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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Klinik der HCMV-Infektion

1.1.1 Krankheitsverlaufe

Das humane Cytomegalievirus (HCMV) ist als Infektionserreger ubiquitar
verbreitet, wobei der Mensch das einzige Reservoir flr das Virus darstellt. Der
Grad der Durchseuchung zeigt in Abhangigkeit von den soziodkonomischen
Bedingungen z. T. erhebliche Unterschiede (Britt & Alford, 1996; Krech, 1973,
Kumar & Nankervis, 1979): Innerhalb der westlichen Lander liegt die
Durchseuchungsrate bis zum 20. Lebensjahr bei 20% und in der Gruppe der
uber 40-jahrigen zwischen 40% und 100%. Deutlich héher ist der Grad der
Durchseuchung in den sogenannten Entwicklungslandern, in denen bereits bis
zu 100% der Kinder Antikorper gegen HCMV aufweisen (Britt & Alford, 1996).

Die Ubertragung erfolgt horizontal durch Trépfchen- und Schmierinfektion Uber
Speichel, Urin, Sperma, Cervixsekret, vertikal u. a. Uber die Muttermilch und
iatrogen uber Blutprodukte und Organtransplantate. Nach einer Primarinfektion,
die beim Gesunden meist asymptomatisch bzw. mit einer katarrhalischen
Symptomatik verlauft, persistiert das Cytomegalievirus lebenslang, nur durch
gelegentliche Phasen der Reaktivierung unterbrochen, latent im Organismus.

Bei kongenital infizierten Neugeborenen und immunsupprimierten Patienten
fuhrt das HCMV in Folge einer Primarinfektion oder auch Reaktivierung zu
unterschiedlich ausgepragten Krankheitsverlaufen, wobei die Pathogenese im

einzelnen bisher nur teilweise verstanden wird.

1.1.1.1 Neugeborene

Ausschlaggebend fur den klinischen Verlauf ist der Zeitpunkt der Infektion. Die
Ubertragung des Virus von der Mutter auf das Neugeborene kann
transplazentar (praenatal), wahrend der Geburt (perinatal) oder Uber die

Muttermilch bzw. durch Kontaktinfektion (postnatal) erfolgen (Tab.1).
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Infektionsweg Serostatus der Mutter HCMV- Infektion beim Kind
praenatal Seropositiv 0,5-1%
Seronegativ 20-40%

(Primarinfektion wahrend

der Schwangerschaft)

perinatal Seropositiv 5%

bei Virusausscheidung im 50%
Genitaltrakt

postnatal Seropositiv 25%

bei Virusausscheidung in 65-75%

der Muttermilch

Tab. 1: Vertikale Ubertragungswege einer HCMV-Infektion (R. Pass, 2000, Fields)

a. Praenatale Infektion

Das HCMV stellt in den westlichen Landern noch vor Rételn die haufigste
Ursache fur eine intrauterine infektiose Schadigung dar. Das Virus gelangt u. a.
mit infizierten Leukozyten in die Plazenta und nach Replikation in Plazenta-
Fibroblasten, -Synzytiotrophoblasten und -Zytotrophoblasten in den fetalen
Kreislauf (Fisher et al., 2000; Hemmings et al., 1998).

Es sind ca. 0,3-1% aller Neugeborenen infiziert, wobei das Risiko einer
praenatalen Infektion davon abhangig ist, ob die Mutter eine Primarinfektion
oder eine rekurrierende Infektion durchlauft (Abb. 1).

Bei ca. 10% der Primarinfektionen kommt es zu Ausbildungen bleibender
Schadigungen, wie Wachstumsstérungen, Taubheit, Lernbehinderungen.

Dies bedeutet, dass bei einer geschatzten Geburtenrate von 800.000 Geburten
in Deutschland pro Jahr ca. 2.400 Kinder kongenital infiziert sind und von
diesen ca. 240 Kinder Schadigungen aufweisen. Von den bei Geburt
asymptomatischen 90% der Infizierten (ca. 2160 Kinder) entwickeln bis zu 10%
Spatschaden (ca. 216 Kinder). Somit sind in Deutschland jahrlich ungefahr 450
HCMV-infizierte Kinder von Folgeschaden betroffen (M. Eggers, Stuttgart,

personliche Mitteilung).
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Auswirkungen einer HCMV-Infektion in der

Schwangerschaft
40-45% seropositiv 55-60% seronegativ
Rekurrierende Infektion Akute primare Infektion
0,5-1% Risiko einer 40% Risiko einer konnatalen
konnatalen Infektion Infektion
i 10% symptomatisch 90%
0-1% Symptome/ infiziert asymptomatisch
Folgeschaden | l
90% Folgeschaden 10% Folgeschaden

Abb. 1: Auswirkungen einer HCMV-Infektion in der Schwangerschaft (M. Eggers, Stuttgart,
persdnliche Mitteilung)

Eine besonders schwere Form der pranatalen Infektion stellt das kongenitale
Cytomegaliesyndrom dar (Doerr, 1987), welches u. a. durch Thrombozytopenie,
Hepatosplenomegalie, Chorioretinitis, Mikrozephalie  und Petechien
gekennzeichnet ist und bei 20-30% der geschadigten Kinder im ersten

Lebensjahr letal verlauft.

b. Peri- u. postnatale Infektion

Das Neugeborene kann wahrend der Geburt durch im Geburtskanal
ausgeschiedenes Virus oder nach der Geburt Uber Kontaktinfektion bzw. bei
einer seropositiven Mutter Uber virushaltige Muttermilch infiziert werden (Tab.
1). Die postnatale Infektion ahnelt im Krankheitsverlauf der Infektion eines
Erwachsenen und kann asymptomatisch oder mit einer katarrhalischen

Symptomatik einhergehen.
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1.1.1.2 Immunsupprimierte (HIV, Transplantatempfdnqer)

Bei Patienten, die unter Immunsuppression stehen, beispielweise Organ- u.
Knochenmarkstransplantatempfanger oder Patienten mit  erworbener
Immundefizienz (AIDS) koénnen generalisierte oder organbezogene HCMV-
Infektionen zu lebensbedrohlichen Zustanden fuhren. HCMV ist einer der
haufigsten Erreger opportunistischer Erkrankungen (Tab. 2), welcher die
Behandlung immunsupprimierter Patienten kompliziert. Die mit einer hohen
Morbiditat und Mortalitat behaftenen Komplikationen, wie Retinitis, Enzephalitis,
Pneumonitis, Hepatitis, gastrointestinalen Ulzerationen und kutanen Lasionen
konnen Folge einer Primarinfektion, Reaktivierung des latenten Virus oder
Reinfektion sein (Hinkle et al., 2000). Bei AIDS-Patienten stellt die durch HCMV
verursachte atypische interstitiele Pneumonie eine der haufigsten
Todesursachen dar (Macher et al., 1983). Bei Empfangern solider Organe kann
die Infektion nach Transplantation zudem auch zu Dysfunktion und Abstol3ung
des transplantierten Organs fuhren (Grattan et al., 1989; Britt WJ, 1996). Bei
Komplikationen nach Knochenmark-Transplantation ist die HCMV-Infektion eine
der haufigsten Todesursachen (Meyers J.D., 1989) (Tab. 2).

Erkrankung Empfanger Knochenmarks- AIDS-Patient
solider Organe Empfanger
Fieber/Hepatitis ++ + +
Gastrointestinal + + +

Ulzerationen

Retinitis + + ++
Pneumonie + ++ +
Myelosuppression ++

Enzephalopathie +
Polyradikulitis +
AbstoRung/Spender- + ?

Empfanger-Reaktion

Atherosklerose +

Exitus + + +

Tab. 2: HCMV-Erkrankungen bei Inmunsupprimierten: + auffallig, ++ schwerwiegend,
? nicht eindeutig geklart (Griffiths PD, 2002)
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1.1.2 Diagnose

1.1.2.1 Differentialdiagnose

Die herkdbmmlichen Anzeichen einer konnatalen Cytomegalieinfektion beim
Neugeborenen sind eher unspezifisch. Toxoplasmose, Syphillis und Roételn,
sowie nicht infektiose Erkrankungen wie Erythroblastosis fetalis, Osteopetrosis
und metabolische Erkrankungen  wie Ikterus, Petechien und
Organvergroflerungen weisen eine Symptomatik auf, die der konnatalen
HCMV-Infektion ahnlich ist.

Bei Transplantatempfangern ist die Symptomatik ebenfalls eher als
unspezifisch zu bezeichnen, da eine Vielzahl viraler (Epstein-Barr Virus und
Humanes Herpesvirus 6) und nicht viraler Infektionen, wie auch Spender-
Empfanger-Reaktionen Symptome wie Fieber, Leukopenie, Hepatitis,
Pneumonitis, Enteritis oder Funktionsstorungen des Spenderorgans bedingen
konnen.

Erkrankungen bei AIDS-Patienten sind typischerweise Chorioretinitis, Enteritis
oder Oesophagitis, die auch andere viral, bakteriell und mykologisch bedingte
Ursachen haben konnen (R. Pass, 2000, Fields).

1.1.2.2 Labordiagnostische Methoden

Diagnostische Methoden zum Nachweis einer bestehenden HCMV-Infektion
und einer Cytomegalie-assoziierten Erkrankung beinhalten die Virusanziichtung
in Zellkultur, histologische Untersuchung, serologische Methoden, Nachweis
des viralen pp65 Antigens in Leukozyten und Detektion viraler Nukleinsauren
mittels molekularbiologischer Methoden (PCR) (M.D. de Jong et al., 1998).

Die Zellkultur stellt eine sensitive und spezifische Nachweis-Methode dar, die
jedoch sehr zeitaufwendig ist, da der charakteristische cytopathische Effekt
(CPE) sich erst nach 5-28 Tagen beobachten lasst (B. Yen-Liebermann, 2000).
Allerdings bietet die Zellkultur eine Moglichkeit zur naheren Charakterisierung
des Virus (J.v.d. Meer et al., 1998).
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In Hamatoxylin-Eosin-gefarbten Gewebeproben weisen infizierte Zellen eine
VergroRerung, sowie intranukleare Einschlisse auf und werden als
.Eulenaugen-Zellen bezeichnet. Diese histologische Methode ist nicht sensitiv
und nur noch von historischem Interesse.

Die Diagnosestellung durch serologische Methoden (z.B. Mikropartikel-
Enzymimmunoassay (MEIA), Immunoblot) beinhaltet das Testen auf HCMV-
spezifisches Immunglobulin und setzt eine bereits erfolgte positive
Immunreaktion voraus (J.v.d. Meer et al, 1998). Der Mikropartikel-
Enzymimmunoassay stellt einen quantitativen Nachweis von Antikérpern der
IgG-Klasse im Serum oder Plasma dar. Der Immunoblot dient dem qualitativen
Nachweis spezifischer Antikorper der IgG- und IgM-Klasse gegen definierte
Proteine des HCMV in Serum oder Plasma.

Ein sensitiver und spezifischer Nachweis von HCMV in der Blutbahn ist die
Identifizierung des im Tegument lokalisierten Phosphoproteins pp65 (Van der
Bij et al., 1988). Der Test dient dem Nachweis dieses HCMV-spezifischen
Genprodukts (pUL83; pp65), das wahrend der akuten HCMV-Infektion
vornehmlich bei Immunsupprimierten im Kern granulozytarer Blutleukozyten
nachweisbar ist. Dieser Cytomegalievirus-pp65-Antigen-Nachweis mittels
Immunfluoreszenz ist schnell und bietet den Vorteil der annaherungsweisen
Quantifizierung, was eine Uberwachung der HCMV-Aktivitat bzw. der Effizienz
einer antiviralen Therapie zulasst.

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ermoglicht die Detektion viraler DNA in
Geweben, Leukozyten, Plasma, Liquor, broncho-alveolarer Flussigkeit und Urin
(Smith & Dunstan, 1993). Dieser Nachweis ist abhangig von der
Detektionsmethode sowohl qualitativ als auch quantitativ durchflhrbar.

Die zur Zeit gangigen Methoden zum diagnostischen Virusnachweis sind die
Virus-DNA Bestimmung mittels quant. HCMV DNA PCR, quant. MEIA, qual.

Immunoblot und der semi-quantitative pp65-Antigen Nachweis.

1.1.3 Therapie und prophylaktische Ansatze

Als antivirales Chemotherapeutikum steht Ganciclovir (9-[1,3-dihydroxy-2-

poproxymethyllguanin) zur Verfiugung. Es wird durch eine viruseigene Kinase
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(pUL97) in den infizierten Zellen aktiviert (Sullivan et al., 1992) und wirkt als
Inhibitor der viralen DNA-Polymerase (Matthews & Boehme, 1988, Oram &
Herold, 1998). Foscarnet (Phosphonoameisensaure) oder Cidofovir als neueres
Nukleotidanalog (Hinkle et al., 2000) werden ebenfalls als Inhibitoren der viralen
Polymerase eingesetzt, sind allerdings aufgrund ihrer starken Toxizitat nur
bedingt geeignet. Daruber hinaus sind bereits Resistenzentwicklungen
beschrieben worden (Mascolini, 1996).

In den 70/80iger Jahren wurden Impfstoff-Studien mit lebenden attenuierten
HCMV-Stammen (z.B. Towne) durchgeflhrt, die allerdings nicht den
gewulnschten Erfolg verzeichneten.

Zur Zeit werden verschiedene Strategien zur Entwicklung eines Impfstoffs
verfolgt. Diese beinhalten Versuche mit immunogenen Glykoprotein-Bereichen,
Vacciniavirus-Vektoren mit inserierten HCMV-Genen sowie mit rekombinanter
Plasmid-DNA (Plotkin SA, 2001).

1.2 Virologische Aspekte

1.2.1 Taxonomie

Das humane Cytomegalievirus (HCMV) wird entsprechend der Klassifikation
des ,Internationalen Komitees fur Virustaxonomie“ (ITCV) den Herpesviridae
zugeordnet (Roizman et al., 1981). Die Virusfamilie umfal3t mehr als 100
beschriebene Spezies, von denen acht humanpathogen sind (Tab.4). Die Viren
dieser Familie zeichnen sich durch ihren typischen Aufbau aus. Sie bestehen
aus einem Kern, der ein lineares doppelstrangiges DNA-Genom enthalt, einem
ikosaedrischen Kapsid, umgeben von einer Protein-Matrix, dem Tegument, und
einer Hullmembran, die die viralen Glykoproteine enthalt. Ein weiteres
charakteristisches Merkmal aller Herpesviren ist ihre Eigenschaft im Koérper
latent zu persistieren. Die Vertreter dieser Familie lassen sich aufgrund ihrer
Pathogenitat, ihres Wirtsspektrums, der Dauer ihres Replikationszyklus, der
Cytopathologie und des Zelltropismus in drei Unterfamilien gliedern, den o-, -

und y-Herpesvirinae (Tab. 3).
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Die o- Herpesvirinae kennzeichnet ein breites Wirtsspektrum in vitro und ein

kurzer Replikationszyklus. Diese neurotropen Viren, deren bekanntester
Vertreter das Herpes Simplex Virus (HHV 1/2) ist, persistieren in sensorischen

Ganglien des Wirtes.

Die S Herpesvirinae, zu denen das HCMV (HHV 5) gehort, weisen in vivo und
in vitro eine strikte Speziesspezifitat auf und durchlaufen in vitro einen
langsamen Replikationszyklus. Sie sind grundsatzlich lymphotrop und kdénnen
in Lymphozyten und mononuklearen Zellen, aber auch in anderen Geweben
und verschiedenen Organen, wie z.B. der Niere persistieren. Die Vergrosserung

der infizierten Zellen ist verantwortlich fur die Namensgebung (Cytomegalie).

Die Familie der » Herpesvirinae zeigt eine ausgepragte Gewebsspezifitat, sie
infizieren vorwiegend B- und T- Lymphozyten und persistieren in lymphoiden
Geweben. Viren dieser Subfamilie, zu denen das Epstein Barr Virus (HHV 4)
und das Kaposi-Sarkoma assoziierte Virus (HHV 8) gehdren, besitzen zudem

onkogene Eigenschaften.

