlangen) bestimmt.

PCR

Die DNA-Amplifikation wurde im Wesentlichen nach der Methode von Saiki et al (1988)
durchgefiihrt. Fiir alle PCRs im Zusammenhang mit Klonierungen wurde das Expand™
High Fidelity PCR System dNTPack (Roche, Mannheim), flir analytische Kolonie PCRs das
DreamTaqT'vI DNA-Polymerase Kit (Fermentas, St. Leon-Rot) verwendet. In einem Ansatz
von 50 ul wurden 50 ng DNA oder plasmidhaltige Bakterien mit je 20 pmol der beiden
Oligonukleotide, 2,5 Units (U) Expand™ High Fidelity Tag-Polymerase (Boehringer, Mann-
heim), 800 pumol Desoxyribonukleotiden (dNTPs) und der entsprechenden Puffermenge
gemischt. Die DNA wurde in einem Thermocycler (Eppendorf, Hamburg) in 30 Zyklen un-
ter folgenden Bedingungen amplifiziert:

Initiale Denaturierung 94°C, 5 Min;

30 x Denaturierung der DNA, 95°C, 30 Sek;
Anlagerung der Oligonukleotide, 45°C, 1 Min;
Elongation, 72°C, 2 Min;

Finale Elongation 72°C, 5 Min:

18°C oo Ende

Die Aufreinigung von PCR-Produkten erfolgte mit dem QlAquick PCR Purification Kit

(Qiagen, Hilden) nach Hersteller-Protokoll (Spin-Protokoll). Mittels horizontaler Agarose
Gelelektrophorese wurden die PCR-Produkte analysiert.
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DNA-Restriktionsverdau

Fiir die Klonierung wurden gereinigte PCR-Produkte oder Vektor DNA im praparativen
Restriktionsverdau geschnitten. Dieser wurde mit einem Gesamtvolumen von 100 ul an-
gesetzt. Je 3 ug PCR-Produkt oder Vektor-DNA wurden mit 30 U des jeweiligen Restrikti-
onsenzyms (10 U/1 ug DNA) im hauseigenen T4 Puffer oder passendem NEB Puffer ver-
daut. Der Verdau erfolgte fiir zwi bis drei Stunden bei 37°C bzw. 55°C, je nach Tempera-
turoptimum des Restriktionsenzyms. Vektor-DNA wurde zusatzlich fir 30 Min bei 37°C
mit 1 U SAP dephosphoryliert. Beim praparativen Verdau von PCR-Produkten mit Plasmid
Matrize wurde entweder zusatzlich fir 30 Min bei 37°C mit dem Enzym Dpnl inkubiert,
um Riickstande von Plasmid-DNA zu beseitigen, oder eine Gelextraktion des entspre-
chenden PCR-Produkts nach Gelelektrophorese mit dem QlAquick Gel Extraction Kit
durchgefihrt. Eine Inaktivierung der Enzyme erfolgte fiir 20 Min bei 65°C.

Fir die Kontrolle der generierten Plasmide wurde ein analytischer Verdau als 20 ul-Ansatz
durchgefihrt. Hier wurden 0,25 - 1 pg Plasmid-DNA mit 2 - 3 U Restriktionsenzym fir 1 -
1,5 Stunden bei 37°C verdaut. Sowohl der praparative als auch der analytische Verdau
wurde mittels Agarose Gelelektrophorese kontrolliert.

Agarose Gelelektrophorese

Die Trennung von DNA-Fragmenten nach der GroRe erfolgte in horizontalen 0,6 - 2 %-igen
Agarose-Gelen bei maximal 160 V. Der in TBE-Puffer gelosten Agarose wurde 1 pg/ml
Ethidiumbromid (Serva, Heidelberg) beigemischt. Die Proben wurden in sechsfach DNA-
Auftragspuffer (Fermentas, St. Leon) auf das Gel geladen. TBE diente als Laufpuffer. Als
GroRenstandard wurde der GeneRuler™ DNA-Ladder Mix (Fermentas, St. Leon) verwen-
det. Die Gele wurden unter UV-Licht (254 nm) analysiert und mit EasyWin 32 Gel Doku-
mentation (Herolab GmbH, Wiesloch) dokumentiert. Fir die Reinigung von DNA-
Fragmenten aus Agarose Gelen wurde der QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden)
verwendet.

DNA-Anlagerung

Oligonukleotide wurden aneinander gelagert indem sie mit gleicher Molaritat gemischt
und mit dem entsprechenden Volumen doppelt konzentriertem STE Puffer versetzt wur-
den. Das Gemisch wurde 5 Min bei 95°C inkubiert.

Ligation

Die Ligation erfolgte im 20 ul Ansatz bei 14°C (iber Nacht. Die Menge an verdautem PCR
Produkt und Vektor-DNA wurden im Agarose-Gel abgeschazt und etwa im Verhaltnis 1:4
bis 1:5 eingesetzt. Der Ligations-Ansatz enthielt auRerdem 4 pl des 5 x Ligasepuffers
(Invitrogen, Karlsruhe), 2 ml 100 mM DTT, 1 pl 10 mM ATP und 1 pl Ligase.
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7.1.2 Sequenzierung

Zur Sequenzierung wurde der BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Bio-
systems, USA) benutzt. Dazu wurden in einen Ansatz von 20 pl 50 ng DNA mit 20 pmol
des Sequenzierprimers, 3,5 pl BigDye-Puffer und 1 ul der BigDye-Lésung gemischt. Unter
folgenden Bedingungen wurde die DNA amplifiziert: 25 Zyklen mit 10 Min bei 96°C zum
Denaturieren der DNA, 10 Sek bei 50°C zum Anlagern der Primer, 4 Min bei 60°C zur Elon-
gation der naszierenden DNA.

Die Sequenzbestimmung erfolgte im Sequenzierer ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer mit
Applied Biosystems Sequence Analysis (Applied Biosystems, USA) und die Auswertung mit
Vector NTI 9.1. (Invitrogen, Karlsruhe).

7.1.3 Transformation von Plasmiden und BACs

Elektrokompetente SW102 Bakterien mit hitzeaktivierbarer Rekombinase wurden, wie
von Warming et al. (2005) beschrieben, durch Schitteln in Eiswasser gewonnen.

Fir die Transformation von Plasmid-DNA wurden die elektrokompetenten ElectroMAX™
DH10B™ E. coli Bakterien von Invitrogen verwendet.

