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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Humane Cytomegalievirus (HCMV)

1.1.1 Taxonomie und Epidemiologie

Das humane Cytomegalievirus (HCMV), das humane Herpesvirus 5 (HHV 5), ist eines der
acht bekannten humanen Herpesviren und gehort zur Familie der Herpesviridae [1]. Eine
charakteristische Eigenschaft von humanen Herpesviren ist, dass sie nach einer Erstinfektion
lebenslang im Korper persistieren [2]. Durch Einwirkung bestimmter Faktoren, wie z.B.
Infektionen, Inflammationen, Immunsuppressionen oder Stress [3, 4, 5], kommt es zur
Reaktivierung des Virus und damit zur Virussynthese [2].

Gemal der Virusklassifikation gehort das HCMV zur Unterfamilie der S-Herpesvirinae.
Kennzeichnend fur die p-Herpesvirinae sind u.a. das in vivo enge Wirtsspektrum, der in vitro
lange Replikationszyklus (72 h) und der zytopathische Effekt der Virusinfektion [6, 7]. Der
zytopathische Effekt beruht auf einer VergréRerung infizierter Zellen (Zytomegalie), die auf
die Bildung von intranukledren und cytoplasmatischen Einschlusskorperchen zurtickzufuhren
ist [2, 8].

Die Ubertragung des HCMV erfolgt sowohl horizontal als auch vertikal. Horizontal kann
HCMV  durch  Tropfcheninfektion,  Geschlechtsverkehr,  Bluttransfusionen  oder
Organtransplantationen tibertragen werden [9]. Die vertikale Ubertragung kann wahrend oder
nach einer Schwangerschaft auf den S&ugling durch die Muttermilch erfolgen. Die
Inkubationszeit bei einer Primdrinfektion dauert 4 bis 12 Wochen [9, 10].

Nach einer Infektion vermehrt sich das Virus in Monozyten, Epithel- und Endothelzellen, in
welchen es cytomegale Verdanderungen — auch als Eulenaugen bezeichnet — hervorruft. Im
latenten Zyklus verbleiben die Viren hauptséchlich in der Speicheldrise, den Granulozyten
und Lymphozyten [1]. Man findet das Virus daher in nahezu allen Korperflussigkeiten wie
etwa im Urin, Speichel, Sperma, in den Zervixsekreten und in der Muttermilch, wo es in
unterschiedlichen Mengen ausgeschieden wird [2, 10]. Primé&rinfektionen und durch exogene
oder endogene Stressoren hervorgerufene Reaktivierungen verlaufen bei Erwachsenen meist
asymptomatisch [1]. Bei einem symptomatischen Verlauf kommt es zu mononukleose-
ahnlichen Krankheitssymptomen mit Lymphknotenschwellungen, Muskel-schmerzen und
einer erhohten Lymphozytenzahl [1]. Besonders schwerwiegend verlaufen HCMV-

Infektionen bei immunsupprimierten Patienten (AIDS-Patienten oder Organtransplantat-
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empféanger). Typische Krankheitsbilder sind Enteritis, Hepatitis, Meningitis, Pneumonie und
Retinitis [11].

HCMYV st ein ubiquitares Pathogen. Die Durchseuchungsrate weltweit ist jedoch unter-
schiedlich. Einen wesentlichen Einfluss haben hier die geographische Lage, das Alter und
sozio6konomische Faktoren. In Industrielandern sind etwa 50 % und in den Entwicklungs-
landern ca. 90 % der Erwachsenen mit dem HCMV infiziert [6, 12].

Wahrend der Schwangerschaft betragt die Wahrscheinlichkeit das Ungeborene bei einer
Erstinfektion oder Reaktivierung zu infizieren 40 %. Weltweit sind ca. 0,3 bis 2,5 % aller
Neugeborenen mit HCMV infiziert. Eine HCMV-Infektion z&hlt damit zur h&ufigsten
kongenitalen Virusinfektion [13, 14]. 10 % der infizierten Neugeborenen erleiden Spét-
schaden wie Organschaden, Wachstumsretardierungen, Schwerhérigkeit oder andere zentral-
nervose Schéadigungen. Auch kdnnen Symptome wie Gelbsucht oder Mikrozephalie auftreten
[14].

Bei schwer verlaufenden HCMV-Infektionen kommen Ganciclovir, Foscarnet und Cidofovir
intravends und Valganciclovir oral als Therapie zum Einsatz, die jedoch toxische
Nebeneffekte besitzen [6, 15]. Der allgemeine Wirkmechanismus der genannten Virostatika
ist die Inhibition der Replikation viraler DNA [16]. Die latente Infektion bleibt dabei
unbeeinflusst [17].

Impfstoffe gegen HCMV sind derzeit noch in der Entwicklung. Es gibt allerdings schon die
Mdoglichkeit einer passiven Immunisierung mit HCMV-Hyperimmunglobulin, das eine
Immunglobulinpraparation mit hochtitrigen HCMV-spezifischen IgG-Antikorpern darstellt.
Die passive Immunisierung mit HCMV-Hyperimmunglobulin wird bei Organtransplantat-
empfangern eingesetzt und bildet seit kurzem sogar eine erfolgreiche Strategie zur Pravention
kongenitaler HCMV-Infektionen [11, 14].

1.1.2 Morphologie

Herpesviren bestehen aus einem Kapsid, dem Tegument und der &uReren Membranhiille
(siehe Abb. 1). Auch die 150-200 nm grof3en Virionen des humanen Cytomegalievirus weisen
diese Struktur auf [18]. Das virale DNA-Genom mit einer GroRe von 235 kbp wird von dem
aus 162 Kapsomeren bestehenden ikosaedrischen Kapsid umschlossen, das weiterhin von
einer duflReren Lipidmembran umgeben ist [6, 19]. Der Bereich zwischen Kapsid und duf3erer
Membranhille wird als Tegument bezeichnet, welches eine amorph erscheinende, proteindse

Matrix darstellt. Uber die Hilfte der 71 bekannten viralen Strukturproteine in einem
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infektiosen HCMV-Virion sind Bestandteil des Teguments. Die Funktionen der
Tegumentproteine liegen zum einen im Abbau der Partikel wéhrend des Viruseintritts in die
Zelle, in der Anregung der viralen Genexpression und zum anderen im Zusammenbau der
Virionen sowie in der Immunevasion in der Zelle [19, 20, 21].