Subfamilie Synonym Abkiirzung Literatur
o- Herpes simplex Virus 1 HSV 1, HHV 1 (Gruter, 1924)
Herpesvirinae | (Humanes Herpesvirus 1)

Herpes Simplex Virus 2 HSV 2,HHV 2 (Schneeweis, 1962)
(Humanes Herpesvirus 2)
Varizella-Zoster Virus VZV ,HHV 3 (Dumas et al., 1981)
(Humanes Herpesvirus 3)
yig Humanes Cytomegalie Virus | HCMV, HHV 5 (Smith, 1956)
Herpesvirinae | (Humanes Herpesvirus 5)
Humanes Herpesvirus 6 HHV 6 (Lindquester&Pellett,1991)
Humanes Herpesvirus 7 HHV 7 (Frenkel et al., 1990)
% Epstein-Barr Virus EBV, HHV 4 (Epstein et al., 1965)
Herpesvirinae | (Humanes Herpesvirus 4)
Kaposi-Sarkoma HHV 8 (Chang et al., 1994)
assoziiertes Virus
(Humanes Herpesvirus 8)

Tab. 3: Klassifizierung der humanpathogenen Herpesviren (Roizman et al., 1992).
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1.2.2 Virionstruktur

Das HCMV weist die typische Herpesvirusarchitektur auf, die den Viruskern,
das Nukleokapsid, das Tegument und die virale Hillmembran beinhaltet (Abb.
2).

Das 230 Kilobasenpaar (kb) grolRe doppelstrangige DNA-Genom und
assoziierte Proteine bilden den elektronendichten Viruskern, der einen
Durchmesser von etwa 64 nm besitzt (Wright et al., 1964). Dieser wird von
einem ikosaedrischen Kapsid umgeben, welches sich aus 162 Kapsomeren
zusammensetzt und einen Durchmesser von 100 nm besitzt. Kern und Kapsid
bilden zusammen das Nukleokapsid, welches in eine amorphe Proteinmatrix,
die fast ausschliel3lich aus Phosphoproteinen besteht, eingebettet ist. Diese
Matrix wird als Tegument bezeichnet. Das Phosphoprotein pp65 kann dabei bis
zu 95% der Proteinmasse des Teguments ausmachen (Gibson & Irmiere,
1984). Die Virushulle besteht aus einer etwa 11 nm dicken Lipiddoppelschicht
(Tooze et al., 1993), in die sowohl zellulare als auch virale Glykoproteine

eingelagert sind.

Nukleokapsid

Doppelstrang-DNS
Tegument

Lipid-Membran
Glykoproteinkomplex I

Glykoproteinkomplex III

Abb. 2: Schematische Darstellung des humanen Cytomegalievirus (HCMV) (©M. Reschke,
1994-97, Institut fir Virologie, Marburg)
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1.2.3 Genomstruktur

Mit 230 kb besitzt das HCMV das groldte Genom aller humanpathogenen
Herpesviren. Es besteht aus einem linearen DNA-Doppelstrang und wird in
einen langeren (UL= unique long) und einen kirzeren (US= unique short) nicht
repetitiven Abschnitt unterteilt. Diese beiden Segmente konnen jeweils in
unterschiedlichen Orientierungen zueinander vorliegen, so dass sich vier
Genom-lsomere ergeben, die in aquimolaren Verteilungen in jeder
Viruspopulation gefunden werden (Oram et al., 1982). In Abb. 3 ist der als ,P*
definierte Genom-Prototyp dargestellt. Das UL-Segment ist eingerahmt von den
invertierten repetitiven Sequenzen b und b’, das US-Segment entsprechend
von den Sequenzen c und c¢’. An den Enden des Virusgenoms und an der
Verbindungsstelle zwischen den nicht repetitiven Abschnitten UL und US finden
sich weitere Sequenzbereiche, deren Anzahl und Lange variabel sind und als
,2a-Sequenz” bezeichnet werden. Das Molekulargewicht der DNA betragt 1,5 x
108 Dalton (Chee et al., 1990; Stinski et al., 1990) und der GC-Gehalt liegt bei
57,2% ( Chee et al., 1989).

Das Genom des Laborstammes AD 169 ist vollstandig sequenziert und weist
208 offene Leserahmen (ORF) auf, von denen 54 fur potentielle Glykoproteine
kodieren (Chee et al.,, 1990). Nach der aktuellen Nomenklatur (First
Nomenclature Workshop; Landini und Spaete, 1993) erfolgt die Benennung der
Gene gemal ihrer Lokalisation auf dem Genom mit den Prafixen UL oder US.
Fur virale Proteine, Phosphoproteine und Glykoproteine werden die
Abkurzungen p, pp und gp verwendet.

Abb. 3: Aufbau des Prototyp-Genoms des humanen Cytomegalievirus

Dargestellt ist der Prototyp “P” des HCMV- Genoms. Die Pfeile bezeichnen die Orientierung der
Segmente zueinander. Oriy,; bezeichnet den Replikationsursprung.
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1.2.4 Viraler Infektionszyklus und Morphogenese

Die Anlagerung des HCMV an die Wirtszelle erfolgt zuerst durch eine
unspezifische Bindung an Heparansulfatproteoglykane (Compton et al., 1993).
Diese Interaktion ermdglicht den nachsten Schritt, die spezifische Bindung von
viralen Glykoproteinen an zellulare Rezeptoren. Im Anschluss an die Adsorption
erfolgt die Penetration durch Fusion der Virushulle mit der Plasmamembran der
Zielzelle in einem pH-unabhangigen Prozess (Compton et al., 1992), wodurch
die nackten Nukleokapside in das Zytoplasma gelangen. Die eingeschleusten
Kapside werden vermutlich analog zu Herpes Simplex-Virus 1 (HSV1) durch
Dynein vermittelten Transport an den Mikrotubuli entlang zum Zellkern
transportiert (Sodeik et al., 1997). Nach Bindung der Kapside an die Kernpore
wird die Virus-DNA ins Nukleoplasma abgegeben (Ojala et al., 2000) und dort
zirkularisiert. Die Transkription und Expression der viralen Gene verlauft
kaskadenartig und wird in drei verschiedene Phasen unterteilt (Wathen und
Stinski, 1982).

1. Phase: Immediate-early (IE) (0-3 h nach Infektion)

In dieser sehr friihen Phase erfolgt die durch zellulare Transaktivatoren
gesteuerte Transkription und Synthese regulatorischer Proteine, von denen
einige zur Aktivierung der frihen Gene bendtigt werden (Spaete & Mocarski,
1985; Geballe et al., 1986).

2. Phase: Early (E) (3-36 h nach Infektion)

Die friihen (E) Produkte werden zur Vorbereitung der Synthese von viralen
Strukturkomponenten bendétigt. In dieser Phase kommt es u. a. zur Induktion
der viralen DNA-Polymerase, daruber hinaus wird die Synthese enzymatisch

und regulatorisch wichtiger Proteine eingeleitet.

3. Phase: Late (L) (36-72 h nach Infektion)
Die spéte Phase setzt mit dem Beginn der DNA-Replikation ein und dient der

Bereitstellung von Strukturproteinen, den spateren Bestandteilen der Virionen.
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Die Morphogenese der Tochtervirionen beginnt mit dem Zusammenbau der
Kapside im Zellkern. Bei elektronenmikroskopischen Aufnahmen infizierter
Zellen kdnnen drei verschiedene Kapsidformen unterschieden werden, die A, B-
und C-Kapside. Die B-Kapside, die noch keine DNA enthalten, sind
Vorlauferformen der A- und C-Kapside. Die ebenfalls DNA-freien A-Kapside
entstehen durch Fehler bei der DNA-Verpackung, wahrend die korrekte
Verpackung von Genomeinheiten zur Bildung reifer C-Kapside fuhrt. Dabei wird
die konkatemere virale DNA, die nach dem ,Rolling circle® Mechanismus
erzeugt wird (McVoy & Adler, 1994), vermutlich unter Beteiligung des Proteins
p130 (pUL56), an den a-Sequenzen auf Genomgrofle zurechtgeschnitten und
in die Kapside verpackt (Bogner et al., 1998).

Durch einen Vorgang, der als Transportknospung bezeichnet wird, werden die
Kapside aus dem Kern ins Cytoplasma transloziert (Radsak et al., 1989). Die
Kapside gelangen durch diesen Knospungsprozess zunachst in die
perinukleare Zisterne, wobei sie eine temporare, von der inneren Kernmembran
abgeleitete Lipidhulle erhalten, die anschliel3end mit der aul3eren Kernmembran
fusioniert, so dass die nackten Nukleokapside ins Cytoplasma freisetzt werden.
Die endguiltige Umhillung findet an Zisternen des Trans-Golgi-Netzwerkes
(TGN) oder des frihen Endosoms statt (Tooze et al., 1993). Diese zweite
Knospung, die sogenannte Reifungsknospung, fuhrt zu Kapsiden mit doppelter
Lipidhalle. Die aufRere dieser Hullen fusioniert im letzten Schritt der Exocytose
mit der Plasmamembran der Wirtszelle, so dass reife, einfach umhillte Virionen

aus der Zelle freigesetzt werden.
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1.3 Unterschiede zwischen attenuierten und wildtypischen(wt)-

HCMV-Laborstammen bzw. klinischen Isolaten

FUr experimentelle Untersuchungen werden meist Laborstdmme verwendet.
Diese koénnen in zwei Gruppen unterteilt werden. Eine Gruppe umfalt
attenuierte Stamme wie z.B. AD7169 und Towne, die in zahlreichen Passagen
an humane Fibroblasten adaptiert wurden und fir den Menschen nicht
pathogen sind. Diesen Stammen gegenuber stehen Laborstamme wie z.B.
Toledo, die nach wenigen Zellkulturpassagen noch weitgehend wildtypische

Eigenschaften aufweisen.

1.3.1 Virulenz und Zelltropismus

In klinischen Studien wurde gezeigt, dass die an Fibroblastenkulturen
adaptierten HCMV-Stamme AD169 (Elek & Stern, 1974) und Towne (Plotkin et
al., 1976; Plotkin et al., 1984) im Patienten eine Serokonversion verursachen,
die inapparent verlief. Toledo hingegen, verursachte bei Erwachsenen einen
klinisch apparenten Krankheitsverlauf (Quinnan et al., 1984).

In vitro sind die Laborstamme AD169, Towne und der ebenfalls an Fibroblasten
adaptierte Stamm Davis nur eingeschrankt fahig Endothelzellen zu infizieren.
Der Stamm Toledo und das klinische Isolat C71E zeichnen sich dagegen durch
einen Endothelzelltropismus aus. Dieser geht, wie gezeigt wurde, durch das
Passagieren in Fibroblasten verloren, bleibt jedoch beim Passagieren in
Endothelzellen erhalten (Mac Cormac & Grundy, 1999).

Mit zunehmender Passagezahl auf Fibroblasten scheint es also nicht nur zu
einer Abnahme der Virulenz, sondern auch zu einer Veranderung im

Zelltropismus zu kommen.
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1.3.2 Molekulargenetische Unterschiede

Durch Reassoziationskinetiken (Huang et al., 1976; Pritchett, 1980), Southern
Hybridisierung (Pritchett et al., 1980) und Restriktionsanalysen (Chandler &
McDougal, 1986; Hayward et al., 1984) konnte gezeigt werden, dass die
Genome attenuierter bzw. wildtypischer Laborstdmme und klinischer Isolate
grofRe Homologien aber auch Unterschiede aufweisen (Tab. 4).
Interessanterweise ist bei dem Stamm Toledo und weiteren funf klinischen
Isolaten im UL/b’-Bereich (siehe Abb.3), je nach Isolat, ein 13-15 kb grolies
DNA-Fragment lokalisiert, welches in den an Fibroblasten adaptierten Stammen
Towne und AD169 nicht nachweisbar ist und somit fur die Vermehrung in
Fibroblasten nicht von essentieller Bedeutung ist (Cha et al., 1996)(Tab.4).
Andererseits besteht die Vorstellung, dass in dem zusatzlichen wildtypischen
Genomabschnitt pathogenitatsrelevante Gene lokalisiert sein kénnten. Aus den
bisherigen Berichten lassen sich allerdings noch keine direkten Beweise fur
diese Vorstellung entnehmen.

Der HCMV-Stamm Toledo enthalt in diesem Genabschnitt mindestens 19
zusatzliche ORFs (,open reading frame®), die in Erweiterung der ORF-
Nomenklatur von AD769 als UL133-UL151 bezeichnet werden. Konsensus-
Splice-Donor- oder Akzeptor-Sequenzen konnten nicht gefunden werden. Des
weiteren deutet das Fehlen einer 1:1-Ubereinstimmung von Transkriptions-
signalsequenzen und ORFs auf unkonventionelle Transkriptionseinheiten hin
(Cha et al., 1996).

Es konnte bisher fur den 531 bp-umfassenden ORF UL144 aus diesem
wildtypspezifischen Genomabschnitt gezeigt werden, dass er in Zellkultur
exprimiert wird (Benedict et al., 1999; Lurain et al.,, 1999). Dieses potentielle
Typ I-Transmembranglykoprotein ist ein Strukturhomolog des Herpes Simplex-
Virus ,entry mediators® (HveA oder auch HVEM), der =zu der
Tumornekrosefaktorrezeptor (TNFR)-Familie gehort (Lurain et al.,, 1999). Bei
niedrig passagierten Isolaten tritt im UL144-Gen eine hohe Variabilitat der
Nukleotid- und Aminosauresequenz auf, so dass diese in drei grolere
phylogenetische Gruppen unterteilt wurden. Eine Korrelation zwischen diesen
einzelnen Gruppen und der viralen Pathogenitat war dabei nicht nachzuweisen
(Lurain et al., 1999).
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Aus der kodierenden Sequenz von 921 bp fir den ORF UL142 des Stamms
Toledo, der im Institut fur Virologie, Marburg, untersucht wird, Iasst sich ein aus
306 AS bestehendes potentielles Membranglykoprotein ableiten. Das Produkt

weist 20 potentielle N-Glykosylierungsstellen und 5 Myristyllierungsstellen auf

(Cha et al., 1996).

Sequenzanalysen fiir die ORFs UL146 und UL147 deuten auf eine Ahnlichkeit

zu a-Chemokinen hin (Penfold et al., 1999). Diese ORFs weisen eine ahnliche

Sequenzvariabilitat wie UL144 auf (Lurain et al., 1999).

Funktionell konnen virale Hullmembranglykoproteine als Mediatoren bzw.

Modulatoren der Infektion und Pathogenitat eingeordnet werden.

wt-HCMV z.B. Toledo

attenuierte Labor-
stamme z.B. AD169

19 ORFs in der Region + -
UL 133-UL151
Infektion von Fibroblasten + +
Infektion von Endothelzellen + -
humanpathogen + -

Tab. 4: Unterschiede zwischen wt-HCMV- und attenuierten Laborstammen
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2 Zielsetzung

Die Aufgabe dieser Arbeit war es, zundchst den ORF UL142 des
humanpathogenen Cytomegalievirus (HCMV) aus Kklinischen Isolaten im
Hinblick auf einen eventuellen genetischen Polymorphismus mittels nested
PCR und DNA-Sequenzierung hin zu untersuchen. Dabei sollten HCMV-Isolate
zweier Patientengruppen, namlich solche von Neugeborenen und von HIV-
Positiven, verglichen werden.