Die Elektroporation erfolgte mit Gene Pulser™ (Bio Rad, USA) bei 2 kV, 200 Q und 25 pF.
Danach wurden die Bakterien in SOC-Medium aufgenommen, fiir eine Stunde bei 32 bzw.
37°C geschittelt und auf entsprechenden LB Agar-Platten (100 pg/ml Antibiotikum, Mi-
nimalmedium mit Galaktose oder Desoxygalaktose und Glycerol) ausgestrichen.

7.1.4 Transfektion der BACs und Rekonstitution der Viren

BAC-DNA wurde mit dem FuGene HDKit (Roche Diagnostics, Mannheim) nach Angaben
des Herstellers in MEF transfiziert. Diese wurden 24 Stunden vor Transfektion mit 250 000
Zellen/Vertiefung in einer 6-Loch Platte (Nunc, Danemark) ausgesat. Virionen aus dem
Uberstand infizierter Zellen wurden durch PCR kontrolliert.

7.1.5 In vitro Amplifikation und Reinigung von Virionen

Die Vermehrung von MCMV Virionen erfolgte in vitro durch Infektion primarer MEF. Die-
se wurden in groRen Zellkulturflaschen kultiviert und bei einer Konfluenz von etwa 90 %
passagiert. Hierzu wurde das Medium aus den Zellkulturflaschen abgegossen,
Mediumriickstande abpipettiert und die adharenten Zellen mit Trypsin/ EDTA (0,02 %-ig
in PBS) fiinf Min bei 37°C inkubiert. Nach dem Ablésen wurden die Zellen zu gleichen Tei-
len auf neue Zellkulturflaschen aufgeteilt und mit frischem Medium weiter kultiviert. Die
Infektion von 8 - 16 Flaschen erfolgte einen Tag nach dem Splitten der Zellen bei einer
Konfluenz von ca. 40 % durch Zugabe von Uberstand einer infizierten Kultur (10
pfu/Flasche). Gewohnlich erreichten die Zellen einen zytopathischen Effektes von etwa 80
- 90 % zwischen Tag 8 und 10 nach Infektion. Dann wurden die Zellkulturiiberstdnde bei 3
000 rpm fiir 20 Min zentrifugiert, um Zellen und Debris zu entfernen. Der Uberstand wur-
de in SW27/28 Polyallomer-Rohrchen tGberfiuhrt und die Viruspartikel in einer Ultrazentri-
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fuge mit 14 000 rpm bei 4°C fir drei Stunden pelletiert. Die Pellets wurden auf Eis bei 4°C
gelagert, am nachsten Tag in den Medienriickstanden resuspendiert, gepoolt und zehn-
fach durch eine Kaniile geschert. In SW41 Réhrchen wurde jeweils 1 ml Virussuspension
auf ein 9 ml Sucrosekissen (15 % in VSP) geschichtet und mit 14 000 rpm bei 4°C fiir zwei
Stunden pelletiert. Der Uberstand wurde véllig abgesaugt und die Pellets nach Lagerung
Uber Nacht bei 4°C in VSP aufgenommen, aliquotiert und bei -80°C gelagert.

Die Virustiter wurden durch Endpunkttitration mittels indirekter Immunfluoreszenz be-
stimmt. Hierzu wurden MEF in einer Zelldichte von 15 000 Zellen pro Vertiefung einer 96-
Loch Flachbodenplatte ausgesat und 24 Stunden spater mit 1:2 Verdliinnungsreihen der
jeweiligen Viruspraparationen infiziert. Nach drei Tagen wurden die Zellen mit Ethanol
(EtOH) fixiert und mit dem mab Croma101 inkubiert, der das virale IE1 Protein von MCMV
erkennt (Trgovcich et al., 2000). Zur Detektion wurde ein FITC-gekoppelter, mausspezifi-
scher Antikorper aus der Ziege eingesetzt. Bestimmungen der pfu erfolgten nach Reed
und Miinch (1938).

7.2 Weitere Molekularbiologische und zellbiologische Methoden

7.2.1 Quantitative Proteinbestimmung

Der Proteingehalt von Losungen wurde mit dem BCA-Kit der Firma Pierce in F96 Maxi
Sorp Immuno-Platten (Nunc, Wiesbaden) in 1:2 Verdiinnungen nach Protokoll des Her-
stellers bestimmt. Als Standard diente eine Albumin Losung (Pierce, Rockford, USA). Die
Absorption wurde bei einer Wellenlange von 562 nm im SpectraMax 190 Photometer
(Molecular Devices, USA) gemessen. Mit Hilfe der Eichgeraden wurde die Proteinkonzent-
ration der Proben im Programm SOFTmax Pro bestimmt.

7.2.2 Zellkulturverfahren

Soweit nicht anders vermerkt wurden alle Kultivierungen in RPMI-1640 Medium mit 10 %
FKS (PAN Biotech, Aidenbach), 2 mM L-Glutamin, 50 U/ml Penicillin und 0,1 mg/ml Strep-
tomycin bei 37°C, 5 % CO, und 80 % relativer Luftfeuchtigkeit durchgefiihrt.
Hybridomzelllinien wurden als Suspensionskultur gehalten, nach visueller Beurteilung der
Zelldichte sedimentiert und mit frischem Medium auf neue Kulturflaschen verteilt. Der
antikérperhaltige Uberstand wurde bei 4°C aufbewahrt. Adhdrent wachsende Zellen wur-
den bei Konfluenz mit 0,05 % Trypsin/EDTA (Gibco, Invitrogen, Germany) vom Flaschen-
boden abgeldst, pelletiert und mit frischem Medium auf neue Kulturflaschen verteilt. MEF
wurden fir Assays in 96-Loch Flachbodenplatten immer am Vortag mit 1,2 x 10* Zel-
len/Vertiefung in 100 pl Medium ausgesat.