In die Membranhille der Virionen sind eine Vielzahl von komplexartig organisierten viralen
Glykoproteinen integriert, die fur die Adsorption der Virionen und deren Eindringen durch
Fusion der Virushille mit der Wirtszelle verantwortlich sind [6]. Der Glykoproteinkomplex |
stellt ein Homodimer des Glykoproteins gB dar [22]. Der Glykoproteinkomplex Il wird aus
den Glykoproteinen gM und gN [23] und der Glykoproteinkomplex Ill aus gH, gL und gO
gebildet [24, 25].

Hullmembran

> %,
S %,
& X
Q )
o Q

......
C o
%o

Tegument

Kapsid = G, THK

zellulére

Membranproteine DNA

Tegument  Kapsid

Abb. 1: (A) Elektronenmikroskopische [26] und (B) schematische Darstellung des humanpathogenen
Cytomegalievirus.

Das virale DNA-Genom innerhalb des Kapsids ist ein lineares, doppelstrangiges DNA-
Molekiil mit einem Molekulargewicht von 1,5 x 10° Da [27], welches ca. 150 ORFs
beinhaltet, von denen ca. 40 fur die HCMV-Replikation essentiell sind [28]. Es besteht aus
zwei unterschiedlich langen, nicht-repetitiven Sequenzen — unique long (U,) und unique short
(Us), die durch repetitive Bereiche - den internal repeats (IR, IRs) - miteinander verbunden
werden. Dabei flankieren die terminal repeats (TR, TRs) jeweils U, und Us (siehe Abb. 2)
[12, 29]. Virale Gene werden mithilfe der Prafixe TRS, TRL, IRS, IRL, UL oder US benannt,
die den Genomabschnitt kennzeichnen, an dem sie lokalisiert und fortlaufend nummeriert sind
[21, 30].

Die a-Sequenz, die fur die Replikation der viralen DNA verantwortlich ist, existiert in der
langen Region ein Mal, in der kurzen kommt sie jedoch mehrmals vor. B und b‘ bzw. ¢ und c°

beschreiben zwei identische, zueinander invertierte Sequenzen. Durch unterschiedliche
8
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Anordnung von b, b‘, ¢ und ¢ ergeben sich vier Isoformen des Genoms, die dquimolar
auftreten [30].

Fur die Replikation in vitro wird ein Grof3teil der Gene nicht benétigt [6]. Jedoch kommt
ihnen bei den Virusreproduktionen in vivo eine maligebliche Bedeutung zu. Einigen
Laborstdmmen, wie z.B. AD169, fehlen gegenlber Patientenisolaten bestimmte ORFs, die

durch Anpassung an die Zellkultur deletiert wurden [6, 18].

a, b U, b‘a,c Us c'a

E; / 7
TR, IR, IRg TRg

Abb. 2: Schematische Darstellung des DNA-Genoms des humanen Cytomegalievirus (HCMV). Das Genom
des HCMV setzt sich aus zwei unterschiedlich langen, nicht-repetitiven Sequenzen — unique long (U.) und
unique short (Us) zusammen, die durch repetitive Bereiche - den internal repeats (IR., IRs) miteinander
verbunden werden. Terminal repeats (TR, TRs) flankieren jeweils U_ und Us. A,, a‘;, und a, b und b* bzw. ¢
und c* beschreiben zwei identische, zueinander invertierte Sequenzen. Durch unterschiedliche Anordnung dieser
zueinander invertierten Sequenzen konnen vier Isoformen des Genoms gebildet werden, die in gleicher
Wahrscheinlichkeit auftreten [31].

1.1.3 Virale Genexpression im lytischen Infektionszyklus

HCMV st in der Lage eine grofRe Zahl unterschiedlicher Zellarten zu infizieren. Dazu
gehoren Epithel-, Endothel- oder Muskelzellen, Fibroblasten, Monozyten und Makrophagen
[6]. Nach Eintritt des Virus in die Wirtszelle gelangen Kapsid und Tegument (ber das
Cytoplasma zu den Poren des Zellkerns, wo das virale Genom in das Nukleoplasma entlassen
wird [21, 32]. Die Genexpression des humanen Cytomegalievirus ist wie bei allen
Herpesviren zeitlich reguliert und findet kaskadenartig im Zellkern statt [21]. Sie wird durch
verschiedene Mechanismen aktiviert, u.a. durch den Transaktivator pp71 (UL82) — ein
Tegumentprotein des HCMV [19, 20, 21]. Ein Replikationszyklus umfasst ca. drei Tage und
gliedert sich in drei unterschiedliche Phasen, in denen Gene exprimiert werden: die sehr frihe
(immediate early, IE), die friihe (early, E) und die spéate (late, L) Phase [6]. Dabei wirken die
Genprodukte der davor liegenden Expressionsphase regulierend auf die Genexpression der
darauf folgenden Phase [33].

Die immediate early Phase beginnt unmittelbar nach Eintritt des Virus in die Wirtszelle und
ist mit der Transkription der sehr friihen (immediate early, IE) Gene durch die RNA-
Polymerase Il verbunden. Die Mehrheit der IE-Gene werden in der sogenannten major

immediate early (MIE)-Genregion exprimiert, zu der UL123 (IE1) und UL122 (IE2) gehdren.
9
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Diese werden von einem MIE-Promotor und dessen Enhancers kontrolliert [34]. Durch
Transkription des UL123 entsteht ein Protein (IE72) mit der GroRe von 72 kDa. Durch
alternatives Spleilen der IE2-Transkripte werden 55 kDa Proteine (IE55) und 86 kDa
Proteine (IE86) gebildet [35, 36].

IE1- und IE2-Proteine spielen eine bedeutende Rolle in der Genexpression der nachfolgenden
viralen (early, late) sowie einigen zellularen Proteinen [37, 38].

Nach ca. 3 h post infectionem (p.i.) beginnt die early Phase der viralen Genexpression, in der
die Mehrheit der viralen aber vor allem Nichtstrukturproteine exprimiert wird. Dazu zéhlen
Proteine, die fur die virale DNA-Replikation oder Immunevasion bendtigt werden, wie z.B.
die virale DNA-Polymerase pUL54, deren Prozessivitatsfaktor pUL44 und das DNA-
Einzelstrang-bindende Protein pUL57 [39, 40]. Die DNA-Replikation erfolgt nach dem
rolling circle-Prinzip 14-16 h p.i. [41, 42]. Das Ergebnis ist ein linearer DNA-Strang aus
Konkatemeren, die vielfach aneinandergereihte Kopien des viralen Genoms darstellen [39].
Nach der Replikation viraler DNA beginnt die late Phase, in der im Wesentlichen
Strukturproteine des HCMV-Virions hergestellt werden [21]. Zu den gebildeten
Strukturproteinen gehéren Kapsid-, Tegument- und Membranproteine [39]. Hauptbestandteil
der viralen Kapside stellt das major capsid protein (MCP) dar. Bei den Tegumentproteinen ist
pp65 (UL83) am héaufigsten. Dessen Nachweis wird anhand eines pp65-Antigentests zur
Diagnose fiir eine HCMV-Infektion genutzt [12]. Das immunogene Phosphoprotein pp28 ist
ebenfalls ein Tegumentprotein, das von UL99 kodiert wird und fur die finale
Membranumhillung der HCMV-Partikel im Cytoplasma verantwortlich ist [21, 43].