Die strukturellen Analysen sollten vor dem Hintergrund der klinischen Daten
anschliellend ausgewertet werden, um mogliche Korrelationen zur spezifischen

Pathogenitat der Isolate zu eruieren.
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3 Material

3.1 Bezugsquellen

Alle nicht ndher bezeichneten Chemikalien stammen von den Firmen:

Boehringer-Bioproducts
Life Technologies
Merck

Riedel-de-Haen

Roth

Serva

Sigma

3.2 Chemikalien

Aceton
Acrylamidlosung Gel 30

Agarose

2-Amino-2-(hydromethyl)-propan-1,3-diol (Tris)

Ammoniumpersulfat (APS)
aqua bidest

Borsaure
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-3-D-
galactosidase (X-Gal)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Ethylenglykol
Formamid

Isopropanol

Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranosid (IPTG)

Mannheim
Eggenstein
Darmstadt
Seelze
Karlsruhe
Heidelberg

Deisenhofen

J.T. Baker/ Holland
Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Biorad, Munchen
Fresenius, Bad Homburg
Merck, Darmstadt

Roche, Mannheim

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Boehringer, Mannheim
Merck, Darmstadt
Fluka, Neu-Ulm
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg
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Kaliumchlorid Merck, Darmstadt
Kaliumhydrogenphosphat Merck, Darmstadt
Magnesiumchlorid Roth, Karlsruhe
Magnesiumsulfat-Heptahydrat Roth, Karlsruhe
Natriumchlorid Roth, Karlsruhe
di-Natriumhydrogenphosphat Merck, Darmstadt
N,N,N’,N"-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Serva, Heidelberg
N,N"-dimethyl-formamid Merck, Darmstadt

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) Roth, Karlsruhe

Urea Biorad, Minchen

3.3 Antibiotika

Ampicillin Boehringer, Mannheim
Penicillin Life Technologies, Karlsruhe
Streptomycin Life Technologies, Karlsruhe

3.4 Kulturmediengrundstoffe

Bacto-Agar Difco, Detroit
Bacto-Hefeextrakt Difco, Detroit

Bacto-Trypton Difco, Detroit

Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM) Life Technologies, Karlsruhe
Fotales Kalberserum (FCS) BioWhittaker, Verviers, Belgien

L-Glutamin 200 mM (100x) Life Technologies, Karlsruhe
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3.5 Restriktionsendonukleasen

Die verwendeten Restriktionsendonukleasen wurden von den Firmen New
England Biolabs, Schwalbach und Roche, Mannheim, bezogen und den

Herstellerangaben entsprechend eingesetzt.

3.6 Sonstige Enzyme

AmpliTag® DNA-Polymerase
Tag DNA Polymerase
T4-DNA-Ligase
Trypsin/EDTA

Proteinase K

3.7 Sonstige Materialien

ABI PRISM™ Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit
Alconox

DNA-Molecular Weight Marker

Eppendorf-Pipetten, -Spitzen und

Reaktionsgefale

Petrischalen

QIAquick PCR Purification Kit
QIAamp DNA Mini Kit
QIlAprep Spin Plasmid Kit
QIAgen Plasmid Maxi Kit
Spritzen und Kanulen

Sterilfilter (0,2 um PorengrofRe)

Ultrazentrifugenréhrchen (Polyallomer)

Perkin Elmer, Norwalk, USA
Qiagen, Hilden

Roche, Mannheim

Gibco BRL, Eggenstein
Qiagen, Hilden

Perkin Elmer, Norwalk, USA

Aldrich, Steinheim

Roche, Mannheim;

Life Technologies, Eggenstein
Eppendorf, Hamburg
American Can Company,
Greenwich, USA

Greiner, Frickenhausen
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Braun, Melsungen
Schleicher & Schuell, Dassel

Beckman, Minchen
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Zellkulturflaschen/ Zellschaber

3.8 Gerate

ABI PRISM'™ 377 DNA Sequencer
Biofuge pico

Biofuge 13

GeneAmp PCR System 2400
Minigelkammer, horizontal
Photometer Gene Quant Il
RNA/DNA Calculator
Quarzkivette

Thermostat 5320
Ultrazentrifuge L7-55/ L8-55M
UV-Lampe 2238 UV/CORD SilI
Zentrifuge J2-21

Zentrifuge Rotina 48R

3.9 Medien

Luria-Bertani Broth (LB-Medium)
Bacto-Hefe-Extrakt
Bacto-Trypton

Natriumchlorid
Magnesiumsulfat-Heptahydrat

ad aqua bidest

LB -Medium
Ampicillin
LB-Medium

Schleicher & Schuell, Dassel

Greiner, Nurtingen

Perkin Elmer, Norwalk, USA
Heraeus, Hanau

Heraeus Sepatech, Hanau
Perkin Elmer, Norwalk, USA
Biorad, Munchen

Pharmacia, Freiburg

Hellma, Mahlheim
Eppendorf, Hamburg
Beckman, Frankfurt

LKB, Bromma, Schweden
Beckman, Frankfurt
Hettich, Tuttlingen

0,50%
1,00%
1,00%
0,25%

w/v)
w/v)

w/v)

~ o~ o~ o~

w/v)

0,10 mg/
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LB_Aga,amp/lPTG/X-GaI

LB-Medium

Bacto-Agar 1,50 % (w/v)
Ampicillin 0,10 mg/I
IPTG 0,50 M
X-Gal 80,00 mg/I
DMEM Kulturmedium

Dulbecco’s MEM (1x) 500,00 ml
L-Glutamin, 200mM (100x) 5,00 mi
Penicillin-Streptomycin 5,00 ml
(5000 U/ml, 5,0 mg/ml)

Foetales Kalberserum 50,00 mi
3.10 Puffer

PBS- Puffer (pH 7,4)

di-Natriumhydrogenphosphat 19,00 mM
Kaliumhydrogenphosphat 2,20 mM
Natriumchlorid 0,20 mM

ad aqua bidest

TAE-Puffer (50x)

Tris 2000,00 mM
EDTA 50,00 mM
Eisessig 5,71 % (viv)

ad aqua bidest
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TBE-Puffer (10x)

Tris 900,00 mM
Borsaure 900,00 mM
EDTA 10,00 mM

ad aqua bidest

3.11 Zellen

3.11.1 Primare humane Hautfibroblasten (HF)

OP-Praparate humaner Vorhaute wurden aus der Praxis von Dr. A. v. Keitz in
Marburg erhalten und in Kultur gebracht. Fur die Versuche wurden HF zwischen

der 5. und der 20. Passage verwendet.

3.12 Virusstamme

3.12.1 Laborstamme

Laborstamm AD 169 (Gupta et al., 1977)
Toledo (Quinnan et al., 1984)
UimCMVv Prof. Dr. Th. Mertens, Ulm

3.12.2 Patientenisolate aus Urin

Die HCMV-Isolate von HIV-positiven Patienten wurden von Herrn Dr. Rabenau,
Frankfurt, die Isolate der Neugeborenen vom Labor Prof. Enders, Stuttgart,
freundlicherweise zur Verfligung gestellt. Es wurden ebenfalls HCMV-Isolate

von Neugeborenen aus Marburg untersucht (s. Tab. 5).
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Krankheit und Therapie Symptomatik
Zeitpunkt der
Infektion
Frankfurt (Isolate von HIV-Patienten)
F2 ? ? k. A.
F3 HIV-pos. seit 1994 GCV k. A.
F38 HIV-pos. seit 1996 ? /
F39 HIV-pos. seit 1996 GCV k. A.
F40 HIV-pos. seit 1993 keine /
F59 HIV-pos. seit 1986 GCV, Herpes genitalis, Hep. A und
PFA, B
HPMPC
F63 HIV-pos. seit 1986 GCV, k. A
PFA,
HPMPC
F70 HIV-pos. seit 1986 GCV k. A.
F72 HIV-pos. seit 1994 GCV keine
F73 HIV-pos. seit 1989 GCV? /
F75 HIV-pos. seit 1989 GCV Herpes simplex Il
F85 HIV-pos. seit 1996 GCV k. A.
F97 HIV-pos. seit 1988 GCV k. A.
Stuttgart (Isolate von Neugeborenen)
S279 symptomatisch/ ? Mikrozephalie, Hydrozephalus
ranatal internus, Petechien, Anamie,
P Thrombopenie,
Hepatomegalie, Hypotrophie
S666 asymptomatisch/ ? Kind klinisch unauffallig
pranatal
S889 symptomatisch/ ? Seit 3. Lebenstag rezid.
ranatal Cerebr. Krampfanfalle, Augen
P und Ohren 0.B., Leber und
Milz 0.B., Keine Verkalkungen
S136 symptomatisch/ ? Frihgeburt, intracerebrale
friihpostnatal Blutung (zu diesem Zeitpunkt
P Urin noch CMV-negativ)
S691 frlihpostnatal ? /
S868 frhpostnatal ? /
S048 ?/ frGhpostnatal ? Keine Angaben erhalten
S213 erst ? Reifgeboren, bei Geburt
asvmotomatischy klinisch 0.B., wurde gestillt,
ymp mit 6 Mon. Unklare
frihpostnatal Bewultlosigkeit,
Hypoglykamie
S896 symptomatisch?/ ? Sectio bei patholog. CTG,
. Geburtsgewicht 2640g,
pranatal

hypotroph, Keine
Hepatosplenomegalie, kein
Ikterus
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Krankheit und Therapie Symptomatik
Zeitpunkt der
Infektion
Stuttgart (Isolate von Neugeborenen)
S865 U3 auffallig/ GCV Bei Geburt 0.B., vollgestillt,
friihpostnatal bei U3 (mit 6Wochen)
P auffallig: dilat.
Kardiomyopathie,
Myokarditis
S695 symptomatisch/ ? Reifgeboren, Thrombopenie,
ranatal kleinfleckiges Exanthem,
P Augen 0.B., Schadel-Sono
0.B., Pneumonie, wurde
gestillt
S049 ?/ frihpostnatal ? k. A.
S054 asymptomatisch/ k.A. k. A.
kongenital
S066 symptomatisch/ k.A. k. A.
kongenital
S332 asymptomatisch/ k.A. k. A.
kongenital
S333 asymptomatisch/ k.A. k. A.
kongenital
S342 asymptomatisch/ k.A. k. A.
kongenital
S478 asymptomatisch/ k.A. k. A.
kongenital
S480 asymptomatisch/ k.A. k. A.
kongenital
S527 symptomatisch/ k.A. k. A.
kongenital
S567 symptomatisch/ k.A. k. A.
kongenital
S627 symptomatisch/ k.A. k. A.
kongenital
S629 symptomatisch/ k.A. k. A.
kongenital
S777 asymptomatisch/ k.A. k. A.
kongenital
S891 asymptomatisch??/ k.A. k. A.

kongenital
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Krankheit und Therapie Symptomatik
Zeitpunkt der
Infektion

Stuttgart (Isolate von Neugeborenen)

S922 symptomatisch/ k.A. k. A.

kongenital

Marburg (Isolate von Neugeborenen)

Dem ?/ kongenital GCV Neonatale Hepatitis,
Lebersynthesestoérung,
Hepatosplenomegalie,
gastrointestinale Blutung,
Sepsis

Gatt ? ? k. A.

Tab. 5: Untersuchte Patientenisolate (k. A.- keine Angaben erhalten, ?- nicht geklart, GCV-
Ganciclovir, HPMPC- Cidofovir, PFA- Foscarnet)

3.13 Bakterienstamme

Fir die molekularbiologischen Arbeiten wurden ausschliel3lich Escherichia coli

K-12-Stamme verwendet.

3.13.1 E. coli XL1-Blue

Genotyp: supE44, hsdR17, recA1, endA1, gyrA46, thi, relA1, lac™, F°
[proAB*, lacl%, lacZAM15, Tn10(tet')]
(Bullock et al., 1987)

3.13.2 E. coli JM109

Genotyp: endA1, recA1, gyrA96, thi, hsdR17 (rk-, mg+), relA1,supE44,
A(lac-proAB), [F’, traD36, proAB, laclFZAM15]
(Yanisch-Perron et al., 1985)
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3.14 Plasmid

Plasmide sind zirkulare, doppelstrangige DNA-Molekule, die unabhangig vom
bakteriellen Genom in Bakterien repliziert werden. Sie enthalten einen
Replikationsstart (origin of replication, ori), ein Selektionsgen (meist ein
Antibiotikaresistenzgen) und eine Klonierungsstelle (cloning site), in die fremde
DNA eingeschleust werden kann. Dies ermdglicht die Vervielfaltigung des

eingefugten DNA-Fragmentes.

3.14.1 Der Vektor pGEM®-T

Der Vektor pGEM®-T (Abb.4) wurde von der Firma Promega, Mannheim,
bezogen. Der etwa 3 kb grole Vektor ermoglicht Uber einen 3'-
ThymidinUberhang, der sich stromaufwarts und stromabwarts der
Polylinkerregion befindet, die direkte Klonierung von PCR-Amplifikaten, die an
ihren 3’-Enden einzelne Desoxyadenosine tragen. Die Polylinkerregion befindet
sich in der a-Peptid-kodierenden Region der B-Galaktosidase (lacZ), welche
alleine keine B-Galaktosidase-Aktivitat besitzt. Hierdurch wird eine Blau-Weil}-
Selektion, die auf einer Unterbrechung des lacZ-Gens beruht, in a-
komplementierenden E.coli-Zellen ermoglicht. Die Polylinkerregion wird durch
den T7- und den Sp6-RNA-Polymerase Promotor flankiert. Ferner verfugt der
Vektor Uber einen ori des filamentdsen Phagen f1 (f1 ori), der zur Praparation

einzelstrangiger DNA genutzt werden kann (Abb.4).
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T7 Apal AatIl Sphl BstZI Ncol Sacll Spel NotI BstZI Pstl Sall Ndel Sacl BstXI Nsil Sp6

lacZ \
lacZ

pGEM"-T

3000 bps

Abb.4: Schematische Darstellung des Vektors pGEM®-T

Dargestellt ist der ori zur Amplifikation in E.coli-Zellen (ori), das B-Laktamase Gen (AMP"),
das lacZ-Gen, sowie die Polylinkerregion mit Thymidin-Uberhang (T). Die Polylinkerregion
ist vergroRert dargestellt.

3.15 Oligonukleotide

Die in der Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von den Firmen MWG
Biotech (Ebersberg) und Invitrogen Life Technologies (Karlsruhe) bezogen und
sowohl fur Sequenzierreaktionen als auch flr Polymerasekettenreaktionen
eingesetzt. Die Nummerierung der Oligonukleotide, die im HCMV-Genom
binden, orientiert sich an der publizierten Sequenz des HCMV Toledo-Genoms
(Cha et al., 1996). Die Nummerierung der Oligonukleotide des Vektors beginnt

mit dem ersten Nukleotid der Vektorkarte.
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3.15.1 Oligonukleotide fur die Sequenzierung

Bezeichnung Sequenz 5°-3°

Nukleotidposition

T7 Promotor GTAATACGACTCACTATAGGGC 2984-3
(pPGEM®-T)

Sp6 Promotor GATTTAGGTGACACTATAG 124-143
(pPGEM®-T)

Seq-ruck GTCACGTTATGTGTGTCG 7196-79
(Toledo)

in hin CGGTAGGAATCAGTTCGTCTT 6620-40
(Toledo)

in rick ACGGCGTCTGTACAGTATGGC 7171-51
(Toledo)

Tab. 6: Oligonukleotide fiir die Sequenzierung

3.15.2 Oligonukleotide fiir die Polymerasekettenreaktion (PCR)

Bezeichnung Sequenz 5°-3° Nukleotidposition

Hin ATGCGGATTGAATGGGTGTG 6448-67
(Toledo)

Rick TTACTGACCGCGCCATACCTC 7368-48
(Toledo)

in hin CGGTAGGAATCAGTTCGTCTT 6620-40
(Toledo)

in rick ACGGCGTCTGTACAGTATGGC 7171-51
(Toledo)

ex hin TGTTAAAAAATGCAGTGTGTGAAG 6403-26
(Toledo)

ex ruck GTGTTCGAGGATCGTGGGG 7414-396
(Toledo)

Tab. 7: Oligonukleotide fiir die PCR
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4 Methoden

4.1 Zellbiologische Methoden

4.1.1 Kultivierung humaner Fibroblasten

Die Kultivierung der primaren Vorhautfibroblasten (HF), die aus Sauglingspra-
putien gewonnen wurden, erfolgte in ,Dulbeccos Modified Eagles Medium®
(DMEM, Life Technologies), dem 10% fotales Kalberserum (FCS, BioWhitaker),
1% Glutamin und 1% Penicillin/Streptomycin zugesetzt wurde, bei konstanter
Temperatur von 37°C, bei 5% CO, und 100% Luftfeuchtigkeit. Im konfluenten
Stadium enthielten die verwendeten 75 cm2-Zellkulturflaschen ca. 6 x 10° Zel-
len. Zum Passagieren der Zellen wurden die konfluent gewachsenen Monolayer
nach Entfernung des Kulturmediums einmal mit einer auf 37°C erwarmten
Trypsin/EDTA-LOsung (Life Technologies, Eggenstein) gewaschen. Anschlie-
Rend wurden die Zellen durch Inkubation in Trypsin/EDTA-L6sung bei 37°C
abgeldst und im Verhaltnis 1:3 auf mit DMEM-Kulturmedium versehene Kultur-

flaschen verteilt.