Plague Assay

Fiir die Testung auf infektidses Virus wurden die Organe gewogen und nach Zugabe von 1
ml VSP pro mg Organ fiir 1 Min mit dem Ultra-Turrax T18 basic (IKA Werke; Staufen) auf
Stufe 2,5 homogenisiert. Das Gerat wurde nach jedem Homogenat mit 70 %-igem EtOH
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gesaubert. Die Homogenate wurden im Verhaltnis 1:10 und 1:100 mit Zellkulturmedium
verdiinnt. Jeweils 100 pul wurden in Doppeltansatzen bei 1 900 g fiir 20 Min auf MEF zent-
rifugiert. Durch die Zentrifugation liel} sich die Infektionsrate in Vorversuchen um das
Sechsfache steigern und die Nachweisgrenze auf 10 pfu/mg Organ herabsetzen. Als Kon-
trolle diente Homogenat aus naiven Organen, dem pro Vertiefung 10 pfu gereinigte Viren
zugegeben wurden, woraus nach Zentrifugation eine moi von 60 resultierte. Nach drei
Stunden wurden die Homogenate durch frisches Medium ersetzt. Infizierte Zellen wurden
drei Tage spater durch indirekte Immunfluoreszenz detektiert.

Neutralisationstest

Fir die Testung der Neutralisationskapazitaten verschiedener, mabs gegen die rekombi-
nanten, murinen Viren, wurden Dreifachansatze der zu testenden Antikorper in einer 96-
Loch Rundbodenplatte (Nunculon™ Surface) mit einer Anfangsverdiinnung von 10 pg/ml
seriell in log, Schritten mit Zellkulturmedium in einem Endvolumen von 45 pl verdinnt. 3
x 1 200 pfu Virus wurden im gleichen Volumen Medium zugegeben und der Ansatz fir
eine Stunde bei 37°C inkubiert. Um die Neutralisationskapazitdt von Seren zu bestimmen,
wurden serielle log, Verdiinnungen von Seren mit 2 000 pfu MCMV157luc inkubiert. Das
Virus-Antikorper Gemisch wurde auf MEF in 96-Loch Platten (ibertragen, um eine Infekti-
on durch nicht neutralisiertes Virus zu erlauben. Zwei Tage spater konnte die
Luziferasedktivitat im Luminometer ermittelt werden, da alle verwendeten Viren das
Luziferase Gen unter dem MIEP trugen. Zur Berechnung der prozentualen Neutralisation
wurden Kontrollinfektionen angesetzt, die kein Virus oder keine Antikorper enthielten,
woraus die minimale bzw. maximal mogliche Luziferaseexpression resultierte. Weiterhin
wurde eine log, Titration des Virus, beginnend mit 1 200 pfu/Loch, durchgefiihrt. Der li-
neare Zusammenhang zwischen der Anzahl infektioser Partikel und gemessener
Luziferaseaktivitat stellt eine Grundvoraussetzung fiir den Neutralisationstest dar. Zur
Messung der Luziferaseaktivitat und somit der Menge der infizierten Zellen wurden die
Platten 10 Min bei 1 200 rpm zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. AnschlieRend
wurden die Zellen mit 100 ul Glo-Lysis Puffer (Promega, USA) pro Vertiefung lysiert und je
30 ul des Lysats in eine weiRe CostarR 96-Loch Platte liberfiihrt, die mit 50 ul/Loch LAP
beschickt war. Die Luziferaseaktivitat wurde durch Detektion der Chemilumineszenz nach
Injektion von 50 ul/Loch LS im Orion II-Microplate Luminometer (Berthold Dectection
Systems, Bad Wildbad) mit dem Programm Simplicity 4 (Berthold Detection Systems,
Pforzheim) gemessen. Als Substrat enthielt die LS D-Luziferin. Das transmittierte Licht
wurde in Form von RLU quantifiziert.

Da 100 %-ige Neutralisation einem RLU Wert von kleiner oder gleich Null entspricht und
dieser auch erreicht wird, wenn keine oder nur tote Zellen in der Vertiefung lysiert wer-
den, wurde fir Vergleiche der Neutralisationskapazitat die 50 %-ige Neutralisation heran-
gezogen. Diese ist erreicht, wenn genug Antikorper vorhanden sind, um genau die Halfte
des eingesetzten Virus zu neutralisieren. Die prozentuale Neutralisation wurde nach fol-
gender Formel berechnet:

79



Methoden

(gemessener RLU-Wert der Probe) — (Mittelwert der Negativ-Kontrollen)
% Neutralisation = 100 % - x 100
(Mittelwert der Positiv-Kontrollen) — (Mittelwert der Negativ-Kontrollen)

Fiir die Berechnung der Neutralisation von HCMV durch verschiedene Seren oder Anti-
korper wurden HFF mit 15 000 Zellen pro Vertiefung in 96-Loch Platten ausgesat. Serielle
1:3 Verdinnungen von Seren oder Antikérpern wurden fur eine Stunde bei 37°C mit je-
weils 2 000 pfu AD196 inkubiert und anschlieBend zu den HFF gegeben. Nach 24 Stunden
wurde das Medium entfernt und die Zellen mit EtOH fixiert. Infizierte Zellen wurden mit
Antikérpern gegen HCMV I|E1 (p63-27) und FITC-gekoppeltem Sekundarantikdrper ge-
farbt. Unter einem inversen Fluoreszenzmikroskop wurde die Anzahl infizierter Zellen in
einem Gesichtsfeld pro Vertiefung bei zwanzigfacher VergroRerung bestimmt. Die Neutra-
lisationsfahigkeit des Serums oder Antikorpers wurde nach folgender Formel berechnet:

Anzahl infizierter Zellen mit Antikorper
% Neutralisation = 100 % - x 100
Anzahl infizierter Zellen ohne Antikorper

Die Auswertung und graphische Darstellung der Ergebnisse des Neutralisationstests er-
folgte in Excel und GraphPad Prism® 5.

Zytolysetest (*'Cr-Release Assay)

Die Zytolysetests nach Brunner et al. (1968) wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe
von Rafaela Holtappels in Mainz durchgefiihrt.