1.1.4 Morphogenese

Die Morphogenese findet in unterschiedlichen Kompartimenten der Zelle statt und beinhaltet
Aktivitaten sowohl viraler als auch zellularer Proteine.

Die Reifung von HCMV-Virionen beginnt im Zellkern mit der Assemblierung von
Kapsidproteinen zu Prokapsiden, in die anschlieRend die replizierte virale DNA verpackt wird
(siehe Abb. 3) [21, 44, 45].

Die bei der Replikation gebildete konkatemere DNA wird durch die kleine Untereinheit
pUL89 der viralen Terminase in einzelne Genomeinheiten gespalten [46, 47]. Danach
katalysiert die grof3e Untereinheit der Terminase pUL56 die ATP abhédngige Verpackung der
viralen DNA in die Prokapside [48, 49].

10
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Bei der DNA-Verpackung in die viralen Kapside kdnnen drei verschieden zusammengesetzte
Kapside unterschieden werden: A-, B- und C-Kapside [31, 50]. A-Kapside entstehen durch
abortive DNA-Verpackung. Sie enthalten keine virale DNA [31, 51]. Die B-Kapside, die
eigentlichen Prokapside, enthalten das Gerustprotein (scaffolding protein) [52, 53], das
wéhrend der Reifung zu den C-Kapsid entfernt wird [50]. Dieses Gerustprotein ist fir die
Anordnung der Strukturkomponenten major capsid protein (MCP), minor capsid protein
(mCP) und smallest capsid protein (SCP) im Kapsid verantwortlich [54]. C-Kapside werden
durch Insertion viraler DNA in die B-Kapside gebildet [31, 51].

Reife A- sowie C-Kapside verlassen durch einen mehrstufigen Knospungsprozess den
Nukleus. In einem ersten Schritt gelangen die Kapside durch die innere Kernmembran in den
perinukledren Spalt. Dort erhalten sie eine transiente Membranhulle, die durch Fusion mit der
aulleren Kernmembran wieder verloren geht. Der letzte Schritt bewirkt die Translokation der
Kapside in das Cytoplasma [55].

Im Cytoplasma werden die Kapside mit Tegumentproteinen assoziiert. Die endgultige Hulle
erhalten die vom Tegument umgebenen Kapside, wenn sie in die Vesikel des trans-Golgi-
Netzwerks (TGN) bzw. der tubuldren Endosomen knospen [56].

In deren Membranen wurden bereits virale Glykoproteine integriert [45, 55]. Die Freisetzung
der gebildeten Virionen in den extrazelluldaren Raum erfolgt mittels Exozytose [43, 57].

Bei der Morphogenese werden zusétzlich zu den infektiosen HCMV-Virionen auch nicht-
infektiose Partikel wie non-infectious enveloped particles (NIEPs) oder dense bodies gebildet
[21, 58]. Der Aufbau von NIEPs entspricht dem von infektiosen Virionen: Virushille,
Tegument und Kapsid. Im Unterschied zu den infektidsen Partikeln stellt das Kapsid der
NIEPs ein A-Kapsid dar. Dense bodies sind mit einer Virusmembran umhillte
Tegumentproteine, bei denen Kapsid und dementsprechend auch das DNA-Genom abwesend
sind. Sie bestehen vorwiegend aus dem viralen Protein pp65. Die genaue Bedeutung dieser
beiden nicht-infektiosen Partikel ist noch unklar [21, 58].
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Abb. 3: Reifung der Virionen des humanen Cytomegalievirus (HCMV). Die Morphogenese von HCMV
beginnt im Zellkern mit der Assemblierung von Kapsidproteinen zu Prokapsiden. Man unterscheidet drei
verschiedene Arten von Kapsiden: A-, B- und C-Kapsid. Durch Insertion viraler DNA in die Prokapside
entstehen C-Kapside, die den Zellkern durch Transportknospung an der zelluldren Membran verlassen. Im
Cytoplasma erfolgt die Anlagerung von Tegumentproteinen an die C-Kapside, die ihre finale Hulle durch
Knospung in die Vesikel des TGN bzw. tubulédren Endosoms erhalten. Dadurch erhalten sie ihre finale Hdlle, in
die bereits die viralen Glykoproteine integriert sind. Durch Exozytose werden die ausgereiften HCMV-Virionen
in den extrazellularen Raum freigesetzt. Die an der Morphogenese beteiligten viralen Proteine bzw. die aus der
Wirtszelle  stammenden  Proteine  werden in  der Abbildung rot bzw. blau dargestellt.
Abkilrzungen: A, B, C — verschiedene Arten des Kapsids; DB — dense body; EE/RE — frilhes Endosom/recycling
Endosom; ER — endosplasmatisches Reticulum; GB — Golgi body; INM — innere Kernmembran; LE — spates
Endosom; NP — Kernpore; ONM — duRere Kernmembran; VP — Viruspartikel [45].

1.2 Das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS)

Das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) ist ein eukaryotisches Proteinqualititskontroll-
system, dessen Funktion darin besteht, den Abbau regulatorischer, viraler oder falsch
gefalteter Proteine zu regulieren. Das UPS spielt durch den Abbau von regulatorischen
Proteinen eine wichtige Rolle in deren Stoffwechselregulierung und damit in der Regulierung
des Zellzyklus sowie des Zellwachstums und der Apoptose [59, 60]. Stérungen des UPS
spielen eine Rolle bei der Entstehung von Krankheiten wie Krebs, Inflammationen oder

neurodegenerativer Erkrankungen [61].
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Bevor die Degradation erfolgt, werden die abzubauenden Proteine durch einen mehrstufigen
enzymatischen Prozesses mit einer Polyubiquitin-Kette markiert. Dies wird durch die drei
Enzymklassen (Ubiquitin-aktivierendes Enzym (E1), Ubiquitin-konjugierendes Enzym (E2),
Ubiquitin-ligierendes Enzym (E3)) realisiert [62]. Durch Bindung an E1 wird das aus 76
Aminosauren aufgebaute Ubiquitin aktiviert und auf E2 tbertragen. Durch verschiedene E3
Ubiquitin-Ligasen wird die letztendliche spezifische Markierung mit Polyubiquitin-Ketten des
Zielproteins gewdhrleistet. Erst dadurch sind die Substrate fur die regulatorischen Unter-
einheiten des 26S-Proteasoms erkennbar [63].