DMEM-Kulturmedium siehe 3.9
Trypsin/EDTA-L6sung

Trypsin, 0,25% (w/v) 20,00 ml

EDTA-L6sung 80,00 ml

EDTA-Lbsung

EDTA-NA; 0,50 mM
Natriumchlorid 0,14 mM
Kaliumchlorid 0,26 mM
di-Natriumhydrogenphosphat 6,50 mM

Kaliumhydrogenphosphat 1,50 mM
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4.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren von Zellkulturen wurden diese kurz vor Erreichen der Konfluenz
mit Trypsin/EDTA- Lésung abgeldst (siehe 4.1.1). Das Trypsin wurde durch Zu-
gabe von 3 ml FCS (BioWhitaker) inaktiviert und die Zellen bei 750 rpm fir 5
Minuten bei Raumtemperatur sedimentiert (Rotina 48R). Das Zellsediment
wurde in eiskaltem DMEM mit 40% FCS aufgenommen (1 ml /5 x 10° Zellen)
und mit dem gleichen Volumen eiskaltem DMEM mit 20% Dimethylsulfoxid
(DMSO) versetzt. Die Zellsuspension wurde in 1 ml Aliquots (je 2,5 x 10° Zel-
len) in Polypropylen- Réhrchen geflllt und zunachst fir 24 h bei -80°C eingefro-
ren. Zur langfristigen Lagerung wurden die Zellen in flussigem Stickstoff
(-196°C) aufbewahrt.

Eingefrorene Zellen wurden im 37°C Wasserbad aufgetaut und sofort in eine 25
cm?- Zellkulturflasche mit 5 ml DMEM mit 10% FCS Uberfiihrt. 24 h nach dem
Aussaen der Zellen wurde das Kulturmedium gewechselt, da das enthaltene

DMSO bei Erwarmung toxisch auf die Zellen wirkt.

4.1.3 Virusanziichtung aus Patientenproben (Urin)

2,5 ml der erhaltenen Urinprobe wurden bei 3500 rpm fir 10 min zentrifugiert.
Der grofte Teil des Uberstandes wurde direkt auf HFF in 6-wells mit Deckgla-
sern gegeben. Das Sediment wurde im Rest-Uberstand resuspendiert und

ebenfalls auf die Zellen gegeben (siehe 4.1.4).

4.1.4 Herstellung von Virusstocks und Virustitration

Zur Herstellung von Virusstocks wurden konfluente Monolayer humaner
Vorhautfibroblasten in 175 cm?Kulturflaschen verwendet. Die Zellen wurden
nach Entfernung des Kulturmediums einmal mit PBS (siehe 3.10) gewaschen
und anschlieBend mit einer ,multiplicity of infection® (m.o.i.) von 0,1 infiziert.

Nach Zugabe von Virussuspension in 10 ml DMEM-Kulturmedium ohne FCS
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und Inkubation von 1 h bei Raumtemperatur auf einem Schwenktisch wurde
nicht adsorbiertes Virus abgenommen und die Zellen mit 30 ml DMEM-
Kulturmedium und 2% FCS bei 37°C inkubiert. Zu dem Zeitpunkt, an dem die
Halfte der Zellen einen deutlichen cytopathischen Effekt aufwiesen, wurde das
Medium erneut gewechselt, das Medienvolumen dabei auf 25 ml verringert.
Nach weiteren funf bis sechs Tagen wurde der Kulturiberstand geerntet und
durch niedertourige Zentrifugation fur 10 Minuten bei 3500 rpm von Zellbe-
standteilen getrennt (Rotina 48R). Der zellfreie virushaltige Uberstand wurde

aliquotiert und bei —80°C eingefroren.

Um die Anzahl der infektiosen Einheiten des virushaltigen Kulturiberstandes zu
bestimmen, wurde eine doppelte logarithmische Verdiinnungsreihe (107" - 10°
in Kulturmedium) hergestellt. Mit den Verdinnungen wurden konfluente Deck-
glaskulturen von Fibroblasten infiziert und fir 24 Stunden bei 37°C inkubiert.
Die Ermittlung des Virustiters erfolgte durch den Nachweis von HCMV- [E-
Virusantigen mittels indirekter Immunfluoreszenz unter Verwendung eines mo-
noklonalen anti- IE Antikérpers (mab IE). Die durchschnittliche Anzahl der Infek-
tiosen Einheiten der Stammsuspension (n) ermittelt sich aus der letzten
Verdiinnung (107™), in der noch einige wenige Kerne (y) in der Immunfluores-

zenz positiv sind nach der Formel: n =y - 10*.

DMEM-Kulturmedium siehe 3.9
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4.2 Molekularbiologische Methoden

Soweit nicht anders angegeben, entsprechen die in der Arbeit angewendeten
Methoden den Standardverfahren nach Sambrook et al., 1989.

4.2.1 DNA-Extraktion aus Patientenisolaten mit QlAamp DNA Mini Kit

Die DNA-Extraktion aus HCMV-infizierten Zellen erfolgte in Anlehnung an das
vom Hersteller vorgegebene ,tissue protocol*.

Zur Lysis wurden zunachst 200 ul der virushaltigen Probe mit 20 ul Proteinase
K durch kurzes Zentrifugieren gemischt. Anschliefend wurden 200 ul des Puf-
fers AL hinzugefugt, gevortext und nach einer Inkubationszeit von 10 min bei
70°C kurz zentrifugiert. Es erfolgte das Versetzen auf dem Vortexer mit 200 pl
Ethanol (96%). Das Gemisch wurde auf die vom Hersteller gelieferte QlAamp-
Saule gegeben und bei 8000 rpm fur 1 min zentrifugiert, wobei eine Bindung
der DNA an das Silika-Gel stattfand. Es erfolgte anschlielend das Waschen in
zwei Schritten, um verbliebende Restkontaminationen grindlich zu entfernen.
Zunachst wurde 500 uyl des AW1 Puffers auf die Saule gegeben und bei 8000
rpom fur 1 min zentrifugiert. AnschlieBend wurde 500 yl des AW2 Puffers ver-
wendet und bei 14000 rpm fur 3 min zentrifugiert. Die DNA wurde mit 200 pl
Elutionspuffer AE nach einer Inkubationszeit von 1 min bei Raumtemperatur
bei 8000 rpm fur 1 min zentrifugiert und somit eluiert. Die Aufbewahrung der
DNA erfolgte bei 4°C.

Puffer AE (pH 9,0)
Tris-ClI 10,0 mM
EDTA 0,5mM

Die Bestandteile der Puffer AL, AW1 und AW2 werden vom Hersteller nicht na-

her erlautert.
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4.2.2 Polymerasekettenreaktion (PCR) zur Amplifikation von DNA-
Abschnitten

Die Polymerasekettenreaktion ermdglicht eine spezifische, exponentielle Ampli-
fikation eines definierten DNA-Abschnittes mit Hilfe zweier antiparallel hybridi-
sierender Oligonukleotide (Mullis und Faloona, 1987). Verwendet wird dabei
eine thermostabile DNA-Polymerase, so dass bei einer zyklischen Abfolge ge-
eigneter Temperaturen die thermische Denaturierung der DNA, Hybridisierung
der Oligonukleotide mit der DNA-Matritze und die Kettenverlangerung sowie

Amplifikation erfolgen kann.

4.2.2.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Far die PCR wurden 4 bis 50 ng Matrizen-DNA in einem Volumen von 25 pl
eingesetzt. Diese Probe wurde mit 25 yl Reaktionsgemisch vermischt und zur
Amplifikation in 200 ul-Reaktionsgefallen in einem Thermocycler (GeneAmp
PCR System 2400) inkubiert. Zur vollstandigen Denaturierung wurde der An-
satz zu Beginn des Amplifikationszyklus fur 5 Minuten bei 95°C inkubiert. An-
schlieBend begann der Reaktionszyklus aus Denaturierung, Hybridisierung und

Polymerisation, der 35 mal wiederholt wurde.

Reaktionszyklus:

1. Denaturierung: 95°C fur 30 sec

2. Hybridisierung: 52-54°C fur 30 sec
(je nach Oligonukleotid)

3. Polymerisation: 72°C fur 60 sec

Der Reaktionszyklus wurde 35mal durchgeflhrt.

Eine abschlieRende funfminutige Inkubation bei 72°C gewahrleistete, dass die
Amplifikate vervollstandigt wurden, bevor die Reaktion beendet und das Reakti-
onsgefald auf 4°C abgekuhlt wurde. Die Analyse der PCR-Amplifikate erfolgte
durch Agarosegel-Elektrophorese (siehe 4.2.3)
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Reaktionsgemisch

Komponenten Endkonzentration
10-fach PCR-Puffer 1x

dATP 200 uM
dCTP 200 uM
dGTP 200 uM
dTTP 200 uM
Oligonukleotid 1 0,1-1 uM
Oligonukleotid 2 0,1-1 uM
AmpliTaq” DNA-Polymerase 2,5 Einheiten
ad 25 ul aqua bidest

4.2.2.2 nested PCR

Zur Steigerung der Produktspezifitat werden in der nested PCR zwei aufeinan-
derfolgende Amplifikationen durchgeftihrt (Abb. 5). In der ersten Vervielfaltigung
werden Oligonukleotide (externe) eingesetzt (A), die das gewlinschte Amplifikat
eingrenzen. AnschlieBend wird das erste PCR-Produkt (B) fur eine weitere
Amplifikation als Matrize eingesetzt, wobei ein internes Oligonukleotidpaar zur
Anwendung kommt (C).

Der Vorteil der nested PCR liegt zum einen darin, dass lineare und proteinfreie
DNA-Fragmente fur die Amplifikation eingesetzt werden, da supercoiled Matri-
zen sich teilweise nicht zu 100% denaturieren lassen oder genomische DNA
selbst bei sehr effektiver Reinigung noch mit Histonen assoziiert ist (Miller, HJ,
2001). Zum anderen wird die Spezifitat und Effektivitdat des PCR-Verfahrens
potenziert. In dieser Arbeit wurde die nested PCR verwendet, um erste Hinwei-

se auf eine genetische Variabilitat aufzuzeigen.
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Abb. 5: Schematische Darstellung der nested PCR
A- Externe Oligonukleotide (rote/ blaue Pfeile) bestimmen die GréRe des ersten
Amplifikates.

B- Nach den ersten Amplifikationsschritten entstehen Amplifikate, die den gewiinschten
Bereich umfassen (rot und blau).

C- Die spezifischen internen Oligonukleotide (wei3e und grine Pfeile) werden im zwei-
ten Amplifikationsschritt verwendet, so dass das gewilnschte Amplifikat in den
nachsten Zyklen synthetisiert wird.

Mit dem Ansatz der ersten PCR, in der externe Oligonukleotide zur Anwendung
kamen, wurde eine zweite Reaktion mit internen Oligonukleotiden durchgefuhrt,
die im inneren Bereich des erwarteten Amplifikates binden sollten. Es wurden
10 pl des Amplifikatproduktes der ersten PCR eingesetzt. Diese wurden mit
40 pl Reaktionsgemisch in ein 200 pl Reaktionsgefallen gegeben und in einem
Thermocycler (GeneAmp PCR System 2400) inkubiert. Zur vollstandigen Dena-
turierung wurde der Ansatz zu Beginn des Amplifikationszyklus fir 5 Minuten
bei 95°C inkubiert. AnschlieRend begann der folgende Zyklus aus Denaturie-

rung, Hybridisierung und Polymerisation, der 30mal wiederholt wurde.
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Reaktionszyklus:

1. Denaturierung: 95°C fur 30 sec

2. Hybridisierung: 52-54°C fur 30 sec
(je nach Oligonukleotid)

3. Polymerisation: 72°C fur 60 sec

der Reaktionszyklus wurde 30 mal durchgefihrt.

Eine abschlieRende funfminutige Inkubation bei 72°C gewahrleistete, dass die
Amplifikate vervollstandigt wurden, bevor die Reaktion beendet und das Reak-
tionsgefal® auf 4°C abgekuhlt wurde. Die Analyse der PCR-Amplifikate erfolgte
durch Agarosegel-Elektrophorese (siehe 4.2.3).

Reaktionsgemisch

Komponenten Endkonzentration
10-fach PCR-Puffer 1Xx

dATP 200 uM
dCTP 200 uM
dGTP 200 uM
dTTP 200 uM
Oligonukleotid ,in hin® 0,1-1 uM
Oligonukleotid ,in rick® 0,1-1 uM
AmpliTaq”~ DNA-Polymerase 2,5 Einheiten
ad 40 ul aqua bidest

4.2.3 Agarosegel-Elektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung wurde zur Identifizierung der PCR-
Amplifikate eingesetzt. Je nach GrolRe der zu trennenden DNA-Fragmente wur-
den 1-2% Agarosegele in 1x TAE-Puffer verwendet. Die Proben sowie 0,25 ug
eines DNA-Langenstandards (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim) wur-
den mit 6x DNA-Ladepuffer versetzt, aufgetragen und in einer horizontalen
Elektrophoresekammer (Minigelkammer, Biorad) in 1x TAE-Puffer bei einer

Spannung von 8V/cm Elektrodenabstand elektrophoretisch aufgetrennt. Um die
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DNA-Fragmente unter UV-Licht (A =302 nm) darstellen zu kénnen, wurde den
Agarosegelen Ethidiumbromid als DNA-interkalierendes Agens in einer Kon-
zentration von 0,15 ug/ml zugesetzt. Das erhaltene Bandenmuster wurde pho-

tographisch dokumentiert.

4.2.4 Reinigung von PCR-Produkten

Zur Entfernung von Enzym, Oligonukleotiden und Salzen aus abgeschlossenen
PCR-Reaktionsansatzen wurde der "QlAquick PCR Purification Kit” entspre-
chend den Angaben des Herstellers verwendet. Dazu wurde der Ansatz mit
dem funffachen Volumen Puffer PB vermischt, durch Zentrifugation fir 60 Se-
kunden bei 13000 rpm (Biofuge pico) an die Silicamembran einer Sdule gebun-
den und zweimal mit 750 pl Puffer PE fir 60 Sekunden bei 13000 rpm
gewaschen. Die Elution erfolgte mit 30 ul Elutionspuffer EB (10mM Tris-Cl, pH
8,9) .

Das Eluat wurde bei 4°C gelagert. Das gereinigte PCR-Produkt wurde in der

Ligation eingesetzt.

Die Bestandteile der Puffer PB und PE werden vom Hersteller nicht naher er-

lautert.

4.2.5 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation linearisierter Vektor-DNA und Insert-DNA erfolgte mit Hilfe der T4-
DNA-Ligase, welche unter ATP-Verbrauch die Verbindung von 3'-Hydroxyl-
gruppen mit 5 -Phosphatgruppen katalysiert. Die linearisierte Vektor-DNA wur-
de in einem molaren Verhaltnis von 1:10 zur Insert-DNA in die Ligationsreaktion
eingesetzt.