Als Zielzellen dienten MEF der Passage drei die 24 Stunden vor Verwendung mit ein pfu
MCMV wt pro Zelle zentrifugal fiir 30 Min bei 760 g infiziert wurden. Bis zum Einsatz im
Test wurde der vollstandige Replikationszyklus durchlaufen, und es konnten Antigene aus
allen Phasen prasentiert werden. Um Antigene der frilhen Phase zu testen, wurde bei
Infektion 5 pl/ml PAA zugegeben. Die Zugabe dieses DNA-Polymerase-Inhibitors bewirkte
ein Arretieren des Replikationszyklus in der frihen Phase, die bei Einsetzen der DNA-
Replikation ca. 16 Stunden nach Infektion beendet ist (Keil et al., 1984). So konnten nur
IE- und E-Gene Transkriptionsprodukte prasentiert werden. Zusatzlich wurde ein Teil der
Zielzellen 48 Stunden vor Infektion mit 20 ng/ml IFNy behandelt, wodurch die Expression
von viralen Proteinen auf der Oberflache verstarkt werden sollte. Um das unspezifische
Gesamzytolysepotential der Effektorzellen zu bestimmen wurden CD3e-Hybridomzellen
als Zielzellen eingesetzt. Diese aktivierten die Effektoren durch antigenunabhangige Bin-
dung an ihre CD3¢e Kette. Die verschiedenen Zielzellen wurden geerntet, gewaschen, ge-
zihlt und mit radioaktivem >'Cr-markiert, wobei fir 0,5 - 1 x 10° Zellen 100 uCi des Radio-
nuklids eingesetzt wurde. Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde wurden die Zellen
drei Mal gewaschen und auf eine Zelldichte von 1 x 10° pro Vertiefung einer 96 Loch Plat-
te eingestellt. Fir jeden zu ermittelnden Wert wurden Triplikate angelegt. Zur Diskrimi-
nierung zwischen spezifischer und Spontanlyse wurden stets "high control" und "low
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control" mitgefihrt. Hierflir wurden die Zielzellen ohne Effektoren in neunfacher Wieder-
holung angelegt. In einer 1:2 Verdiinnungsreihe und einem Endvolumen von 200 pl wur-
den die Effektoren zu den Zielzellen gegeben. Fir eine bessere Kontaktaufnahme wurden
sie fir 5 Min bei 120 g zentrifugiert und fir vier Stunden bei 37°C im CO,-Inkubator
inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen durch 10-minitige Zentrifugation bei 681 g
pelletiert und jeweils 100 pl Uberstand in vorbereitete Counter-Réhrchen pipettiert. Bei
den "high controls" wurde zur Bestimmung der Gesamtaktivitat der markierten Zielzellen
die Radioaktivitdt von 100 pl suspendierter Zellen gemessen. Bei den " low controls "
wurde die durch Spontanlyse freigesetzte Radioaktivitit in 100 pl zellfreiem Uberstand
bestimmt.

Die Menge des durch Lyse freigesetzten Radionuklids im Uberstand wurde in einem y-
Counter quantifiziert und die spezifische Lyse nach folgender Formel berechnet:

(cpm-lIc):(hc-Ic)x100 = % spezifische Lyse
cpm = radioaktive Counts/Min der gemessenen Probe
hc = high control
Ic = low control

7.3 Immunologische Methoden

7.3.1 Immunfluoreszenzfarbung

Alle Verdinnungen oder Waschschritte erfolgten in PBS mit 1 % BSA oder 2 % FKS. MEF
oder Cos7-Zellen wurden auf Deckglaschen in 24-Loch Platten ausgesat. Zwei Tage nach
Infektion oder Transfektion wurden sie gewaschen und mit 3 % PFA in PBS fir 30 Min
fixiert. Nach dreimaligem Waschen wurden freie Aldehydgruppen durch 10-mindtige In-
kubation mit 50 mM Ammoniumchlorid (NH4Cl) in PBS gesattigt. Flir Gesamtfarbungen
wurden die Zellen nach dreimaligem Waschen fiir vier Min mit 0,1 % Triton X-100 in Puf-
fer permeabilisiert. Alle Zellen wurden nach zweimaligem Waschen fiir 15 Min mit naivem
Mausserum (1:100 in Puffer) blockiert. AnschlieBenddd wurden sie mit 3,75 pg/ml SM5-1
Antikorper oder 1:50 verdiinnten Seren fir eine Stunde bei 4°C inkubiert. Nach fiinfmali-
gem Waschen erfolgte die Detektion mit FITC-gekoppeltem, mensch- (1:80) oder maus-
spezifischem (1:200) Kaninchenantikorper. Die Deckglaschen wurden mit DAPI-haltigem
Vectashield™-Eindeckmedium (Vector Laboratories, USA) eingedeckt und einlackiert. Am
Fluoreszenzmikroskop Axioplan 2 (Carl Zeiss, Jena) wurden die Immunfluoreszenzen ana-
lysiert und mit MetaVue (Molecular devices Corporation, USA) dokumentiert.

7.3.2 Enzymgekoppelter Imnmunoadsorptionstest (ELISA)

Alle ELISA-Analysen nach Engvall and Perlmann (1971; 1972) wurden in F96 Maxi Sorp
Immunu-Platten der Firma Nunc (Wiesbaden) durchgefiihrt.
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Quantitative Bestimmung der Virus- bzw. hgB-spezifischen Serumtiter

Die Platten wurden uber Nacht bei 4°C mit 2 ug/ml gereinigten HCMV oder MCMV Parti-
keln bzw. 0,5 pg/ml l6slichem hgB (Sanofi Pasteur) in einem Volumen von 50 ul Kopp-
lungspuffer pro Vertiefung beschichtet. Nach einem Waschschritt wurde mit 150
ul/Vertiefung 5 % FKS in PBS fir eine Stunde blockiert. Alle Inkubationsschritte erfolgten
in einer feuchten Kammer bei 37°C. Gewaschen wurde mit 0,05 % Tween 20 in PBS. Zu
testende Proben (Seren oder antikérperhaltige Zellkulturiberstdande) wurden in Zweier-
schritten titriert und nach Ausschlagen des Blocks fiir 90 Min in den ELISA-Platten
inkubiert. Nach fiinfmaligem Waschen wurden die gebundenen Antikdrper mit einem 1:2
000 verdiinnten, HRP-gekoppeltem, mausspezifischem Ziegenantikérper in 50 ul Puffer
pro Vertiefung detektiert. Durch Zugabe von 100 pl einer wasserstoff-peroxidhaltigen
Losung (TMB Reagenz, KPL, USA) wurden sie nach erneutem fiinfmaligem Waschen sicht-
bar gemacht. Bei Erreichen des optimalen Rausch-Signal-Verhaltnisses wurde die Sub-
stratreaktion mit 100 pl/Vertiefung 2 M H2S0s gestoppt. Im ELISA Photometer Emax
(Eurofins MWG Operon, Ebersberg) wurde die optische Dichte bei 492 nm bestimmt. Die
Aquirierung der Messung erfolgte mit der Software SOFTmax Pro v3.0 (Molecular Devices,
USA). Mit der Software MS Excel wurden die graphische Darstellung der Messdaten und
die statistische Auswertungen durchgefihrt.