Allerdings koénnen einige Proteine auch Ubiquitin-unabhéngig durch das 26S-Proteasom ab-

gebaut werden [64].

1.2.1 Aufbau des 26S-Proteasoms

Das 26S-Proteasom ist ein multimerer Proteinkomplex mit einer Molekiilmasse von ungeféhr
2.000 kDa [65], das sowohl im Cytoplasma als auch im Zellkern eukaryotischer Zellen vor-

kommt.

__\
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Abb. 4: Aufbau des 26S-Proteasoms. Das 26S-Proteasom besteht aus einer hohlzylinderférmigen, katalytischen
20S-Untereinheit, die zu beiden Enden durch jeweils eine kappenférmige, regulatorische 19S-Untereinheit
abgegrenzt wird. Die &uBeren Ringe der 20S-Untereinheit setzen sich aus o- und die inneren Ringe aus B-
Strukturen zusammen [66].

Das 26S-Proteasom ist aus einer hohlzylinderférmigen, katalytischen 20S-Untereinheit, die zu
beiden Enden durch jeweils eine kappenférmige, regulatorische 19S-Untereinheit abgegrenzt
wird, aufgebaut (siehe Abb. 4) [67].

Der 20S-Komplex besteht aus 4 Ringen a 7 Untereinheiten. Dabei setzen sich die auf3eren
Ringe aus a- und die inneren Ringe aus PB-Strukturen zusammen. Im Zentrum des Hohl-

zylinders befinden sich die proteolytisch aktiven Zentren [68].
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Im katalytischen Zentrum des 26S-Proteasoms befindet sich am N-Terminus ein Threoninrest,
der als Nucleophil fungiert und fur die Spaltung der Peptidbindung verantwortlich ist (siehe
Abb. 5), sodass dieser Proteinkomplex auch als Threonin-Protease bezeichnet wird [69].

\o2 el
X Y

G-H
i, = A

Catalytic mechanism

Abb. 5: 26S-Proteasom als Threonin-Protease. Der Threoninrest am N-Terminus im katalytischen Zentrum
des 26S-Proteasom fungiert als Nucleophil und ist somit fir die Spaltung der Peptidbindungen bei Proteinen
verantwortlich [70].

IZ

Bei der Degradation der mit Polyubiquitin-Ketten markierten Substrate erkennt die 19S-
Untereinheit des 26S-Proteasoms diese spezifisch und bindet sie. Das Substrat wird entfaltet,

zu den aktiven Zentren der 20S-Untereinheit transportiert und dort abgebaut [66].

1.2.2 Klassifikation und Wirkungsweise von Proteasominhibitoren (PI)

Die Funktion von Proteasominhibitoren besteht darin, das 26S-Proteasom in seiner
proteolytischen Funktionsweise zu hemmen, sodass eine Blockade der Stoffwechselwege
entarteter Zellen induziert wird. Aufgrund seiner einzigartigen Wirkungsweise ist eine
spezifische Hemmung des 26S-Proteasoms mdglich. Dadurch eréffnen sich neue Behand-
lungsmoglichkeiten beispielsweise fiir Krebs, Entziindungskrankheiten oder Erkrankungen
des Immunsystems [71].

Bei den PI unterscheidet man zundchst zwischen den nattrlich vorkommenden Proteasom-
inhibitoren - wie Lactacystin (aus Streptomyces lactacystinaeus) [72] und Epoxomizin [73]
(aus Actinomycetes) - und den synthetisch hergestellten PI. Zwei wichtige Gruppen der
synthetisch hergestellten PI sind die Peptidaldehyde, zu denen auch MG132 gehort, und deren
effizienter wirksameren Abkdmmlinge - die Peptidboronate, deren wichtigster Vertreter
Bortezomib ist [74]. Ferner gehdren Bortezomib sowie MG132 zu den reversiblen PI [70, 75,
76].
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Das Grundgerist der Peptidaldehyde sowie Peptidboronate sind Peptidbindungen, die eine
Imitation eines Proteinsubstrates darstellen. Die Aldehydelektrophile der Peptidaldehyde
sowie die Elektrophilen der Peptidboronate (Boratom) reagieren mit dem nucleophilen
Threoninrest des katalytischen Zentrums des 26S-Proteasoms, was zur Bildung eines Hemi-
acetals fuhrt (siehe Abb. 6). Dadurch wird die Substrattasche des 26S-Proteasoms blockiert,
sodass dessen Funktionsfahigkeit nicht mehr vorhanden ist [70].

Inhibitor class [nhibition mechanism
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Abb. 6: Generelle Struktur und Wirkungsweise verschiedener synthetischer reversibler PI. Gezeigt werden
Peptidaldehyde und deren Abkdmmling — die Peptidboronate. Als Grundstruktur erweist sich eine
Aneinanderreihung von Peptidbindungen, die ein Proteinsubstrat imitieren. Die Elektrophilen der Aldehyde
sowie das elektrophile Boratom der Boronate bilden hochaffine Reaktionspunkte fiir den N-terminal gelegenen
nukleophilen Threoninrest des 26S-Proteasoms. Es kommt zur Bildung eines Hemiacetals, zur Blockierung der
Substratbindungstasche des 26S-Proteasoms und damit zur dessen Inaktivierung [70].

Durch die Hemmung des 26S-Proteasoms ist die Konzentration regulatorischer Proteine im
Cytoplasma zu den jeweiligen Zellzyklen veréndert. Zykline, die eine wichtige Rolle bei der
Steuerung des Zellzyklus besitzen [77], werden z.B. nicht mehr abgebaut. Ein Fortlaufen des
Zellzyklus und damit der mitotischen Zellproliferation werden unterbrochen, da es zu einem
,Informationschaos*“ kommt. AuBlerdem werden in der Zelle noch viele weitere Signal-
kaskaden unterbrochen, was zur Apoptose der Zelle fuhrt [78, 79].