In einem Gesamtvolumen von 10 pl wurden ca. 50 ng Vektor-DNA, mit einer
entsprechenden Menge Insert-DNA, 1 mM ATP, 5 pl 2-fach Ligasepuffer und 3
Einheiten T4-DNA-Ligase (Promega, Madison, USA) inkubiert. Die Ligation fand
bei 4°C Uber Nacht bzw. 60 min bei RT statt.
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4.2.6 Transformation von E. coli

4.2.6.1 Herstellung kompetenter Zellen

Far die Transformation mittels Hitzeschock wurden 100 ml einer Bakterienkultur
in LB-Medium auf einem Schiittler bei 37°C bis zu einer Dichte von etwa 10°
Zellen/ml inkubiert. Die Zellen wurden nach 20-minttiger Inkubation auf Eis bei
2600 rpm fur 10 min sedimentiert (Rotina 48R) und in 10 ml TSS-Puffer re-
suspendiert. Nach einer Inkubation von 20 min auf Eis konnten die Zellen fur

die Transformation eingesetzt werden.

LB-Medium siehe 3.9

TSS-Puffer (pH 6,5)

LB-Medium 85,00 % (v/v)
Polyethylenglykol 800 10,00 % (w/v)
DMSO 5,00 % (w/v)
Magnesiumchlorid 50,00 mM

ad aqua bidest

Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 6,5 eingestellt. Die Losung wurde sterilfiltriert.

4.2.6.2 Transformation

Fir die Transformation wurden 100-200 pl der kompetenten Bakterien mit 10 pl
des Ligationsansatzes vermischt. Eine Inkubation flr 30 min auf Eis ermdglichte
die Anlagerung der DNA an die Bakterienzellwand. Die Aufnahme der DNA er-
folgte bei einem Hitzeschock von 42 °C fur 2 min. Nach 2 min Abkuhlung auf
Eis wurde der Transformationsansatz mit 800 yl LB-Medium vermischt und fur
30 min bei 37°C zur Expression der plasmidkodierten 3-Lactamase (Ampicillin-
resistenz) inkubiert. Zur Blau-Weil3-Selektion plasmidtragender Klone (s.
3.14.1) wurden 100 und 800/ 900 ul des Ansatzes auf Agarplatten (mit Ampicil-
lin, IPTG und X-Gal) ausplattiert und UN bei 37°C inkubiert.
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LacZa kodiert flr das N-terminale a-Fragment der B-Galaktosidase, das alleine
keine B-Galaktosidase-Aktivitat besitzt. Nach Inkubation mit Isopropyl-beta-D-
thiogalactopyranosid (IPTG) und X-Gal bleiben a-komplementierende Bak-
terienkolonien weil, in denen das LacZ-Gen durch die Insertion eines DNA-
Fragments zerstort ist, wahrend Klone ohne Insertion das a-Fragment exprimie-

ren und sich blau farben.

LB-Medium siehe 3.9
LB_Aga,amp/lPTG/X-GaI

LB-Agar siehe 3.9.
Ampicillin 0,10 mg/I
IPTG 0,50 M
X-Gal 80,00 mg/ml

4.2.7 Isolierung und Quantifizierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

4.2.7.1 Isolierung von doppelstrangiger Plasmid-DNA im kleinen MaBstab

Zur Isolierung von bis zu 20 pg Plasmid-DNA wurde der "QlAprep Spin Kit” der
Firma Qiagen verwendet.

1,5 ml einer Uber Nacht auf dem Schiittler bei 37°C in LB-Medium®™" gewach-
senen Bakterien-Kultur wurden bei Raumtemperatur 5 min bei 13000 rpm (Bio-
fuge 13) sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen und die pelletierten
Bakterien in 250 ul Puffer P1/RNase (0,1 mg/ml) resuspendiert. Das Auflosen
der Zellmembranen und die Denaturierung der DNA erfolgte durch Zugabe von
250 pl Puffer P2. Durch Zugabe von 350 pl Puffer N3 wurde die Plasmid-DNA
renaturiert. Nach einer 10-minttigen Zentrifugation bei 13000 rpm konnte der
plasmidhaltige Uberstand auf eine Silicagel-Membran gegeben werden. Die
Bindung der DNA an die Matrix sowie das Waschen der Saule mit 750 pl Puffer
PE erfolgte durch einminltige Zentrifugation der Flussigkeiten bei 13000 rpm

durch die Saule.
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Nach erneuter Zentrifugation zur Entfernung des restlichen Waschpuffers konn-
te die DNA mit 50 ul Elutionspuffer EB eluiert werden.
Die DNA ist fur einige Tage bei 4°C, fur langere Zeit bei -20°C lagerfahig.

4.2.7.2 Isolierung von doppelstrangiger Plasmid-DNA im groRen MaB3stab

Far die Gewinnung groRer DNA-Mengen wurde der "QIAgen Filter Plasmid Ma-
xi Kit” der Firma Qiagen verwendet.

Bakterien einer Uber Nacht in 500 ml LB-Medium?™"

gezogenen Kultur wurden
15 min im JA10-Rotor einer Beckman-Ultrazentrifuge bei 5000 rpm und 4°C
pelletiert. Nach Abdekantieren des Uberstands erfolgte die Resuspension der
Bakterien in 10 ml Puffer P1. Die Suspension wurde zur Lyse vorsichtig mit
10 ml Puffer P2 vermischt und 5 min bei RT inkubiert. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von 10 ml Puffer P3 abgestoppt und das Lysat in eine "QIlAFilter’-
Spritze Uberfuhrt. Nach einer 10-minltigen Inkubation bei Raumtemperatur
sammelten sich die Zelltrimmer an der Oberflache, so dass die plasmidhaltige
Ldsung durch den sich in der Spritze befindlichen Filter auf eine zuvor mit 10 ml
QBT equilibrierte "Qiagen 500”-Saule Uberfuhrt werden konnte. Nach Bindung
der DNA an die Saule wurde diese zweimal mit je 30 ml Puffer QC gewaschen
und mit 15 ml Puffer QF direkt in ein SW28-Polyallomer-Zentrifugenréhrchen
eluiert. Durch Zugabe von 10,5 ml Isopropanol wurde die DNA gefallt und far
30 min bei 13000 rpm und 4°C pelletiert. Das Pellet wurde mit 1,5 ml eiskaltem
70%igem Ethanol gewaschen und die DNA nach Lufttrocknung in 300 pl Puffer
EB aufgenommen. Die DNA wurde bei -20°C gelagert.

LB-Medium?®™ siehe 3.9

Puffer P1 (pH 8,0)

Tris/HCI 50,00 mM
EDTA 10,00 mM
RNase 400,00 pg/ml
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Puffer P2
Natriumhydroxid
SDS

Puffer P3 (pH 4,8)
Kaliumacetat

Puffer QBT (pH 7,0)
Natriumchlorid
MOPS

Ethanol

Puffer QC (pH 7,0)
Natriumchlorid
MOPS

Ethanol

Puffer QF (pH 8,0)
Natriumchlorid
MOPS

Ethanol

Puffer EB
Tris-Cl, pH 8,5

Die Bestandteile der Puffer N3, PB und PE werden vom Hersteller nicht naher

erlautert.

200,00 mM
1,00 % (W/v)

255,00 mM

750,00 mM
50,00 mM
15,00 % (V/v)

1000,00 mM
50,00 mM
15,00 % (V/v)

1200,00 mM
50,00 mM
15,00 % (v/v)

10,00 mM
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4.2.8 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte photometrisch, wobei die Extinktion bei
A=260 nm gemessen wurde. Hierbei gilt die einfache Beziehung:

OD2s0 nm = 1,0 entspricht 50 pg/ml doppelstrangiger DNA bei 1 cm Lichtweg
(Sambrook et al., 1989).

4.2.9 Analytische Restriktion von DNA

FiUr die analytischen Restriktionen wurden 0,2 bis 1 ug Plasmid- DNA mit 1 pl
10-fach konzentriertem Inkubationspuffer sowie 1 bis 5 Einheiten des entspre-
chenden Enzyms mit aqua bidest auf ein Gesamtvolumen von 10 ul eingestellt
und bei 37°C fur 90 Minuten inkubiert. AnschlielRend erfolgte die gelelektropho-
retische Analyse (s. 4.2.3).

4.2.10 Sequenzierung von DNA

Die DNA-Sequenzierung wurde nach der Didesoxy-Kettenabbruch-Methode
(Sanger et al.,1977) durchgeflhrt. Fur die Sequenzierung wurde der ABI
PRISM™ Dye Terminator Cycle Ready Reaction Kit (Perkin Elmer, Norwalk,
USA) verwendet.

4.2.10.1 Sequenzierreaktion

Die Sequenzierreaktion basiert auf Verlangerung eines zum Matrizen-Strang
komplementaren Oligonukleotids und Kettenabbruch mit fluoreszenzmarkierten
Didesoxynukleotiden. Die vier verschiedenen Didesoxynukleotide (dITP, dATP,
dCTP, dTTP) sind dabei mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert,
so dass die zu sequenzierende Probe in einer ,Spur® gelelektrophoretisch auf-
getrennt werden kann. Fir die Sequenzierreaktion wurden DNA-Mengen von

0,5-1,5 ug eingesetzt. Die Matrizen-DNA wurde zu 10 pmol des Oligonukleotids
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(s. 3.15.1) in wassriger Loésung und 4 pl des ,Terminator Cycle Ready Reaction
Mix“, der den Reaktionspuffer mit Polymerase, die Nukleotide dITP, dATP,
dCTP, dTTP und deren fluoreszenzmarkierte Didesoxyanaloga bereits enthielt,
gegeben. Der Ansatz wurde mit aqua bidest auf ein Gesamtvolumen von 20 ul
gebracht. Die Sequenzierreaktion erfolgte in einem GeneAmp PCR System
2400-Thermocycler (Perkin Elmer, Norwalk, USA). Das Programm umfalte 25
Zyklen, die aus drei Phasen bestanden.

Reaktionszyklus:

1. Denaturierung: 96°C fur 30 s

2. Hybridisierung: 50-53°C fur30 s
(je nach Oligonukleotid)

3. Polymerisation: 60°C fur 4 min

Der Reaktionszyklus wurde 25 mal durchgeflhrt.

Eine abschlieRende funfminutige Inkubation bei 60°C gewahrleistete, dass die
Amplifikate vervollstandigt wurden, bevor die Reaktion beendet und das Reakti-

onsgefal auf 4°C abgekuhlt wurde.

4.2.10.2 Aufreinigung der Sequenzieransiétze

Nach Abschluss der Reaktion wurde die Probe mit aqua bidest auf 100 ul Ge-
samtvolumen gebracht und die DNA durch Zugabe von einem zehntel Volu-
menteil 3 M Natriumacetat (pH 5,2) und zweieinhalb Volumenteilen Ethanol
(96%) prazipitiert. Anschlielend erfolgte eine 30-minltige Zentrifugation bei
13000 rpm (Biofuge pico, Heraeus). Der Uberstand wurde vorsichtig abgenom-
men und verworfen. Das DNA-Sediment wurde mit 1 ml Ethanol (70%) gewa-
schen und die DNA anschlielend in einer Vakuumzentrifuge getrocknet und in
4 ul Sequenzierproben-Puffer resuspendiert. Vor dem Auftragen auf das Se-

quenziergel wurde die DNA fur 5 min bei 95°C denaturiert.



Methoden 44

Sequenzierproben-Puffer

Formamid 80,00 (w/v)
Dextranblau 1,00 (wiv)
EDTA 5,00 mM

ad aqua bidest

4.2.10.3 Sequenziergel und Elektrophorese

Nach sorgfaltiger Reinigung der Glasplatten des Elektrophoresesystems (ABI
PRISM™ 377 DNA Sequencer, Perkin Elmer, Norwalk, USA) mit Alconox und
10%iger (v/v) wassriger Isopropanol-Losung wurden diese zusammen mit
0,2 mm dicken Abstandhaltern in den Rahmen eingespannt. Die entionisierte
Harnstoff-Acrylamidlésung wurde mit TBE-Puffer (Endkonzentration 1x) versetzt
und entgast. Die Polymerisation dieser Losung wurde durch Zugabe von 300 pl
10%iger wassriger APS-Ldsung sowie 20 yl TEMED gestartet, die Gellésung
zwischen die Glasplatten gegossen und der Kamm luftblasenfrei eingesetzt.
Das polymerisierte Gel wurde in das Sequenziergerat eingebaut und ein Vorlauf
bei einer Spannung von 1680 V fur eine Stunde in 1x TBE-Puffer durchgefuhrt.
Im Anschluss wurden je 2 ul der Sequenzierproben aufgetragen. Es folgte dann
die gelelektrophoretische Auftrennung bei einer Spannung von 1680 V, einer
Stromstarke von 50 mA und einer Temperatur von 51°C fir 9 h. Mittels eines
Argonlasers, der die Fluoreszenzfarbstoffe zur Emission anregt, erfolgte die
Analyse der Rohdaten. Die Lichtimpulse wurden mit einer Kamera aufgenom-
men und zur Auswertung digitalisiert. Unter Verwendung des ABI PRISM™ 377
Data Collection Programs konnten die Sequenzierdaten errechnet und ausge-

druckt werden.

TBE-Puffer siehe 3.10
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Harnstoff-Polyacrylamid-Lésung

Harnstoff 21,00g
Acrylamid-L6sung (30%) 8,40 ml
TBE-Puffer (10x) 6,00 ml
ad 20 ml aqua bidest

4.3 Computeranalysen

Die EDV-gestutzten Analysen der erhaltenen Nukleotidsequenzen erfolgten
mittels Programmteilen des HUSAR (Heidelberg Unix Analysis Resources)-
Computerprogrammpakets (Version 4.0) des Deutschen Krebsforschungszent-
rum (DKFZ), Heidelberg.

FUr die phylogenetische Analyse wurde ,maximum likelihood®, ein Modul des
PHYLIP-Programm-Paketes (Version 3.57c, J. Felsenstein, University of Wa-
shington, Seattle, USA) eingesetzt und mit ,Tree view“ (Page, R. D. M., 1996)
dargestellt.
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5 Ergebnisse

Zum Nachweis des ORF UL142 mittels PCR wurden die Isolate, die von Neu-
geborenen oder HIV-Patienten gewonnen worden waren, zunachst angezlch-
tet, um anschlieRend virale DNA zu gewinnen. Zur naheren Charakterisierung
wurde eine nested PCR durchgefihrt, die erste Hinweise auf eine Hypervariabi-
litat gab. Fur die anschlieRende Sequenzierung wurden die UL142 Amplifikate
subkloniert. Die Sequenzen wurden sowohl auf Nukleotid- als auch auf Amino-
saureebene verglichen und es wurde der Versuch unternommen, eine Korrela-

tion zu den zuganglichen klinischen Daten herzustellen.

5.1 Nachweis des ORF UL142 in HCMV-Isolaten durch PCR/ne-
sted PCR

Zur Amplifikation des ORF UL142 aus viraler DNA wurden zunachst die Virus-
Isolate aus 42 Proben (Tab. 8, Spalte 1) angezichtet (4.1.3) und, wie unter
4.1.4 beschrieben, Virusstocks hergestellt. Aus diesen wurde die DNA mittels
QlAamp DNA Mini Kit extrahiert (4.2.1) und die virale DNA als Matrize in der
PCR mit UL142 spezifischen Oligonukleotiden (,hin“ und ,rick®), die am 5°- und
am 3’-Ende des ORFs UL142 im Toledo-Genom binden, im Uberschuss einge-
setzt (4.2.2.1). Fur die Isolate F72, F73 und S865 wurde zunachst kein Amplifi-
kat in dieser PCR erhalten, so dass Oligonukleotide (,ex hin® ,ex rick®)
eingesetzt wurden (4.2.2.1), welche aulerhalb des ORF UL142 binden (s. An-
hang), die folglich zu einem geringflgig groReren Amplifikat fuhrten, welches in
der spateren Klonierung eingesetzt werden konnte. Diese Amplifikate sind in
Tab. 8 (S. 50-51) nicht aufgefuhrt. Als Negativ-Kontrolle wurde aqua bidest, als
Positivkontrolle DNA des wt-Laborstamms Toledo als Matrize verwendet.