Bestimmung der IgG Konzentration in Antikorperpraparationen

Konzentrationsbestimmungen von IgG Antikdrpern aus Mensch, Maus oder Ratte wurden
in ELISA-Platten mit 2 pug/ml gekoppelten, speziesspezifischen Antikorpern durchgefiihrt.
Zu testende Proben wurden nach Blockierung der Platten in Zweierschritten titriert. Als
Standardreihe fungierte I1gG mit einer Anfangskonzentration von 500 ng/ml. Als Sekun-
darantikorper wurden HRP-konjugierte, speziesspezifische Antikorper eingesetzt. Nach
Substratreaktion erfolgte die quantitative Auswertung der einzelnen Proben anhand der
Immunglobulin Standardkurve.

7.3.3 SDS-PAGE und Western Blot Analyse (WB)

Die Auftrennung der viralen Proteine nach ihrem Molekulargewicht erfolgte durch SDS-
PAGE nach Laemmli (1970) unter reduzierenden Bedingungen durch Zugabe von 10 % B-
Mercaptoethanol zum Auftragspuffer. Gele wurden mit dem Rotiphorese Gel System von
Roth hergestellt. Eine 10 %-ige Acrylamid-Bisacrylamidkonzentration des Trenngels er-
laubte die Auftrennung der Virusproteine tGber den gesamten GroRenbereich.

Die aufgetrennten Proteine wurden nach der Methode von Burnette (1981) auf eine
Protran Nitrozellulosemembran lbertragen (PorengrofRe 0,2 um, Schleicher und Schuell,
Dassel). Firbung mit Ponceau S (Sigma-Aldrich, Steinheim) erméglichte eine Uberpriifung
des Transfers und im Falle der Serentestung das Zurechtschneiden einzelner Spuren in
Streifen. Anschliefend wurden die Membranen fiir 10 Min in Waschpuffer mit 0,1 %
Tween 20 in PBS entfarbt und tGber Nacht bei 4°C in 5 % Milchpulver in Waschpuffer blo-
ckiert. Dann wurden die Proteine der rekombinanten Viren mit 27-287 antikérperhalti-
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gem Zellkulturliberstand, die einzelnen Streifen mit 1:100 verdiinnten Mausseren fiir zwei
Stunden inkubiert. Nach dreimaligem Waschen folgte eine einstiindige Inkubation mit 1:3
000 verdiinntem HRP-gekoppeltem anti-Maus-Antikérper. Die beiden Inkubationsschritte
wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Es folgten eine 15-minttige und zwei finfmi-
nltige Waschungen und zwei fliinfmin(tige Inkubationen in PBS. Der Nachweis der Anti-
korper erfolgte schlieflich durch Zugabe von ECL Reagenz (Pierce, Helsingborg, Schwe-
den). Die detektierten Proteine wurden mit der CCD Kamera LAS-1000 (Fujitsu Siemens)
festgehalten.

7.3.4 Durchflusszytometrie

Durchflusszytometrische Analysen von isolierten Zellen

MEF wurden in 6-Loch Platten mit 1,5 x 10° Zellen pro Vertiefung ausgesat und am nachs-
ten Tag mit je 0,5 x 10° pfu/Loch der rekombinanten Viren infiziert (moi 0,33). Die Zellen
einer Vertiefung waren ausreichend fir drei Farbungen. Nach zwei Tagen wurden infizier-
te MEF durch fanfmindtige Inkubation bei 37°C mit 1 mg/ml Collagenase D in PBS vom
Zellkulturschalenboden abgel6st und nach Virusinfekten gepoolt. Sie wurden gewaschen,
mit 5 ml 3 %-igem PFA in PBS fiir 10 Min fixiert, erneut gewaschen und mit 2 ml NH,4Cl 50
mM fir 20 Min inkubiert. Jeweils die Hélfte der Zellen wurde mit 1 ml 0,1 % Triton X-100
fir vier Min permeabilisiert. Blockiert wurde durch 20-minttige Inkubation mit PBS, 1 %
BSA, 2 % humanes CMV" Serum, 10 % FKS und 1:100 verdiinnter Fc-Rezeptor-Block (BD).
Die Zellen wurden in einzelne R6hrchen mit einem Volumen von 50 ul aufgeteilt und mit
dem gleichen Volumen 8 pg/ml konzentriertem Primarantikorper (27-39, 27-287, 1gG2a)
oder antikorperhaltigem Zellkulturtiberstand (Croma101) fiir eine Stunde inkubiert. Nach
erneutem Waschen wurden die Zellen fir eine Stunde mit 1:100 verdiinntem FITC-
gekoppeltem Ziege-anti-Maus-Antikorper inkubiert. Sofern nicht anders vermerkt wurden
alle Inkubationsschritte im Dunkeln bei Raumtemperatur in FACS-Puffer durchgefihrt.
Waschungen erfolgten durch Auffiillen des Reaktionsgefalles mit FACS-Puffer und an-
schlieRender Zentrifugation bei 1 200 rpm fir eine Min pro 2 ml Volumen.

Primare, murine Zellen aus Milz und Lymphknoten wurden wie in 7.4.6 beschrieben ge-
wonnen und nach Lyse der Erythrozyten fir durchflusszytometrische Analysen eingesetzt.
Ca. 1 x 10’ Zellen wurden fiir 20 Min mit CD16/32-spezifischen Antikérpern (s.0.) blo-
ckiert, gewaschen und fir 30 Min mit fluoreszenzgekoppelten Antikorpern gegen CD3
(APC), CD4, TCRap (PE-Cy7) und TCRy®é (FITC) gefdrbt. Anschlieend wurden die Zellen
gewaschen, mit 3 % PFA fixiert und durch Pre-Separation Filter mit einer Maschenweite
von 30 um filtriert. Aquirierung und Analyse erfolgten am FACS LSRIl mit der Software
FACSDiva (BD). Die graphische Darstellung der Messdaten und statistische Auswertungen
wurden mit der Software FACSExpress (De Novo Software, USA) durchgefiihrt.
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Durchflusszytometrische Analysen aus murinem Vollblut

Zu 30 - 50 pl heparinisiertem (Liguemin N 2500, Roche, Mannheim) Blut wurde das glei-
che Volumen einer doppelt konzentrierten Mischung aller Primarantikorper fiir die jewei-
lige Farbung in FACS-Puffer gegeben. Bei durchflusszytometrischen Analysen aus Vollblut
wurden nur direktkonjugierte Primarantikorper eingesetzt. Nach 30-minttiger Inkubation
wurde jeder Ansatz mit 800 ul FACS Lysing Solution (#349202, BD) versetzt und 10 Min
bei RT inkubiert, was zur Fixierung der Zellen und zur Erythrozytenlyse fihrte. Die Zellen
wurden gewaschen, in FACS Puffer aufgenommen und analysiert.