Eine wichtige Signalkaskade, die durch Bortezomib blockiert wird, ist die durch TNF-a-
induzierte NF-kB Aktivierung. NF-kB spielt eine wichtige Rolle bei inflammatorischen und
immunologischen Zellvorgdngen. Dessen Aktivierung hat einen antiapoptotischen und
wachstumsstimulierenden Effekt [80, 81]. Durch die Inhibition des 26S-Proteasoms kann der
Inhibitor von NF-kB (IkBa) nicht mehr degradiert werden, sodass NF-kB an seiner Funktion

als Transkriptionsfaktor und folglich die Tumorzelle in ihrem Wachstum gehindert wird [74].
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Mehrere Autoren konnten experimentell darlegen, dass Tumorzellen, die besonders von der
Funktion des 26S-Proteasoms abhéngig sind, empfindlicher reagieren als gesunde Zellen.
Letztere sind im Gegensatz zu den Krebszellen zu einer Regeneration fahig [74, 82, 83].

1.2.3 Wechselwirkung zwischen HCMV und dem UPS

Viren besitzen keinen eigenen Stoffwechsel und sind eigenstandig nicht zur Replikation fahig,
weshalb ihre Vermehrung an eine Wirtszelle gebunden ist [84]. Durch Modulationen
zellinterner Faktoren schaffen sie optimale Bedingungen fur ihre eigene Vermehrung. Zu
diesen Modulationen gehort u.a. die Manipulation des UPS.

Bei HCMV verursacht das Tegumentprotein pp71 unmittelbar nach Eintritt des Virus in die
Wirtszelle den Proteasom-abhéngigen und Ubiquitin-unabhéngigen Abbau des zelluldren
Transkriptionsrepressors hDaxx und der Tumorsuppressorproteine der sogenannten Pocket-
Protein-Familie (pRB, p107 und p130) [85, 86, 87]. Dadurch wird die Expression der
immediate early-Proteine aktiviert und der lytische Infektionszyklus eingeleitet [88, 89].
Weiterhin nutzt HCMV das UPS, um sich der Uberwachung durch das Immunsystem zu
entziehen. Durch HCMV-Proteine US2 und US11 erfolgt die Relokalisation der MHC-
Klasse-I-Komplexe der Wirtszelle vom endoplasmatischen Retikulum ins Cytoplasma, wo sie
durch das UPS abgebaut werden [90, 91].

Proteasominhibitoren haben im Allgemeinen einen negativen Einfluss auf die virale Re-
plikation. Es wurde bereits gezeigt, dass durch Einsatz von Pl eine Blockade der viralen
Replikation sowie eine Unterdriickung der Transkription der immediate early 2 (IE2) - Gene
erfolgt [92, 93, 94]. Die Expression von IE1-Proteinen bleibt dabei unbeeinflusst [93].
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2 Problemstellung

Bisherige Forschungsergebnisse in dieser Arbeitsgruppe [92] haben gezeigt, dass der
Proteasominhibitor MG132 die virale Replikation des HCMV in HELF-Zellen (human
embryonic lung fibroblasts) inhibiert, sodass weder nicht-infektiose noch infektidse virale

Partikel gebildet werden.

Die vorliegende Arbeit soll zeigen, ob eine lytische HCMV-Infektion von Colonkarzinom-
Zellen (Caco-2-Zellen) mdglich ist und ob Proteasominhibitoren einen Einfluss auf die

infizierten Zellen haben.

Eingesetzt werden die Proteasominhibitoren MG132 und Bortezomib. Bortezomib, auch unter
dem Herstellernamen Velcade® bekannt, ist ein zytostatisches Arzneimittel, das seit 2004 zur

Behandlung des Multiplen Myeloms zum Einsatz kommt [95].

Mittels Bestimmung der effective concentration 50 % (ECsp) soll die antivirale Aktivitat von
Bortezomib und MG132 analysiert werden. Des Weiteren sollen Wachstumskurven
Aufschliisse Uber mogliche kausale Zusammenhédnge zwischen der Anwesenheit von
Proteasominhibitoren und der Freisetzung von infektidsen Viren geben.

SchlieBlich soll der Einfluss der Proteasominhibitoren auf die Expression viraler Proteine
(sehr frihe, IE1; frihe, pUL44 und spéte Proteine pp28) untersucht werden, der anhand von

Immunfluoreszenz- und Immunoblot-Analysen dargestellt wird.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Zellen

Colon Adenokarzinom Zellen (Caco-2-Zellen)

Caco-2-Zellen ist eine permanente humane Zelllinie, die 1974 aus einem priméren Colon
Adenokarzinom eines 72-jahrigen kaukasischen Mannes isoliert wurden. Die Caco-2-Zellen
stammen von der European Collection of Cell Cultures (Nr: 86010202) [96].

Humane embryonale Lungenfibroblasten (HELF Fi301)

HELF Fi301 ist eine primare, diploide Zelllinie, die 1990 aus dem Lungengewebe eines
abortierten Fotus isoliert wurden. Diese Zelllinie wurde 2014 vom Leipnitz-Institut DSMZ
(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen) zertifiziert. Diese Zellen wurden
zur Anzucht des Virusstammes AD169 und zur Virustitration verwendet.

3.1.2 Virusstamm

HCMV AD169

Der Laborstamm AD169 [97] des humanen Cytomegalievirus wurde von Herrn Dr. med.
Christian Sinzger vom Institut fur Medizinische Virologie der Universitat Tibingen zur
Verfligung gestellt.

3.1.3 Gerite
Gerate Hersteller, Ort
Axio-Observer.Z1 — Fluoreszenzmikroskop Carl Zeiss AG, Oberkochen
Axiovert 10 — Phasenkontrastmikroskop Carl Zeiss AG, Oberkochen
Branson Sonifier 11 W-450 Heinemann, Schwaebisch Gmuend
CCD (charge coupled device)-Kamera Fusion SL  Vilber Lourmat GmbH, Eberhardzell
CO,-Brutschrank - Serie CB BINDER GmbH, Tuttlingen
Colorview Il — Fluoreszenzkamera Olympus, Tokyo, Japan
Consort EV243 Electrophoresis power supply Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Eppendorf Centrifuge 5417R, Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Rotor: Fixed-angle rotor FA-45-30-11
Function Line Labofuge 400 Heraeus, Hanau
Kleinschuttler KM 2 Edmund Biihler GmbH, Tiibingen
Stuart Shaking Incubator SI500 Barloworld Scientific GmbH
TE 70XP Semi-Dry Transfer Unit w/built-in Hoefer, San Francisco, CA
Power Supply
TS-100 Thermo Shaker peQLab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Vortex Genic 2™ Bender & Hobein AG, Ziirich, Schweiz
Wippschttler/ Taumelgerat Gasser Apparatebau, Teufen, Schweiz

Tabelle 1: Gerate.
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3.1.4 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Hersteller, Ort