Zur Uberpriifung der PCR wurden je 10 ul der erhaltenen Amplifikatgemische
zusammen mit dem Langenstandard VI auf 1,5%ige Agarosegele aufgetragen,

elektrophoretisch aufgetrennt (4.2.3) und photographisch dokumentiert (Abb. 6).
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Fir die nested PCR (4.2.2.1) wurden Oligonukleotide (,in hin®, ,in rick®) ausge-
wahlt (3.15.2), welche zu einem verkurzten Amplifikat fuhrten, da die Bindestel-
len im inneren Bereich des ORF UL142 des Toledo-Genoms liegen
(s. Anhang). Zur Uberpriifung der nested PCR wurden je 20 ul der erhaltenen
Amplifikatgemische in 1,5%igen Agarosegelen elektrophoretisch aufgetrennt
(4.2.3) und photographisch dokumentiert (Abb. 7).

Diese Analyse wurde exemplarisch fur Toledo, AD 169 und drei klinische Isola-
te (Dem, Gatt und UImCMV; Tab. 8, Spalte 1) im Doppelansatz durchgefuhrt. In
der ersten PCR wurde erwartungsgemaf bei dem wildtypischen Stamm Toledo
und den klinischen Isolaten ein Amplifikat in zu erwartender GréRe von ca. 920
bp nachgewiesen. Der attenuierte Laborstamm AD 7169 und die Negativkontrolle

(aqua bidest) waren erwartungsgemalf negativ (Tab. 5, Spalte 1).

Toledo
Dem

Gatt
UimCMV
AD 169
Neg-Kontr.

\'A

VI

1033 bp

653 bp

Abb. 6: Elektrophoretische Auftrennung der durch Standard-PCR amplifizierten UL142
DNA-Fragmente im 1,5%igen Agarosegel. Dargestellt sind die UL142 PCR-Amplifikate aus
Toledo, Dem, Gatt und UmCMV. AD169 und die Negativkontolle lieferten erwartungsgemaf
kein Amplifikat.
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In der nested PCR (Abb. 7) zeigte sich bei einem klinischen Isolat (Dem) ein
von Toledo abweichendes Bandenbild, in dem das kleinste zu erwartende
Amplifikat der inneren Oligonukleotide nicht gebildet wurde, was einen ersten

Hinweis auf Unterschiede in der Sequenz ergab.

Toledo
Neg-Kontr.

Dem
- UImCMV
AD 169

v VI

=
@
O

g

1033 bp

653 bp

517 bp

Abb. 7: Elektrophoretische Auftrennung der mittels nested PCR erhaltenen UL142-DNA-
Fragmente im 1,5%igen Agarosegel. Dargestellt sind die UL142 nested PCR-Amplifikate aus
Toledo, Dem, Gatt und UImCMV. AD169 und die Negativkontrolle lieferten erwartungsgemaf
kein Amplifikat.

Im Folgenden wurden 13 Isolate von Patienten mit einer HIV-Grunderkrankung
aus Frankfurt und 26 Isolate von Neugeborenen aus Stuttgart in PCR und
nested PCR auf Abweichungen im Bandenmuster von Stamm Toledo unter-
sucht. Es zeigte sich, dass 14 Isolate sich von Stamm Toledo unterschieden
(s. Tab. 8, Spalte 2). Exemplarisch sind nachfolgend die Agarosegele der Pro-
ben aus Frankfurt abgebildet (Abb. 8 u. 9). Die Gele der Gruppe der Neugebo-

renen aus Stuttgart zeigten vergleichbare Ergebnisse (s. Tab. 8, Spalte 2).
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A"

F2
F3
| F38
| F39
| F59

+ -V \V/|

1 Fe3
F70
F72
F73
F75
F85
F97

(=]

<

['8
B

1033 bp 1033 bp

653 bp 653 bp

Abb. 8 a+b: Elektrophoretische Auftrennung der mittels Standard-PCR erhaltenen UL142-
spezifischen Amplifikate von Isolaten HIV-positiver Patienten (Tab. 8, Spalte 1) im
1,5%igen Agarosegel. DNA des Stamms Toledo wurde als Positivkontrolle, aqua bidest als
Negativkontrolle verwendet.

F63
F70
F72
F73
F75
F85
Fo7

VI

1033 bpl&

653 bp

Abb. 9a+b: Elektrophoretische Auftrennung der mittels nested PCR erhaltenen UL142-
spezifischen Amplifikate der unter Abb. 8 genannten Frankfurter Isolate (Tab. 5, Spalte 1) im
1,5%igen Agarosegel. DNA des Stammes Toledo wurde als Positivkontrolle, aqua bidest als
Negativkontrolle verwendet.
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Der wt-Laborstamm Toledo, zwei Neugeborenen-Isolate aus Marburg (Dem und
Gatt) und weitere 16 Isolate aus Frankfurt oder Stuttgart, davon 9 mit Abwei-
chungen von Stamm Toledo in der nested PCR, wurden fur die Sequenzierung

ausgewahlt (s. Tab. 8).

Abweichung in nested PCR von Sequenzierung
Toledo

Frankfurt (Isolate von HIV-Patienten)

F2 nein

F3 nein

F38 nein +
F39 nein

F40 nein +
F59 ja +
F63 ja/ UL142 nicht nachweisbar

F70 nein

F72 ja +
F73 ja +
F75 ja +
F85 nein

F97 ja nicht maglich
Stuttgart (Isolate von Neugeborenen)

S$279 (A) nein +
S666 (B) ja +
$889 (C) nein +
$136 (D) nein +
S$691 (E) nein +
S868 (F) nein +
S048 (G) ja +
S$213 (H) ja +
S896 (K) ja +
S865 (L) ja +
S695 (M) ja +
S049 ja

S054 nein

S066 nein

S332 nein
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Abweichung in der PCR/ Sequenzierung
nested PCR von Toledo

S333 nein

S342 nein

S478 nein

S480 nein

S527 nein

S567 nein

S627 nein

S629 nein

S777 nein

S891 nein

S922 nein

Marburg (Isolate von Neugeborenen)

Dem ja +

Gatt nein +

Tab. 8: Amplifikation des ORF UL142 von HCMV-Isolaten mittels PCR/ nested PCR
Spalte 1: Auflistung aller HCMV-Isolate, in Klammern (') die abgekirzte Isolatkennung;
Spalte 2: Abweichung von Stamm Toledo in der UL142-spezifischen PCR/ nested PCR,;
Spalte 3: Zur Sequenzierung ausgewahlte Isolate.

5.2 Subklonierung der UL142-Amplifikate in den Vektor
pGEM®-T

Die erhaltenen UL142-spezifischen Amplifikate der ersten PCR wurden in den
Vektor pGEM®-T kloniert, um eine ausreichende Menge an DNA fiir die Se-
quenzierung zu gewahrleisten, die DNA stabil lagern zu kdnnen und eine Re-

produzierbarkeit der Ergebnisse zu ermdglichen.

5.2.1 Ligation, Transformation und Uberpriifung der Konstrukte

Zunachst wurden die mittels PCR erhaltenen Amplifikate (s. 5.1) wie unter 4.2.4
beschrieben aufgereinigt und in einer Ligationsreaktion mit dem Vektor
pGEM®-T eingesetzt (4.2.5). Je 7 pl des gereinigten PCR-Amplifikats wurden in
einem Gesamtvolumen von 10 pl mit 50 ng des linearisierten Vektors pGEM®-T

(Abb. 10) Uber Nacht bei 4°C ligiert. Die Ligationsansatze wurden flr die Trans-
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formation (4.2.6.2) von JM 109- bzw. XL1Blue-E.coli-Zellen verwendet. Es er-
folgte die Transformation (4.2.6.2) in kompetente Zellen (4.2.6.1) und die An-
ziichtung auf LB-Agar®™PT6*Galpiatten (s. 3.9) Uber Nacht. Eine erste
Selektion plasmidtragender Klone erfolgte Uber ein Blau-Weil3-Screening
(4.2.6.2).

Pro Ansatz wurden zur Anzuchtung einer Bakterienkultur Uber Nacht acht ampi-
cillinresistente Klone selektioniert und vermehrt. Am nachsten Tag wurde die
Plasmid-DNA im kleinen Malistab mittels ,QlAprep Spin Kit* isoliert (4.2.7.1)

und mittels Restriktion (s. 4.2.9) auf Insertion des UL142-Fragmentes Uberpruft.

UL142-Amplifikat

(77 Y ear oo

lacZ hh
f1 ori
pGEM®-T

3000 bps

&

Abb. 10 : Schematische Darstellung des Konstrukts pGEM®-T UL142

Dargestellt ist der Expressionsvektor pGEM®-T mit Insertion des UL142-spezifischen PCR-
Amplifikats. Die Schnittstellen Ncol und Sacl, die fiir die Restriktion verwendet wurden, sind
eingezeichnet.

Nach Inkubation (4.2.9) mit den Restriktionsendonukleasen Ncol und Sacl, die
in der Polylinkerregion schneiden, und elektrophoretischer Auftrennung in ei-
nem 1%igen Agarosegel wiesen die Klone, die das erwunschte Fragment ent-
hielten, zwei Banden von der GroRe des Fragmentes (ca. 920 bp) und des
Vektors (3000 bp) auf (Abb. 11).
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3530bp

Insert
947bp

Abb. 11: Elektrophoretische Auftrennung der durch Restriktion des Konstruktes pGEM®-
T-UL142 mit NcOIl und Sacl erhaltenen Fragmente im 1%igen TAE/Agarosegel.

Klone, die ein inseriertes Fragment enthielten, sind mit ,+“ ,solche ohne Insert mit ,-* gekenn-
zeichnet.

Nach Uberprifung durch Restriktion (4.2.9) wurden fir jedes Patientenisolat
und Stamm Toledo zwei positive Klone ausgewahlt, die Uber Nacht in 300 ml
LB-Medium®™" (s. 3.9) angeziichtet wurden. Die DNA-Isolierung erfolgte mittels
,Qiagen Filter Plasmid Maxi Kit“ (4.2.7.2). Die DNA-Konzentration wurde pho-
tometrisch bestimmt (4.2.8).

5.3 Analyse der UL142-spezifischen PCR-Amplifikate der aus-
gewahlten HCMV-Isolate mittels Sequenzierung und Computer-
analysen

Die Sequenzierreaktion, sowie die anschlielende Sequenzierung mittels des
Elektrophoresesystems (ABI PRISM™ 377 DNA Sequencer, Perkin Elmer, Nor-
walk, USA) erfolgte wie in 4.2.10 beschrieben.

Von jedem Isolat wurden die Inserts zweier Klone (A und B) sequenziert, um
Mutationen, die wahrend der Klonierung entstanden sein kdnnen, auszuschlie-
Ren. Insgesamt wurde der ORF UL142 in jedem Abschnitt dreimal durchse-
quenziert, um die ermittelte Sequenz bei aufgetretenen Amplifikations-
bedingten-Punktmutationen zusatzlich zu verifizieren. Da ein sequenzierter Ab-
schnitt maximal in einer Lange von 500 bp lesbar war, UL142 jedoch eine zu

erwartende Grolie von ca. 920 bp aufweist, musste der zu sequenzierende Be-
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reich in drei Abschnitte, zwei dul3ere und einen inneren, gegliedert werden. Fur
die Sequenzierreaktion wurden die unter 3.15.1 angegebenen Oligonukleotide
verwendet.

Die einzelnen Sequenz-Fragmente des ORF UL142 des jeweiligen analysierten
Isolates wurden mittels ,GelMerge®, ,GelAssemble” und ,Pretty“ (Module des
,DNA Fragment Assembly“-Programms, HUSAR, s. 4.3) zu einem ,consensus*
zusammengefugt, welcher aullerdem mit der Toledo-Sequenz verglichen wur-
de. Die Abbildung 12 zeigt exemplarisch einen Teilbereich der Analyse des Iso-
lates S691 von Nukleotid 1- 146.

Die Abweichungen von der publizierten Sequenz UL142-Toledo ( Cha et al.,
1996; in Kleinbuchstaben) sind im ,consensus® durch fettgedruckte Klein-,

Ubereinstimmungen durch GroRbuchstaben dargestellt.

From: 1 To: 146

UL142 > atgcggattgaatgggtgtggtggtt 26
EAT1 > CGCGGGATTATGCGGATTGAATGGGTGTGGTGGTT 35
EBT2 > CGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCCGCGGGATTATGCGGATTGAATGGGTGTGGTGGTT 58
EBT1 > GTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCCGCGGGATTATGCGGATTGAATGGGTGTGGTGGTT 60

CONSENSUS > GTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCCGCGGGATTATGCGGATTGAATGGGTGTGGTGGTT 60

......... T T T
UL1l42 > attcggatactttgtgtcatccgttgggagcgaacggtcattatcctatcecgttaccactt 86
EAT1 > ATTCGGATACTTTGTGTCATCCGTTGGGAGCGAACGGTCATTATCCTATCGTTACCACCT 95
EBT2 > ATTCGGATACTTTGTGTCATCCGTTGGGAGCGAACGGTCATTATCCTATCGTTACCACCT 118
EBT1 > ATTCGGATACTTTGTGTCATCCGTTGGGAGCGAACGGTCATTATCCTATCGTTACCACCT 120

CONSENSUS > ATTCGGATACTTTGTGTCATCCGTTGGGAGCGAACGGTCATTATCCTATCGTTACCACeT 120

......... T T T T
UL1l42 > ggaatctaattcatctaccaacgtggtttgcaacggaaacatttccgtgtttgtaaacgg 146
EAT1 > GGAATCTAATTCATCTGCCAACGTGGTTTGTAACGGAAACATTTCCGTGTTTGTAAACGG 155
EBT2 > GGAATCTAATTCATCTGCCAACGTGGTTTGTAACGGAAACATTTCCGTGTTTGTAAACGG 178
EBT1 > GGAATCTAATTCATCTGCCAACGTGGTTTGTAACGGAAACATTTCCGTGTTTGTAAACGG 180

CONSENSUS > GGAATCTAATTCATCTgCCAACGTGGTTTGtAACGGAAACATTTCCGTGTTTGTAAACGG 180

Abb. 12: Exemplarische Darstellung der Analyse mittels ,,Gelassemble“ eines Teilbe-
reichs (Nukleotid 1-146) der UL142-spezifischen Sequenz des Isolats S691.

Bei den auf der linken Seite aufgefihrten Bezeichnungen der dargestellten Sequenz-Bereiche
steht E- fUr Isolat-Kennung (s. Tab. 8, Spalte 1), A/B- fur den sequenzierten Klon, T- fir das
verwendete T7-Oligonukleotid (s. 3.15.1), UL142 bezeichnet die publizierte Toledo-Sequenz,
consensus die ermittelte UL142-Sequenz des Isolates.
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Nachfolgend sind die prozentualen Ubereinstimmungen der UL142-Isolate mit
Stamm Toledo auf Nukleotidebene aufgelistet (Tab. 9), die zwischen 88,7 %
und 96,5 % lagen. Diese Werte wurden mittels ,gap“ (HUSAR s. 4.3) erstellt.
Die hier bestimmte Sequenz des ORF UL142 des Stamms Toledo stimmte voll-

standig mit der publizierten Sequenz (Cha et al., 1996) Uberein.