Fiir Bestimmungen der Zellzahlen im Blut, wurde dieses direkt in spezielle R6hrchen ent-
nommen, welche mit getrocknetem Heparin beschichtet waren (Greiner Bio one). Jeweils
25 pl Vollblut wurden mit 25 ul Farbeansatz versetzt. Dieser enthielt 1 pl Fc-Rezeptor-
Block, eine doppelt konzentrierte Mischung aller Primarantikérper und 2 500 truecount
beads, welche aus den lyophilisierten Pellets von Truecount Réhrchen (BD) rekonstituert
wurden. Nach 30-mindtiger Inkubation wurden 45 pl FACS Lysing Solution zugegeben und
der Ansatz ohne Waschschritte analysiert. Am Durchflusszytometer wurde die
Aquirierung der Zellen so eingestellt, dass jeweils 750 beads aufgenommen wurden, wel-
che einem Blutvolumen von 7,5 ul entsprachen. Daraus wurde die Zellzahl pro pl berech-
net.

7.4 Tierexperimentelle Techniken

7.4.1 Infektionen und Uberleben

Die Versuchstiere wurden, soweit nicht anders vermerkt, immer mit 1 x 10° pfu infiziert.
Sie wurden mindestens wdchentlich, bei Bedarf taglich, untersucht und bewertet. Fol-
gende Kriterien wurden bei der Evaluation berilicksichtigt: struppiges Fell, krummer Ri-
cken, Ascites, Gewichtsverlust und Aktivitdt. Bei entsprechendem Zustand wurden sie
gemald den Tierschutzbestimmungen euthanasiert. Alle Versuchstiere wurden durch kra-
niale Dislokation getoétet.

7.4.2 Blutentnahme und Serumgewinnung

Die Versuchstiere wurden einige Minuten unter Rotlicht aufgewarmt und durch Anritzen
der Schwanzvene direkt in heparinisierte Rohrchen oder spezielle Microtainer
(Microtainer SST, BD, USA) geblutet. Zur Serumgewinnung wurden die zelluldren Blutbe-
standteile fiir 10 Min bei 9 000 rpm und Raumtemperatur unter die Trennschicht im
Microtainer abzentrifugiert und das gesamte Réhrchen bei -20°C gelagert. Das finale Aus-
bluten erfolgte, nach Betaubung mit Diethylather, durch Glaskapillaren aus dem Augensi-
nus.

Die Gewinnung von hyperimmunem hgB-Serum wurde von Florian Weisel im Rahmen
seiner Doktorarbeit (Lehrstuhl fiir Genetik, Universitat Erlangen-Niirnberg) durchgefihrt
und das Serum zur Verfliigung gestellt. Imnmunkompetente Versuchstiere wurden jeweils
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dreimal im Abstand von sechs Wochen mit |6slichem hgB (Sanofi Pasteur) immunisiert.
Bei den ersten beiden Immunisierungen erfolgte eine intraperitoneale Applikation von je
5 ug Gesamtproteinmenge in Adjuvans (Imject Alum, Pierce, Rockford, USA) nach Anlei-
tung des Herstellers. Die dritte Antigengabe von 2 ug Gesamtprotein in PBS erfolgte intra-
venos.

7.4.3 Analyse der in vivo Biolumineszenz

Ventral enthaarten Versuchstieren wurde 0,5 mg D-Luziferin (P.J.K., Kleinblittersdorf) in
200 pl PBS intraperitoneal appliziert. Sie wurden mit Isofluran (Baxter, UnterschleiBheim)
Uber einen Atemtrichter narkotisiert, der an einen Verdampfer HNG6 (H. Holzel) ange-
schlossen war. Flr die Messdauer wurden sie in einer Dunkelkammer auf einem Objekt-
tisch am Atemtrichter fixiert. Mit einem gekihlten CCD Kamerasystem (Hamamatsu
Photonics, Okayama City, Japan) wurde das bei der Substratumsetzungsreaktion frei wer-
dende Licht Uber einen Zeitraum von 120 Sek aufgenommen. Die Fotodokumentation
erfolgte mit SimplIPCl software (Compix, Cranberry Township). AnschlieRend wurde die
Intensitdt des transmittierten Lichts in dem Programm Imagel (Wayne Rasband; National
Institutes of Health, Bethesda) in Falschfarben dargestellt. Entsprechende Hell- und Fluo-
reszenzbilder wurden mit Adobe Photoshop SC3 Software (Adobe Systems, USA) liberei-
nandergelegt.

7.4.4 Bestimmung der Viruslast in den Organen

Die Bestimmung der Viruslast erfolgte Gber die Ermittlung der Luziferaseaktivitat in 30 pg
Organhomogenat. Von Florian Weisel wurde im Rahmen seiner Doktorarbeit (Universitat
Erlangen) gezeigt, dass sie in diesem Bereich korrelierten. Die Homogenate wurden mit
dem Precellys Homogenisator System von Peqlab hergestellt. Hierfiir wurden ca. 0,5 cm?
Sticke der zu analysierenden Organe in passenden Rohrchen mit 0,6 - 0,7 g
Keramikkiigelchen (1,4 mm; fir Speicheldriise sechs Stiick mit 2,4 mm) und 0,5 - 1 ml
GloLysis Puffer (Promega, USA) versetzt und nach folgenden Vorgaben zerkleinert:

Leber: 1x15 Sek bei 5 000 rpm
Lunge: 1x15 Sek bei 6 500rpm
Niere und Speicheldrise: 1x20 Sek bei 6 000 rpm
Milz: 1x15 Sek bei 6 500 rpm

Die Kiigelchen und grobe Organstiicke wurden durch zehnminitige Zentrifugation bei 13
000 rpm pelletiert und die Proteinkonzentration im Uberstand bestimmt. In einer weiRen
CostarR 96-Loch Platte wurden 50 pl LAP pro Vertiefung vorgelegt und 30 pul Homogenat,
eingestellt auf eine Konzentration von 1 pg/ul, zugegeben. Die Luziferaseaktivitat wurde
wie im Neutralisationstest durch Detektion der Chemilumineszenz nach Injektion von 50
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ul/Vertiefung LS, im Orion II-Microplate Luminometer gemessen und in Form von RLU
quantifiziert. Gezeigt wurden jeweils die Mittelwerte aus zwei Ansatzen.