Deckglaschen (& = 12 mm)
Eppendorfgefal 1,5 mi
Eppendorfgefal 2,0 ml

Falcon® — Centrifuge Tubes
Falcon™ — Serologische Pipetten
(2ml, 5ml, 10 ml, 25 ml)

Fusion

Objekttrager (ca. 76 X 26 mm)

Parafilm

Pipetten Eppendorf Reference® (100), Eppendorf
Research® (10 und 1000), Eppendorf Research®
Plus (200)

Pipettenspitzen

Pipetus®

Protran BAB85 Nitrocellulose Blotting Membrane
(PorengroRe: 0,45 um, d = 82 mm)

Sterican® — Einmal-Injektionskanile
Whatmann-Filterpapier (WM Whatmann 3MM)
Zellkulturplatten 24-well, 12-well, 6-well

Marienfeld GmbH, Lauda-Konigshofen
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf

BD Biosciences AG, Franklin Lakes, USA
BD Biosciences AG, Franklin Lakes, USA

Bediensoftware fiir die CCD-Kamera Fusion
SL 4.2 MP

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf

Falcon, USA

Hirschmann Laborgerdte GmbH & Co. KG,
Eberstadt

GE Healthcare Life Sciences

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
GE HEALTHCARE, Freiburg
BD, Heidelberg

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien.

3.1.5 Chemikalien

Chemikalie

Hersteller, Ort

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

2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-
ethansulfonsaure (HEPES Puffer) (50 mM)
Aceton

Acrylamid, 30 % (w/v) Lésung
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
AMIMED® — DMEM High Glucose (4,5 g/l)
Ammoniumchlorid (50 mM)
B-Mercaptoethanol

Bortezomib

Bromphenolblau

Complete Tabletten, EDTA-frei

(Protease Inhibitor Cocktail)

DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindol
Dihydrochlorid, 1:100 in PBS verdunnt)
Dimethylsulfoxid (DMSO) > 99,99 %

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

JT Baker, Phillipsburg, NJ, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO

Fluka, Steinheim

BioConcept GmbH, Allschwil, Schweiz
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Selleck Chemicals, Houston, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
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Dinatriumhydrogenphosphat
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
Eagle's Minimum Essential Medium (EMEM)
Ethanol >99,5 %

Fluoprep™

Fotales Kélberserum (FKS)
Gentamycin

Gentamycinsulfat

GlutaMAX™ Supplement (100 x)
Glycerin (Glycerol)

Glycin

Isopropanol 70 % (v/v)

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
L-Glutamin

Methylzellulose

MG132

Milchpulver

Minimum Essential Medium (MEM) (10 x)
Natriumbicarbonat 7,5 % (w/v)
Natriumchlorid

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumpyruvat

N, N, N*, N*-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

PageRuler Prestained Protein Ladder
Paraformaldehydldsung 3 % (w/v)
Pierce ECL Western Blotting Substrate
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Polyoxyethylen-20-sorbitanmonolaurat
(Tween20)

Salzsaure (HCI)

Triton X-100 0,2 % (v/v)
Trypsin-EDTA 0,25 % (1 x)

Merck, Darmstadt

BioConcept GmbH, Allschwil, Schweiz
Lonza, Verviers, Belgien

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
bioMérieux, Marcy ’Etoile, Frankreich
HyClone, Wien/ Perbio Science, Deutschland
Lonza, Basel, Schweiz

Cambrex, Taufkirchen

Life Technologies GmbH, Darmstadt
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO

Tocris Bioscience, Bristol, UK

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Life Technologies GmbH, Darmstadt
B1OZOL Diagnostica Vertrieb GmbH, Eching
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO

Thermo Scientific, Dreieich

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Thermo Scientific, Dreieich
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Calbiochem, La Jolla, CA, USA
Life Technologies GmbH, Darmstadt

Tabelle 3: Chemikalien.

3.1.6 Kommerzielle Kits

Verbrauchsmaterial

Hersteller, Ort

AEC Staining Kit

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO

Tabelle 4: Kommerzielle Kits.
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3.1.7 Antikorper

Die priméren und sekundaren Antikérper wurden bei Immunfluoreszenzfarbungen (IF) in
Phosphatpuffer (PBS) und bei Immunoblot-Analysen (IB) in PBS/0,1 % (v/v) Tween20-Ldsung
verdiinnt (siehe Tabelle 3.1.7.1). Fir den Plaguereduktionsassay (PA) erfolgten die Verdiinnungen
der Primarantikorper in PBS und die der Sekundarantikorper in Blocking-Puffer.

Die Priméarantikorper wurden bei 4°C gelagert und mehrmals verwendet. Die Sekundarantikorper
wurden nach dem erstmaligen Gebrauch verworfen.

3.1.7.1 Monoklonale, primdre Antikorper

Antikdrper Einsatz Hersteller, Ort
mADb 63-27: Maus-anti-IE1 Antikorper, fur IF: 1:100 Dako, Glostrup, Danemark

fur IB: 1:100

fur PA: 1:50
mADb pUL44: ,,CMV pp52* Maus-anti- fur IF: 1: 100 Santa Cruz Biotechnology Inc.,
pUL44 Antikdrper, sc-69744 fur IB: 1:1000 Santa Cruz, CA, USA
mAb pp28: ,,CMV pp28*“ Maus-anti-pp28 far IF: 1:50 Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Antikorper, sc-56975 fur IB: 1:500 Santa Cruz, CA, USA

a-Tubulin: Maus-anti-a-Tubulin Antikérper  fur IB: 1:1000 Cell Signaling Technology®
Inc., Danvers, MA, USA

Tabelle 5: Monoklonale Antikérper.

3.1.7.2 Sekunddre Antikérper

Antikorper Einsatz Hersteller, Ort
Dylight™ 549-konjugiert Ziege fir IF: 1:200 Jackson ImmunoResearch
Anti-Maus IgG F(ab’)2 GmbH, West Grove, PA, USA

Fragment spezifisch

Polyklonal Hase Anti-Maus fur IB: 1:5000 Dako, Glostrup, Dédnemark
Immunoglobulin/ HRP- fur PA: 1:500
konjugiert

Tabelle 6: Sekundéare Antikorper.