Isolat %-Ubereinstimmung mit Stamm Toledo
Frankfurt-lsolate
F38 96,940 %
F40 88,817 %
F59 88,708 %
F72 95,765 %
F73 92,157 %
F75 92,266 %
Stuttqart-lsolate
S279 96,526 %
S666 88,817 %
S889 95,969 %
S136 95,861 %
S691 95,874 %
S868 96,514 %
S048 88,817 %
S213 88,708 %
S896 96,950 %
S865 95,765 %
S695 92,266 %
Marburg-Isolate
Dem 88,817 %
Gatt 95,657 %

Tab. 9: Prozentuale Ubereinstimmung der UL142-spezifischen Nukleotidsequenzen der
HCMV-Isolate mit Stamm Toledo.
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5.4 Phylogenetische Analyse der Mutationen im UL142-Gen des
HCMV

Um auf der Basis der nachgewiesenen Mutationen im UL142-Gen Verwandt-
schaftsverhaltnisse der untersuchten HCMV-Isolate in Form eines
Dendrogramms darstellen zu kdnnen, wurde eine EDV-gestutzte Analyse auf
Nukleotidebene durchgefihrt. Die Isolate wurden gleichwertig analysiert, ohne

dass eine ,outgroup® mit Stamm Toledo erstellt wurde.

Diese phylogenetische Analyse erfolgte mit ,maximum likelihood“ (DNAML,
Modul des PHYLIP-Programm-Paketes, s. 4.3). Hierfir wurde zunachst ein
Alignment auf Nukleotidebene durchgefihrt (,Clustal®, HUSAR, s. 4.3) und mit
,ToPhylip® (HUSAR, s. 4.3) in ein ,PHYLIP“-gangiges Format Uberfuhrt. Die

Darstellung des Dendrogramms erfolgte mittels , Tree View" (s. 4.3).

Hieraus ergab sich eine Einteilung der klinischen Isolate in drei Hauptgruppen
(Abb. 13), wobei die Hauptgruppe (Gruppe 1) durch die Stamme gebildet wird,
welche die deutlichste Verwandtschaft mit Stamm Toledo aufweisen. Gruppe 2
steht der Gruppe 1 genetisch naher als Gruppe 3 und besteht nur aus einem
Neugeborenen- und 2 Isolaten von HIV-Infizierten. Bei Gruppe 3 lassen sich
phylogenetisch zwei Untergruppen unterscheiden.

Beide Patientengruppen verteilen sich im Dendrogramm, so dass eine einheitli-
che Zuordnung von Neugeborenen- und Isolaten von HIV-Patienten nicht mog-
lich erscheint.

Ebenso verteilen sich die therapierten und nicht therapierten Patienten, wobei
fur eine definitive Aussage genauere Patientendaten erforderlich sind (s. Tab.
4).
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S666
S048 F40
Gruppe 3 b
S213
F59
Dem
Gruppe 2
Gruppe 3 a
F73
F75
S695
F38 7\
S896 TOLEDO.SEQ
F72 S$279
S865 $868 Gruppe 1
S889
Gatt
S$136
S691

Abb. 13: Phylogenetische Analyse der UL142-Sequenzen
Die Analyse erfolgte mit ,DNAML® (PHYLIP, s. 4.3) und ist mittels ,Tree View" (s. 4.3) darge-
stellt. Die Isolate von HIV-Patienten sind rot, die Neugeborenen-Isolate blau dargestellt.
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5.5 Vergleich der UL142-spezifischen Sequenzen der HCMV-Isolate auf

Aminosaureebene

Es wurde ein Alignment der deduzierten UL142-spezifischen Aminosaurese-
quenzen der untersuchten HCMV-Isolate durchgeflihrt, um festzustellen, ob die
nachgewiesenen Mutationen zu Aminosauresubstitutionen fuhrten. Sogenannte
,Stille Mutationen® bleiben dabei zunachst unberucksichtigt. Als Referenz diente
die UL142-Sequenz von Stamm Toledo, welche mit der publizierten Sequenz
(Cha et al., 1996) Ubereinstimmte.

Die Sequenzen der analysierten Isolate wurden mittels ,Translate” (Modul des
,1ranslate DNA into Protein®- Programms, HUSAR, s. 4.3) von der Nukleotide-
bene auf die Aminosaureebene Ubersetzt und mittels des Programms ,PileUp*®
(Modul des ,MultipleSequenceAlignment“-Programms, HUSAR, s. 4.3) vergli-
chen und mit dem Programm ,Pretty“ (Modul des ,MultipleSequenceAlignment*-
Programms, HUSAR, s. 4.3) dargestellt (s. Abb. 14).
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S666 L i e e A.
S048 .. e A.
F59 .D... I CH. LT
S213 .D... I JHL LT,
Dem .D....I. .H. T
F73 e e e
F75 e i s e e
S695 e e e
L
S896 . i e e
F72 i i e A.
S865 e e A.
GATT .. i ir i A.
S136 e e e e A.
S279 e e e
S868 L i e e A.
S889  L...... FL. ........ A.
S691  ...... I... ... ...
201
F40 Pl ..V..PE.
S666 Pl ..V..PE.
S048 Pl ..V..PE..
F59 P..... M ...V..P..I
S213 P..... M ...V..P..I
Dem ...P..... M .V..P.YI
F73 i i e A%
L \%
S695 L e e e \%
F38 .. i e .. A%
S896 .. e \%
TOLEDO TLESVYTTTV PQNITTSQHA
F72 Pl ..V..P.
S865 Pl ..V..P..
GATT ...P...... [P VAN
S136 LKoo ..V..P..T
S279 Pl ..V..PE.
S868 Pl ..V.-PE.
S889 Pl ..V..PE.
S691 Pl .V..P.

TTT
I.
I.
I.
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251 300

F40 ..... E. ... i o Vo s e
S666 ..... E. ... s L N
sS048 ... E. ... i s i R
F59 ..... E. ... . s L 2 S
S213 ..., E. ... i s o 2 S ...
Dem ..... E. ... o i s V.o oo, S ..
F73 ..... E. . . e s o 2 S ...
F75 ..... E.. .. o i Lol 2 S. .. ...
S695 ..., E. ... . i s o 2 S ...
F38 ..... E. ... . i i 2 R.....
S896 ... E. ... . i i 2 ....RLoLL L.
TOLEDO THNVTKHTLN ISYVLSQKTN NTTSPWIYAI PMGATATIGA GLYIGKHFTP
F72 . .... E. ... i i 2
sS865 ... .. E.. .. . s o 2 S ...
GATT ..... E. N........ ...... 2 S. ...
S136  ..... E. N........ ...... 2 S. . ...
S279 ... .. BE. o e e o A T e e
S868 ... E. ... i i 2
sS889 ... E. ... s o 2
S691 ... E. ... . s o 2

pot. Membranankerregion

301 312

F40 ....... W. *
S666 ....... W. *
sS048  ....... W. *
F59 R..... W. *
S213 R..... W. *
Dem RS WL *
F73 R..... W. *
F75 R..... W. *
S695 ROl W. *
F38 MR..... W. *
S896 R..... W.. .*
TOLEDO VKFVYEVCRG Q*
F72 ....... W.. .*
S865 R..... W L ¥
GATT R..... W L ¥
S136 R..... W L*
S279 ... W L*
sS868 ... W L*
sS889 ... W L ¥
S691 ..., W V¥

Abb. 14: Alignment der UL142-spezifischen Sequenzen der untersuchten HCMV-Isolate
auf Aminosaureebene

Substitutionen auf Aminosdureebene sind durch die jeweils angegebenen Buchstaben gekenn-
zeichnet. Die Abkilirzungen der Aminosauren sind dem Anhang zu entnehmen (s. 9.2; S. 79).
Der Vergleich erfolgte mit der Sequenz des ORF UL142 von Stamm Toledo als Referenz, wobei
AS-Austausche in veranderter Polaritat und GroRke fett markiert sind. Punkte stehen fir Uber-
einstimmung, Striche fir Deletionen; Pot. Signalpeptid und Membranankerregion sind unterstri-
chen.
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Auffallig bei dieser Analyse waren Insertionen von drei Aminosauren an Positi-
on 61-63 bei den Isolaten F73, F75 und S695, sowie von jeweils einer Amino-
saure bei den Isolaten F40, F59, S666, S048, S213 und Dem an den Positionen
63, 121 und 126.

Ebenso fanden sich Deletionen von zwei Aminosauren bei Isolat F38 an Positi-
on 231-232 und von jeweils einer Aminosaure an Position 232 bei den Isolaten
F73, F75, S896 und S695, an Position 216 bei Isolat S868, an Position 227 bei
Isolat S136 und an Position 236 bei Isolat S889.

Ein Austausch von Aminosauren war in verschiedenen Bereichen zu beobach-
ten, wobei sich jedoch zwei Regionen hervorhoben, in denen diese gehauft vor-
lagen. Diese sogenannten ,Hot Spots“ liegen im Bereich von Position 56 bis
136 (N-terminal) und im Bereich von Position 204 bis 231 (C-terminal).
Aulerdem fanden sich mehrere Positionen, wo sich durch den Austausch der
Aminosaure nicht nur die Polaritat, sondern auch die GroRe der Aminosaure
veranderte. Die entsprechenden Aminosauren sind in der Abbildung 14 fett
markiert.

An den Positionen 14, 210 und 301 findet sich bei einigen Isolaten eine Substi-

tution durch ein Methionin, welches ein Startcodon darstellt.
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6 Diskussion

Die Infektion mit dem humanen Cytomegalievirus (HCMV) flhrt in vivo nach-
weislich zur Schadigung unterschiedlicher Organe und Zelltypen. Vielfach
passagierte attenuierte Laborstamme, wie z.B. AD 169, infizieren demgegen-
Uber fast ausschliel3lich humane Fibroblasten und haben die Fahigkeit verloren,
sich z.B. in Endothelzellen zu replizieren. Dartber hinaus sind derartige Labor-
stamme nicht mehr humanpathogen (Mac Cormac & Grundy, 1999). Demge-
genuber stehen sogenannte wildtypische Laborstamme wie Stamm Toledo, bei
denen ebenso wie bei klinischen Isolaten die Humanpathogenitat erhalten ist.
Interessanterweise wurde bei diesen wildtypischen Laborstammen und klini-
schen Isolaten zusatzliche genetische Information (UL133-UL154) nachgewie-
sen, die bei den attenuierten apathogenen Laborstammen nicht vorhanden ist.
Es wird deshalb diskutiert, ob dieser zusatzliche Genomabschnitt eine Relevanz
fur die virale Pathogenitat besitzt (Cha et al., 1996).

Bisher wurde das Gen UL144 aus dieser Region untersucht, welches eine Se-
quenzhypervariabilitdt aufwies (Lurain et al., 1999). Die Isolate stammten von
Transplantatempfangern und HIV-positiven Patienten, bei denen sich allerdings
ein augenfalliger Zusammenhang zwischen Klinik- und Sequenzvariabilitat nicht
herstellen lie®. Neben diesem potentiellen Typ-I-Transmembranprotein, das als
HVEM-Strukturhomolog (herpes simplex virus entry mediator) identifiziert wur-
de, weist Toledo 10 weitere ORFs auf, die fiur potentielle Glykoproteine kodie-
ren (Lurain et al., 1999), die flr die virale Infektiositat und den Zelltropismus
eine Bedeutung besitzen konnten. UL142 stellt einen dieser ORFs dar.

Fir UL142 konnte bisher nachgewiesen werden, dall es wahrend des viralen
Infektionszyklus transkribiert wird und in vitro translatiert wird. Nach transienter
Transfektion in Zellkultur ist eine MRNA nachweisbar (H. Schmitz, Diplomarbeit
2000). Weiterhin wurde nachgewiesen, dal} es sich bei der UL142-spezifischen
MRNA in infizierten Zellen um ein spates Transkript handelt (T. Schreiber, Dip-
lomarbeit 2001). Zudem konnte gezeigt werden, dass das pUL142-Protein in
transfizierten Zellen im Endoplasmatischen Retikulum, aber nicht im Golgi Ap-
parat lokalisiert ist (A. Dittmer, Diplomarbeit 2002).
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Die Frage, ob das UL142-Produkt im infizierten Organismus immunogen ist,

wird zur Zeit untersucht.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein eventueller genetischer Polymorphismus
des ORF UL142 bei klinischen HCMV-Isolaten untersucht und ein mdglicher
Bezug zur Pathogenitat der Isolate Uberpruft werden.

6.1 Auswahl der Isolate

Bereits erste Hinweise auf einen genetischen Polymorphismus des ORF UL142
bei klinischen Isolaten ergab die Standard PCR/nested PCR-Analyse weniger
klinischer Isolate.

Fir die weitere Untersuchung wurden gezielt klinische Isolate aus zwei Patien-
tengruppen, zum einen von Neugeborenen und zum anderen von HIV-positiven
Patienten, vor allem deswegen ausgewanhlt, da das HCMV bei diesen Gruppen
unterschiedliche Krankheitsbilder verursacht. Zudem sind diese Patientengrup-
pen einsichtigerweise unterschiedlichen Selektionseinflissen ausgesetzt, z. B.
wurden die HCMV-Isolate z. T. erst nach erfolgter HCMV-spezifischer Behand-

lung gewonnen.

Winschenswert ware gewesen, auch HCMV-Isolate von gesunden Erwachse-
nen in die Untersuchungen mit einzubeziehen. Allerdings sind diese nur schwer
erhaltlich, da eine asymptomatische Infektion bei den Betroffenen keinen Anlaf

fur diagnostische Mal3inahmen darstellt.



Diskussion 65

6.2 Deduzierte Eigenschaften des UL142

Die Sequenz der Isolate wurde von der Nukleotidebene auf die Aminosaure-
ebene Ubersetzt, um eventuelle Auswirkungen von Punktmutationen beurteilen
zu konnen. Als Referenz wurde zunachst die Sequenz von Stamm Toledo ver-
wendet, wobei dieser Stamm nach der genetischen Analyse der Hauptgruppe
zuzuordnen ist. In der Mehrzahl der nachgewiesenen Substitutionen handelte
es sich um Austausche durch Aminosauren vergleichbarer Grélze und Polaritat.
In einigen Bereichen waren allerdings Substitutionen durch Aminosauren unter-
schiedlicher GroRRe und Polaritdt nachweisbar, was Auswirkungen auf die Fal-
tung des UL142-Produkts haben konnte. Diese 14 Bereiche sind in der Abbil-
dung 14 durch Fettdruck markiert.

Ebenso findet sich bei einigen Isolaten an den Positionen 14, 210 und 301 eine
Substitution durch ein Methionin, welches ein Startcodon darstellt.

Insgesamt |asst sich aus der deduzierten Aminosauresequenz des potentiellen
pUL142 eine ausgepragte Glykosylierung ableiten, auffallig ist vor allem eine
starke O-Glykosylierung (Haufung von Serin und Threonin, Hart et al.,1989).
Auf Grund dieser Modifikation ware bei dem zu erwartenden Molekulargewicht
zusatzliche ca. 45 kDa zu berlcksichtigen. Allerdings weist jede der vorrausge-
sagten N-Glykosylierungsstellen (s. Anhang, S. 81) bei den Konsensus-
Sequenzen der Isolate mindestens eine Mutation auf, was somit wiederum eine
eventuelle Auswirkung auf das zu erwartende Molekulargewicht haben konnte.
Ungewodhnlich sind die beiden deduzierten Aminosauren-Sequenzfolgen
GSPYP (Position 64-68) und GYIQW (Position 76-80), welche bei einigen klini-
schen Isolaten vorlagen. Eine Datenbanksuche ergab keine vergleichbaren Ge-
ne, bei denen diese Sequenzen wiedergefunden wurden.

An funf Stellen war bei einigen klinischen Isolaten ein Austausch der Aminosau-
re Serin bzw. Leucin gegen Prolin nachweisbar, bzw. wurde Prolin eingeflgt
oder durch Glutamin/Arginin ersetzt. Prolin kann als sogenannter ,Helixbrecher*
zu einer Loop-Bildung fuhren, so dass auch hier ein Hinweis vorlag, dass es auf
Grund von Mutationen zu einer Strukturanderung des Isolat-spezifischen
pUL142 kommen konnte.