7.4.5 In vivo Depletionen

Alle Antikorper fiir in vivo Depletionen (bioxcell, West Lebanon, USA) wurden in einem
Endvolumen von 200 pl intraperitoneal appliziert. Das Volumen wurde auf 100 ul redu-
ziert, wenn am gleichen Tag noch andere Substanzen injiziert wurden. CD4" T-Zellen wur-
den durch Verabreichen von 250 ug YTS 191 Antikdrper an Tag -1, 3 und 8 depletiert. Fir
Langzeitdepletion wurden 300 pg an Tag -1, 3 und 35 sowie 700 pug an Tag 7, 17 und 24
verabreicht. NK-Zelldepletion wurde durch Gabe von 500 ug PK-136 Antikorper an Tag -1
und 6 erreicht. Bei zusatzlicher Depletion von CD4" Zellen wurden an Tag -1, 3 und 6 je
250 pg YTS 191 Antikorper injiziert. Fiir die Depletion von CD3" Zellen war eine vorherge-
hende CD4"-Depletion von Néten, da der einzige vorhandene Antikérper gegen CD3 an
die CD3e Kette bindet. Dadurch werden alle CD3" Zellen unspezifisch aktiviert, was in Vor-
versuchen teilweise tédliche Auswirkungen hatte. Daher wurden zunachst an Tag -4 alle
CD4" T-Zellen mit 750 pg YTS 191 Antikdrper entfernt und an Tag -1 und 2 nach Infektion
250 pg 145-2C11 Antikdrper verabreicht. Die CD4'-depletierte Kontrollgruppe erhielt in
diesem Versuch die gleiche Menge an YTS 191 Antikdrpern und zusatzlich 250 pg YTS 191
an Tag 2 nach Infektion. Die erfolgreiche Depletion wurde mittels durchflusszyto-
metrischer Analysen des Blutes bestatigt.

7.4.6 Isolation und Aufreinigung muriner Zellen

Aufreinigung von Zellen aus Milz und Lymphknoten

Milzen und Lymphknoten wurden direkt nach dem Toéten der Versuchstiere entnommen
und bis zur baldmoéglichsten Verarbeitung auf Eis gelagert. Soweit nicht anders vermerkt
erfolgten alle Reinigungsschritte in FACS-Puffer bei 4°C. Die Organe wurden mechanisch
zerkleinert und in FACS-Puffer mit dem Stempel einer 2 ml-Spritze durch ein Zellsieb
(Cellstrainer 70 um, BD) gedriickt. Die erhaltene Einzelzellsuspension wurde in 15 ml
Rundbodengefale Uberfihrt und zentrifugiert. Alle Zentrifugationsschritte wurden bei
4°C und 1 500 rpm fir eine Min pro 2 ml Volumen durchgefihrt.

Erythrozytenlyse

Die Pellets wurden in 500 pl FACS-Puffer resuspendiert und mit 5 ml Erythrozyten-
Lysepuffer versetzt. Durch Zugabe von 10 ml FACS-Puffer wurde die Reaktion nach fiinf-
minUtiger Inkubation bei Raumtemperatur abgestoppt und die Zellen gefiltert und pelle-
tiert. Es wurden ausschliefRlich Zellsiebe mit einer Maschenweite von 30 um (MACS Pre-
Seperation Filters) verwendet.
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Anreicherung CD4" Zellen mittels Ficoll und MACS Technologie

Nach Resuspension der Zellpellets in 10 ml FACS Puffer wurden diese mit 2 ml
Lympholyte®-M (#CL5030 Biozol, Eching) unterschichtet und bei Raumtemperatur fir 20
Min bei 2 000 rpm ohne Bremse zentrifugiert. Der an der Grenze zwischen Medium und
Ficoll entstandene Lymphozytenring wurde abgezogen, in FACS-Puffer gewaschen und die
enthaltenen Zellen gezahlt. Waschschritte erfolgten durch Auffiillen des Reaktionsgefalies
mit FACS-Puffer und anschlieBender Pelletierung der Zellen. Die Zellen wurden in 90 pl
FACS Puffer und 10 ul CD4-Microbeads (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) pro 1 x 10’
Zellen resuspendiert. Uberschiissige CD4-Microbeads wurden nach 15-miniitiger Inkuba-
tion bei 4°C durch einen Waschschritt entfernt, die Zellen in 1 ml FACS-Puffer
resuspendiert und erneut gefiltert. Maximal 1 x 10® Zellen/Siule wurden auf
vorequilibrierte MACS LS Separationssaulen im Magnetfeld des VarioMACS aufgetragen.
Nach mehreren Waschschritten wurde die Saulen aus den Magneten genommen, auf
neue Auffangrohrchen gesetzt und die verbliebenen Zellen unter Druck mit 5 ml FACS-
Puffer ausgesplilt und gezahlt.

Farbung und MoFlo Zellsortierung

Die Zellen wurden auf maximal 5 x 10’ Zellen/ml FACS Puffer eingestellt und im Dunkeln
bei 4°C fur 30 Min mit den entsprechenden fluoreszenzgekoppelten Antikdrpern gegen
CD3, CD4, CD8, TCRaB und TCRyS inkubiert. Nach einem Waschschritt und Filtrierung
wurden sie auf eine Dichte von ca. 3 x 10’ Zellen/ml eingestellt. Alle im Rahmen dieser
Arbeit durchgefiihrten Zellsortierungen wurden von Herrn Uwe Appelt am MoFlo® High-
speed sorter (Beckman Coulter, Krefeld) durchgefiihrt. Als Parameter fir die Sortierung
dienten GroRRe (FSC) und Granularitdat (SSC), sowie ein Dublettenausschluss durch die
Pulsweite und die Fluoreszenz der jeweiligen verwendeten Antikorper. Die isolierten Zel-
len wurden in FKS-benetzte Auffanggefilie sortiert. Direkt im Anschluss wurde die Rein-
heit der isolierten Zellen im Zellsortierer Uberprift. AnschlieBend wurden sie fiir 20 Min
bei 2 000 rpm abzentrifugiert und fir die jeweiligen Experimente eingesetzt.