3.1.8 Proteasominhibitoren

Es wurden Proteasominhibitoren der Klasse der Peptidaldehyde (MG132) und Peptidboronate
(Bortezomib) eingesetzt. MG132 wurde in 95 % (v/v) Ethanol und Bortezomib in 100 % (v/v)
DMSO gelost. Die Stammldsung von MG132 (6 mM) wurde bei -20°C, aliquotierte Bortezomib-
Stammldsungen (1 mM) wurden dagegen sowohl bei -20°C als auch bei -80°C gelagert. Bei einer
Lagerung von -80°C ist Bortezomib lediglich 6 Monate stabil [98].
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Bortezomib: C1gH,sBN4O,

(1R)-3-Methyl-1-[((2S)-3-phenyl-2-[(2-pyrazinylcarbonyl)-amino]propanoyl)amino]butylborséure

MG132: CysH41N305
Z-Leu-Leu-Leu-CHO

|\ N 7" "OH
P Ho

' he
a

Abb. 7: Schematische Darstellung der verwendeten Proteasominhibitoren. (a) Bortezomib [98],

(b) MG132 [99].

3.1.9 Puffer, Losungen und Zellkulturmedien

3.1.9.1 Puffer und Léosungen

Puffer/ Losung Zusammensetzung
Blocking-Puffer 90 ml PBS

10 ml FKS

0,2ml Tween20
Blot-Puffer 500 ml Ethanol (96 %)

7,55¢ Tris

3759 Glycin

add 2 | A. dest.

Deionisiertes Wasser

Laemmli-Ladepuffer (6 x)

Phosphatgepufferte Salzlésung,
phoshat buffered saline (PBS)

PBST
(Phosphatgepufferte Salzlésung mit 0,1 %
(v/v) Tween20)

Millipore, Leitfahigkeit: 0,055 pSi/cm, 23°C

15M 1M Tris-HCI (pH 6,8)
13,2 % SDS

60 % Glycerin

0,06 % (w/v) Bromphenolblau

6 % B-Mercaptoethanol
add A. dest.

137 mM NaCl

2,7mM KCI

4,3 mM Na,HPO,

1,47 mM KH,PO,

add A. dest.

pH 7.4

0,1 % (v/iv) Tween20

add PBS
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Sammelgel-Puffer (4 x) 05M Tris-HCI
0,4 % (w/v) SDS
pH 6,8
SDS-Laufpuffer (10 x) 2864 Glycin
60,6 g Tris
209 SDS
add 2 | A.dest.
Trenngel-Puffer (4 x) 1,5M Tris-HCI
0,4 % (w/v) SDS
pH 8,8
Tabelle 7: Puffer und Lésungen.
3.1.9.2 Zellkulturmedien
Zellkulturmedium Additive
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) 25 mM HEPES
fur Caco-2-Zellen 0,05 mg/ml Gentamycin
2 mM L-Glutamin
1 mM Natriumpyruvat
Eagle's Minimum Essential Medium (EMEM) 25 mM HEPES
fur HELF Fi301-Zellen 0,05 mg/ml Gentamycin
2 mM L-Glutamin
1mM Natriumpyruvat
1% (wiv) NEAA
Methylzellulose-Kulturmedium (Methocel) 0,9 % (viv) GlutaMax (100x)
mit 0,5 % (w/v) Methylzellulose 0,09 % (w/v) NaHCO; 7,5% (w/v)
0,05 mg/ml Gentamycinsulfat
6,7 % (V/v) FKS
9 % (viv) MEM (10x)

Tabelle 8: Zellkulturmedien.

3.2 Methoden

3.2.1 Zellbiologische Methoden

3.2.1.1 Kultivierung von Caco-2- und HELF Fi301-Zellen

Caco-2-Zellen der 20. bis 25. Passage wurden in 75 cm? Zellkulturflaschen in EMEM bzw.
bei der Durchfihrung der Versuche in DMEM Medium (Zusétze siehe 3.1.9.2), bei 37°C,
95 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO,-Begasung kultiviert. Zur Passagierung wurden die Zellen

einer 75cm? Kulturflasche nach Abnehmen des Mediums mit einer auf 37°C erwarmten
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Trypsin-EDTA-L6sung (0,25 %) innerhalb von 3-5 min abgeldst und mit einer Zelldichte von
100.000 Zellen pro ml am Vortag des Versuchsbeginns in 24-Well-, 12-Well oder 6-Well-
Zellkulturplatten ausgeséat, sodass der einschichtige Zellrasen zum Versuchsbeginn zu 60 %
konfluent (£ subkonfluent) war.

HELF Fi301 wurden zweimal wodchentlich passagiert und in EMEM Medium bei 37 °C, 95 %
Luftfeuchtigkeit und 5 % CO; kultiviert. Dabei wurden die Zellen bis zur 9. Passage 1:5 und
ab der 10. Passage 1:3 in neue 175 cm? Zellkulturflaschen umgesetzt. Firr die Versuche
wurden die Zellpassagen von 10 bis 20 verwendet.

Bevor die Passagierung der HELF Fi301 in 175 cm? Zellkulturflaschen oder in 12-Well-
Zellkulturplatten erfolgte, wurden die Zellen mit einer Trypsin-EDTA-L6sung (0,25 %) ab-
gelost. Dann wurden die Zellen mit einer Zelldichte von 5 x 10° Zellen pro ml in 12-Well-
Zellkulturplatten bzw. 1 x 10° 175 cm? Zellkulturflaschen zwei Tage vor Versuchsbeginn aus-

gesét, um konfluente Monolayer zu erhalten.

3.2.1.2 Anzucht von HCMV

Fur die Anzucht des HCMV Laborstammes AD169 wurden konfluente HELF Fi301 in
175 cm? Zellkulturflaschen (Zellzahl: 2 x 107/ Flasche) mit einer multiplicity of infection
(MOI) von 0,1 und einem Infektionsvolumen von 6 ml infiziert. Nach einer Inkubationszeit
von 90 min wurden 19 ml EMEM mit 10 % FKS hinzugegeben.

Sobald 50 % der Zellen einen zytopathischen Effekt zeigten (ca. 5-6 Tage nach Infektion),
wurde das Kulturmedium erneuert. Nach 10 Tagen wurde das virushaltige Medium abge-
nommen. Die Abtrennung noch vorhandener Zellbestandteile erfolgte durch Sedimentation
(3.500 g, 10 min) und anschlieRender Sterilfiltration (Porengréfe = 0,45 um). Die zellfreie
Virussuspension wurde aliquotiert und bei -80°C gelagert.