Auf der Basis des Alignments auf Nukleotidebene lie} sich eine Gruppeneintei-

lung bei den untersuchten HCMV-Isolaten vornehmen. Genetische Hypervaria-
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bilitaten wurden bereits fir den ORF UL144 (Lurain et al.,, 1999) und UL55
(Glykoprotein B (gB)) (Chern et al., 1998; Vogelberg et al., 1996) beobachtet,
die ebenfalls als Grundlage fur Gruppierungen verwendet wurden. Es konnte
allerdings kein Zusammenhang zwischen den Gruppen dieser beiden Proteine
hergestellt werden (Lurain et al., 1999). Das Phanomen der Hypervariabilitat ist
auch fur weitere herpesvirale Produkte beschrieben worden (Lee et al., 1997;
Triantos et al., 1998). So wird UL144 mit dem hypervariablen Gen K1 des Hu-
manen Herpesvirus 8 verglichen (Lurain et al., 1999), welches ebenfalls fur ein
Transmembranprotein kodiert. Auch fur das K1-Protein kénnen vier grolde

Gruppen unterschieden werden (Lee et al., 1998; Zong et al., 1999).

6.3 Korrelation zum klinischen Phanotyp

Nach der hier durchgefuhrten phylogenetischen Analyse der untersuchten
HCMV-Isolate konnte flir den ORF UL142 eine Einteilung in drei Gruppen vor-
genommen werden, wobei sich die Gruppe drei in zwei Untergruppen untertei-

len lafit.

Um einen Zusammenhang zwischen viralen Genotyp und klinischen Phanotyp
herstellen zu konnen, wurden als Kriterien die Patientengruppe, die zugangli-
chen klinischen Daten sowie der Zeitpunkt der Virusisolierung in Betracht gezo-
gen. Aufgrund der vorliegenden Informationen waren eindeutige Beziehungen
nicht erkennbar. Die drei Patientengruppen sind auf die unterschiedlichen geno-
typischen Gruppen verteilt. Es lie3 sich keine Abgrenzung der symptomatischen
von den asymptomatischen Neugeborenen ableiten. Auch der kongenitale oder
postnatale Zeitpunkt der Infektion liel3 keine Einteilung erkennen. Bei den Isola-
ten von HIV-Patienten liel sich ebenfalls kein Zusammenhang zwischen Virus-
isolierung, Therapie und Symptomatik herstellen.

Ein weiteres Kriterium ware die geographische Herkunft der Isolate. Die ge-
nannten K1-Genotypen des HHV 8 lassen sich z.B. mit dem geographischen
und ethnischen Patientenhintergrund korrelieren (Zong et al., 1999).

Ebenso konnten die HCMV gB-Typen, deren Hypervariabilitat und Einteilung in
vier Hauptgruppen mehrfach belegt ist (Chou, S. and K. M. Dennison, 1991;
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Meyer-Konig et al.,1998; Rasmussen et al., 1997) ebenfalls Patientengruppen
aus ltalien, Kalifornien und aus dem afrikanischen Raum geographisch zuge-
ordnet werden (Zipeto et al., 1998). Es scheint in der Tat ein genotypischer Un-
terschied der gB-Gruppen zwischen Kaukasiern und Japanern zu bestehen
(Wada et al., 1997).

Da allerdings die hier untersuchten Isolate zum grof3ten Teil aus auswartigen
Laboren in Deutschland stammten, bzw. der Anonymitat unterlagen, war eine
Zuordnung der geographischen Herkunft nicht moglich.

Eine Zuordnung der Isolate entsprechend ihrer gB-Gruppen-Zugehdrigkeit er-
folgte hier nicht. Eine gB-Analyse wurde ,wie sie bei UL144 ohne relevante
Gruppierung erfolgte (Lurain et al., 1999), nicht durchgefuhrt.

Aufgrund des komplexen HCMV-Genoms ist anzunehmen, dass im Rahmen
der Pathogenese membranassozierten viralen Proteinen bei der Interaktion mit
unterschiedlichen Zelltypen eine besondere Bedeutung zukommt. Einigen vira-
len Produkten, wie US2, UL18 und US28, konnte z. B. eine immunmodulieren-
de Funktion zugeordnet werden (Jones and Sun, 1997; Pleskoff et al., 1997;
Reyburn et al., 1997).

Untersuchungen am Hullmembranprotein gB zeigten zwar, dal} die Sequenzhy-
pervariabiltat keinen prinzipiellen Einfluly auf die Funktion des Genprodukts in
vitro hat. Es ist andererseits moglich, dal® die genetische Variabilitat die Anti-
korperantwort beeinfluldt. Es wird berichtet, dall humane HCMV Antikérper-
positive Seren in ihrer neutralisierenden Aktivitat gegen verschiedene Patien-
tenisolate variieren (Benedict et al., 1999; Klein et al., 1999). Die divergieren-
den Titer lieBen sich jedoch nicht mit der genotypischen Einteilung in Korrelati-
on bringen (Klein et al., 1999). Ahnliche Untersuchungen gibt es zu UL144 des
HCMV, bei denen HCMV Antikorper-positive Seren unterschiedliche Reaktivitat
auf UL144 exprimierende Zellen aufwiesen (Benedict et al., 1999). Aber auch
hier konnte kein Zusammenhang mit den genotypischen Gruppen hergestellt
werden (Lurain et al., 1999).

Die Frage nach der mdglichen immunmodulierenden Funktion des HCMV
pUL142 Iasst sich zur Zeit nicht beantworten, da entsprechende Untersuchun-
gen z.B. zur Struktur, zellbiologischen Aspekten und Immunogenitat des Gen-

produktes noch ausstehen.
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7 Zusammenfassung

Klinische Isolate und der wildtypische Laborstamm Toledo des humanen
Cytomegalievirus weisen einen Genomabschnitt auf, der in attenuierten, nicht
humanpathogenen Laborstammen fehlt. Zu diesen zusatzlichen Genen gehort
auch ORF UL142, der als potentielles Glykoprotein eine mdgliche Rolle bei der
viralen Pathogenese spielen konnte.

In der vorliegenden Arbeit wurden 42 Proben aus zwei Patientengruppen
(Neugeborene und HIV-Positive) mittels UL142-spezifischer PCR untersucht.
Hiervon wurden 19 Isolate ausgewahlt und flr die folgende Sequenzierung
kloniert. Die ermittelten Sequenzen wurden zum einem auf Aminosaureebene
verglichen, wobei zwei hypervariable Bereiche (Position 56-136: N-terminal und
Position 204-231: C-terminal), sowie Deletionen und Insertionen identifiziert
wurden. Zum anderen wurden die Isolate auf Nukleotidebene phylogenetisch
analysiert.

Diese EDV-gestutzte genotypische Analyse der Isolate ergab drei
Hauptgruppen, wobei sich eine Gruppe in zwei Untergruppen aufgliedert. Eine
offensichtliche, moégliche Korrelation zwischen klinischem Phanotyp und dem

genetischen Polymorphismus des UL142 liel3 sich nicht feststellen.
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9 Anhang

9.1 Abkiirzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

AIDS Acquired Immunodeficiency Syndrome

amp Ampicillin

bp Basenpaar

bzw. Beziehungsweise

C-terminal Carboxy-terminal

DNA desoxyribonucleid acid;
Desoxyribonukleinsaure (DNS)

E. coli Escherichia coli

GCV Ganciclovir

gB Glykoprotein B des HCMV

ap Glykoprotein

h Stunde

HCMV Humanes Cytomegalievirus

HIV Human Immunodeficiency Virus

HPMPC Cidofovir

HUSAR Heidelberg Unix Sequence Analysis
Resources

lgG Immunglobulin G

IgM Immunglobulin M

kb Kilobasenpaar

kDa KiloDalton

LB Luria-Bertani

mA Milliampere

MEIA Mikropartikelimmunoassay

mi Milliliter

mM millimolar

ng Nanogramm

nm Nanometer

N-terminal Amino-terminal

ORF Open Reading Frame; offener
Leserahmen

ori origin of replication

p virales Protein

PCR Polymerase chain reaction;
Polymerasekettenreaktion

PFA Foscarnet

pH potentia hydrogenii

pp Phosphoprotein

rpm Umdrehungen pro Minute

RT Raumtemperatur

Tab. Tabelle

TAE Tris-Natriumacetat-EDTA-Puffer

TBE

Tris-Borat-EDTA-Puffer



Anhang 79
TEMED N,N,N’,N’ -Tetramethylethylendiamin
TNFR Tumornekrosefaktorrezeptor

TR terminal repeat

u.a. unter anderem

UN tiber Nacht

UL unique long

us unique short

uv Ultraviolettes Licht

\ Volt

viv Volumen/Volumen

w/v Gewicht/Volumen

wt wildtypisch

9.2 Buchstabencode der gangigen Aminosauren

I o m m Qoo »

< s<H4wxIPOP Tz X

Ala
Cys
Asp
Glu
Phe
Gly
His
lle
Lys
Leu
Met
Asn
Pro
GIn
Arg
Ser
Thr
Val
Trp
Tyr

Aalanin
Cystein
Aspartat

Glutamat

Phenylalanin

Glycin
Histidin
Isoleucin
Lysin
Leucin
Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin
Serin
Threonin
Valin
Tryptophan

Tyrosin
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9.3 Nukleotidsequenz des UL 142 des HCMV-Stammes Toledo
(Cha et al., 1996)

Verwendete Sequenzieroligonukleotide (siehe Kap. 3.15.1) sind als gestrichelte,

Amplifizieroligonukleotide als durchgezogene (siehe Kap. 3.15.2) Pfeile

dargestellt.

ex hin 6403-26

6481

6541

6601

6661

6721

6781

6841

6901

6961

7021

7081

7141

7201

7261

7321

tactttgtgt
atgaaacaca

aattcatcta
ttaagtagat

ggtgtgcggt
ccacacgcca

atacaagtat
tatgttcata

cccctaggtg
ggggatccac

caatattttc
gttataaaag

aacagtacac

ttgtcatgtg

acatcctecgg
tgtaggagcc

ctcacagaat
gagtgtctta

ctcegtaact
gaggcattga

tctcaacacg
agagttgtgc

acaactcaaa
tgttgagttt

cacacgttaa
gtgtgcaatt

cactttacgc
gtgaaatgcg

>

catccgttgg
gtaggcaacc

ccaacgtggt
ggttgcacca

hin

atg
tac

gagcgaacgg
ctcgettgece

ttgcaacgga
aacgttgcct

cggattgaat
gcctaactta

tcattatcct
agtaatagga

aacatttccg
ttgtaaaggc

ataacattac
tattgtaatg

tggaatcatg
accttagtac

acactgaaac
tgtgactttg

acacaagatg
tgtgttctac
ctacctatac
gatggatatg

gatggcaaga
ctaccgttcet

cgaacataac
gcttetattg

acaccttgga
tgtggaacct

caacaaccac
gttgttggtg

gccatactgt

ggtaggaacc
ccatccttag

gttcacaccc
caagtgtggg

gctttataat
cgaaatatta

gataaaatct
ctattttaga
atatcaagta

tatagttcat

ccgtctaaat
ggcagattta

cagcattcaa
gtcgtaagtt

gtccgtatac
caggcatatg

tatgcacaca
atacgtgtgt

acagacgccg
tgtctgcggce

tcaagcagaa

tgggtccaaa
acccaggttt

atagatagcg
tatctatcgc

ctgcaagaga
gacgttctct
aacgtgaaca

ttgcacttgt

tacaccgtca
atgtggcagt

aaatatctca
tttatagagt

accacaactg
tggtgttgac

atacctccaa
tatggaggtt

tcttttaacg
agaaaattgc

iggtatgaca
= T T TnTuck

acataagcta
tgtattcgat

tacctatggg
atggataccc

cggttaagtt
gccaattcaa

cgttttatca
gcaaaatagt

cgctacagcce
gcgatgtcgg

cgtatacgag
gcatatgctc

caaaaaacga
gttttttgat

gtatggcgcg
cataccgcgce

gggtgtggtg
cccacaccac

atcgttacca
tagcaatggt

tgtttgtaaa
acaaacattt

tattaatagg
ataattatcc

ataaaagtta
tattttcaat

aaaacattca
ttttgtaagt

atcacacttg
tagtgtgaac
acacgaatta

tgtgcttaat

taaatagtac
atttatcatg

acactacctg
tgtgatggac

tgcctcaaaa
acggagtttt

atacaataac
tatgttattg

acacacataa
tgtgtgtatt

sequ ruck

ataacacaac
tattgtgttg

ccggtttata
ggccaaatat

<

gtcagtaa
cagtcatt

riick

gttattcgga
caataagcct

cttggaatct
gaaccttaga

cggcacccta
gccgtgggat

acaccttact
tgtggaatga

CcaacCaaacaa
gttgtttgtt

tcgegtatcet
agcgcataga

cgacctcaca
gctggagtcg

cctaacacta
ggattgtgat

acactttaac
tgtgaaattg

catagaaaga
gtatctttct

cataacaaca
gtattgttgt

aattcaaaat
ttaagtttta

cgtgacgaaa
gcactgcttt

atcaccgtgg
tagaggcacc

tatcgggaaa
atagcccttt

ex ruck 7414-396
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9.4. Deduzierte AS-Sequenz des UL 142 des HCMV-Stammes
Toledo (Cha et al., 1999)

Potentielle N-Glykosylierungsstellen sind mit gestrichelten Doppelpfeilen
gekennzeichnet (N-G). Potentielle Myristylierungsstellen sind fett gedruckt und
mit schwarzen Balken markiert (M). Das potentielle Signalpeptid ist durch den
grauen Balken hervorgehoben. Die vorhergesagte Schnittstelle wird durch das

schwarze Dreieck angedeutet.

4_ —_—
N-G
N-G
—_— I S >
1l MRIEWVWWLFGYFVSSVGSERSLSYRYHLESNSSTNVVCNGNISVFVNGTL
A
N-G
_______________ >
-------- >
M
M N-G

““““ > N-G
D R <
N-G > NG N-G
N PR > SR S v
KYLNTTCIERLRNYTLESVYTTTVPONITTSQHATTTMHTIPPNTITIQNTTQSHTVQTPSEFNDT
N-
TR » NG
e Ny e O
M » 4_______1\1_'_(_1 ______ S M

HNVTKHTLNISYVLSQKTNNTTSPWIYAIPMGATATIGAGLYIGKHFTPVKFVYEVWRGQ 307
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9.5 Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Auswirkungen einer HCMV-Infektion in der Schwangerschaft

Abb. 2: Schematische Darstellung des humanen Cytomegalievirus (HCMV)
Abb. 3: Aufbau des Prototyp-Genoms des humanen Cgtomegalievirus

Abb. 4: Schematische Darstellung des Vektors pPGEM™-T

Abb. 5: Schematische Darstellung der nested PCR

Abb. 6: Elektrophoretische Auftrennung der durch Standard-PCR amplifizierten

UL142 DNA-Fragmente

Abb. 7: Elektrophoretische Auftrennung der mittels nested PCR erhaltenen
UL142 DNA-Fragmente

Abb. 8 a+b: Elektrophoretische Auftrennung der mittels Standard-PCR
erhaltenen UL142-spezifischen Amplifikate von Isolaten HIV-positiver
Patienten

Abb. 9 a+b: Elektrophoretische Auftrennung der mittels nested PCR erhaltenen
UL142-spezifischen Amplifikate

Abb.10: Schematische Darstellung des Konstrukts pGEM®-T UL 142

Abb.11: Elektrophoretische Auftrennung der durch Restriktion des Konstruktes
pGEMC®-T mit NcOl und Sacl erhaltenen Fragmente

Abb.12: Exemplarische Darstellung der Analyse mittels ,Gelassemble” eines
Teilbereichs (Nukleotid 1-146) der UL142-spezifischen Sequenz des
Isolats S691

Abb.13: Phylogenetische Analyse der UL142-Sequenzen

Abb.14: Alignment der UL142-spezifischen Sequenzen der untersuchten
HCMV-Isolate auf Aminosaureebene
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