Reinheit der isolierten Zellen

Um die Aufreinigung der CD4" Zellen zu iiberpriifen, wurden nach den einzelnen Reini-
gungsschritten Proben entnommen und nach Applikation der Zellen durchflusszyto-
metrische Analysen durchgefiihrt. Abb. 32 zeigt, reprasentativ flir die im Rahmen dieser
Arbeit durchgefiihrten Zell Isolationen, die Verteilung der CD4" Zellen nach den jeweiligen
Reinigungsschritten.
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Abb. 32: Durchflusszytometrische Analyse der Zellsuspension nach den einzelnen Reinigungsschritten. (A)
Einzelzellsuspension nach Lyse der Erythrozyten (B) Uber Ficoll wurden Granulozyten, Thrombozyten und
tote Zellen abgetrennt. (C) Mittels MACS Technologie sollten die CD4" Zellen weiter angereichert werden.
(D) Direkt nach Zellsortierung wurden die Zellen vor Ort analysiert. (E) Reanalyse nach Applikation der Zel-

len

Aus den Reanalysen ging hervor, dass durch Anwendung der MACS Technologie keine
hohere Reinheit erreicht wurde. Das hier verwendete Aufreinigungsprotokoll erlaubte
eine Anreicherung von CD4" Zellen mit anndhernd 100 %. Bis zur gesamten Reanalyse der
isolierten Zellen vergingen mehrere Stunden. Es wurden nur noch 71 % lebende Zellen
detektiert.

DN TCRapB* und TCRyS® Zellen wurden aus CD8”JHT' Miusen nach vorheriger in vivo
Depletion der CD4" Zellen isoliert. Dabei wurde die Anreicherung iiber Ficoll und MACS
Saulen Ubersprungen und nach Erythrozytenlse direkt zu Farbung fir die Zellsortierung
Uibergegangen. Dies bewirkte Reanalysen (nicht gezeigt) zufolge eine Reinheit von 99 %.

7.4.7 Adoptiver Zell- und Serumtransfer

Der adoptive Zelltransfer erfolgte intravends in einem Volumen von 200 pl PBS mit 2 %
FKS oder in den Augensinus in einem Volumen von 100 - 150 pl. Serum wurde immer in-
traperitoneal appliziert.

7.5 Statistische Auswertung

Signifikanzbestimmungen (P < 0,05) wurden, soweit nicht anders vermerkt, mit dem zwei-
seitigen Mann-Whitney t-test durchgefiihrt. Zur Berechnung der Signifikanzen in Uberle-
benskurven wurde der Mantel-Cox Test benutzt.
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9 Abkiirzungen

lcr
AD
ADCC

AF
APC
AS

B
BAC
BD
bp
BTE
bzw.
ca.
CMV
CTL
Cy

DETC
DMEM
DMSO
dNTP
DN

DTT

E

EDTA
ELISA (E)

ER
EtOH
FC
FCS
FITC
FKS

galK
gB
gH

gL

radioaktives **Chrom

antigene Domane

antibody dependent cellular cytotoxicity
(antikdrperabhangige, zellvermittelte Zytotoxizitat)
Alexa Fluor

Allophycocyanin

Aminosaure

Beschichtung

Bacmid

Becton Dickinson

base pairs (Basenpaare)

biologisch-technisches Entwicklungsgebaude
beziehungsweise

circa

Cytomegalovirus

cytotoxic T lymphocytes (Zytotoxische T-Zellen)
Cychrom

donkey (Esel)

dendritic epidermal T cells (dendritische epidermale T-Zellen)
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleotide

doppelt negativ

Dithiothreitol

early (friih)

Ethylendiamintetraacetat

Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay
(enzymgekoppelter Immunadsorptionstest)
Endoplasmatisches Reticulum

Ethanol

flow cytometry (Durchflusszytometrie)
forward scatter

Fluoresceinisothiocyanat

fotales Kalberserum

goat (Ziege)

Galaktokinasegen komplementierende Sequenz
herpesvirales Glykoprotein B

herpesvirales Glykoprotein H

herpesvirales Glykoprotein L
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Glu

mab
MCMV
MEF
mgB
MHC
MIEP
Min
moi
MW
NEB
NK-Zellen
NT
ORF
PCR
PBS

PE

PFA
pfu

Glutamin

herpesvirales Glykoprotein M

herpesvirales Glykoprotein N

herpesvirales Glykoprotein O

G-Protein-gekoppelter Rezeptor

heavy chain (schwere Kette)

humanes Cytomegalovirus

Glykoprotein B des humanen Cytomegalovirus

horse radish peroxidase (Meerrettich Peroxidase)
Hitzeschock Protein 60

Herpes simplex Virus

immediate early (sehr friih)

intraepitheliale Lymphozyten
Immunfluoreszenzanalysen

Interleukin

isolated ventilated cages (Isolierkafige mit eigener Luftversorgung)
Jackson Immuno Research

Kanninchen

light chain (leichte Kette)

Lysogenyc broth

mouse (Maus)

monoclonal antibody (monoklonaler Antikorper)
murines Cytomegalovirus

Embryonale Mausfibroblasten

murines Glykoprotein B

major histocompatibility complex (Haupthistokompatibilitatskomplex)
major immediately early promoter

Minuten

multiplicity of infection (Multiplizitat der Infektion)
Molekulargewicht

New England Biolabs

natirliche Killerzellen

Neutralisationstest

open reading frame (offener Leserahmen)

polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
phosphate buffered saline (physiologischer Phosphatpuffer)
Phycoerythrin

Paraformaldehyd

plaque forming units (infektidse Einheiten)
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RAG

RLU

RPMI

RT

S.

SAP

SD
SDS-PAGE

Sek
SPF
SSC
TCR
TGN
U
vgl
vzv
VSP
WB
wt
z.B.
B-ME

post infectionem (nach Infektion)

Ratte

Rekombinase aktivierende Gene

relative light units (relative Lichteinheiten)
Roswell Park Memorial Institute
Raumtemparatur

siehe

shrinp alkaline phosphatase
Standardabweichung

sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
(Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese)
Sekunden

specific pathogen free (spezifisch pathogenfrei)
sideward scatter

t cell receptor (T-Zell Rezeptor)

Trans-Golgi Netzwerk

units (Einheiten)

vergleiche

Varizella Zoster Virus

Virus Suspensionspuffer

Western Blot Analyse

Wildtyp

zum Beispiel

B-Mercaptoethanol
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