3.2.1.3 Experimentelle HCMV-Infektion

Subkonfluente Caco-2-Zellen und konfluente HELF Fi301 wurden mit dem HCMV
Laborstamm AD169 mit unterschiedlicher multiplicity of infection (MOI) infiziert (wie
angegeben). Dabei erfolgte die Berechnung der MOI [PFU/ Zelle] nach folgender Formel
[100, 101]:

Volumen(Virus) - Konzentration(Virus) Vy - Cy

MOI = =
Volumen(Zellkultur) - Konzentration (Zellkultur)  V, - C,
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3

C, = Titer des Virus [PFU/mI]
(Titer des eingesetzten AD169 = 9,4 - 10° PFU/ml)
C, = Zellzahl pro Vertiefung (Well) [Zellen/ Well]

flr Caco-2-Zellen (ca. 60% konfluent):
24-Well-Zellkulturplatten: 1x10° Zellen/ Well
12-Well-Zellkulturplatten: 2x10° Zellen/ Well
6-Well-Zellkulturplatten: 4x10° Zellen/ Well

V, = Volumen der unverdinnten Virussuspension [ml]
V; = eingesetztes Infektionsvolumen [ml] (siehe Abschnitt 3.2.1.3)

Zunéchst wurde das Kulturmedium entfernt. AnschlieRend wurde die entsprechende Menge
an Virussuspension in EMEM bzw. DMEM ohne Zusatz von FKS auf die Zellen gegeben und
die Kulturen fur 1,5 h bei 37°C und 5 %-CO,-Begasung inkubiert. Das zur Infektion ein-
gesetzte Volumen betrug 150 pl fur 24-Well-Zellkulturplatten, 300 ul fir 12-Well-Zell-
kulturplatten, 750 ul fur 6-Well-Zellkulturplatten. Um eine optimale Virusinfektion zu ermdg-
lichen, wurden die Zellkulturplatten alle 20 min kurz geschwenkt. Die Virussuspension wurde
nach Ende der Adsorptionszeit abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen. Dann wurden
0,5 ml (24-Well-Zellkulturplatten), 2 ml (12-Well-Zellkulturplatten), 3 ml (6-Well-Zellkultur-

platten) des entsprechenden Mediums (wie angegeben) auf die Zellen gegeben.

3.2.1.4 Plaquereduktionsassay

Virustitration

Die Bestimmung des Titers erfolgte mittels einer geometrischen Verdiinnungsreihe (10*-10°)
der Virussuspension in Kulturmedium. Die Infektion der HELF Fi301 erfolgte mit 300 pl
Infektionsvolumen der einzelnen Verdunnungsstufen in 12-Well-Zellkulturplatten (Zellzahl:
5 x 10°/ Well). Nach der Infektion wurden die Zellen mit PBS gewaschen, mit Methocel
tberschichtet und fir 7 Tage im Brutschrank bei 37°C und 5 %-CO,-Begasung inkubiert. Das
halbfeste Medium Methocel verhindert die Ausbreitung der Viren ber das Medium, sodass
nur benachbarte Zellen tber Zell-Zell-Kontakte infiziert werden kdnnen [102].
Sieben Tage nach der Infektion wurde das Medium entfernt und die Zellen mit einem
Ethanol/Aceton-Gemisch (95:5) flir mindestens 20 min bei -20°C fixiert. Zur Abséattigung un-
spezifischer Bindungen wurden die Zellen fur 30 min bei 37°C mit Blocking-Puffer inkubiert.
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AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit mAb 63-27 als Primarantikorper gegen IE1 fiir 1 h
bei 37°C. Danach wurden die Zellen 5 x mit PBS gewaschen und fir 2 h mit einem HRP-
konjugierten anti-Maus Sekundarantikorper bei 37°C inkubiert. Nach erneuten 5 x Waschen
der Zellen mit PBS wurden die infizierten Zellen mithilfe des AEC Staining Kits Uber Nacht
bei RT gefarbt. Nach der Abnahme der Farbeldésung wurden die Zellen 1 x mit PBS und an-
schlielend einmal mit Aqua dest. gewaschen, um nichtgebundene Farbpartikel von den Zellen
zu entfernen. Infizierte Zellen zeigten eine Rotfarbung, die mithilfe eines Lichtmikroskops als
PFU ausgezahlt werden konnten. Ein PFU entsprach dabei mindestens 5 infizierten,
benachbarten Zellen.

Der Titer der Virussuspension ergibt sich aus der Anzahl der Plaques (n) der héchsten noch

positiven Verdinnungsstufe (10”) und des eingesetzten Infektionsvolumens (V) nach fol-
gender Formel: PFU/ ml = n / (10 x V) [103]. Der endgiiltige Titer ergibt sich aus der

Mittelwertbildung der aus den letzten beiden noch positiven Verdunnungsstufen ermittelten
Titer.

Bestimmung der ECso

Zur Bestimmung der ECsq der jeweiligen Proteasominhibitoren in Caco-2-Zellen wurden sub-
konfluent gewachsene Caco-2-Zellen in 24-Well-Zellkulturplatten (Zellzahl: 1 x 10°/ Well)
mit dem Laborstamm AD169 mit einer MOI = 10 infiziert. Anschlielend wurden die infi-
zierten Zellen einmal mit PBS gewaschen und dann mit steigenden Konzentrationen von Pl
(Bortezomib, MG132) in Methocel 7 Tage im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO,-Begasung
inkubiert. Als Kontrolle wurde Methocel ohne Zusatz der PI auf nicht-infizierte (mock) und
infizierte (w/0) Zellen gegeben.

Eingesetzte Konzentrationen
von Bortezomib [nM]
Eingesetzte Konzentrationen

von MG132 [nM] 1 5 10| 20 | 30 | 40 | 50
Tabelle 9: Eingesetzte Konzentrationen der Pl zur Bestimmung der ECs.

01/02|03]04|05|06 |07

Sieben Tage nach Infektion wurden die Plaques angeféarbt. Dazu wurden die Zellen mit einem
Ethanol/Aceton-Gemisch (95:5) fixiert und immunhistochemisch gefarbt (siehe Virus-
titration). Die Auszéhlung der Plaques erfolgte mithilfe eines Lichtmikroskops. Die Plaque-
zahl pro Well der jeweiligen PI-Verdunnungsstufe wurde mit der Plaquezahl von w/o
(entspricht 100 %) ins Verhéltnis gesetzt.
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Yield Assay

Mithilfe des Yield Assays wurden Wachstumskurven erstellt. Auf der einen Seite wurde
untersucht, welchen Einfluss die Pl auf die Bildung infektioser Viruspartikel und deren
Freisetzung aus infizierten Caco-2-Zellen in den extrazellularen Raum besitzen. Dazu wurden
die subkonfluenten Zellen in 24-Well-Zell-kulturplatten (Zellzahl: 1 x 10°/ Well) mit einer
MOI = 30 infiziert. Nach der Infektion wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und mit
den Inhibitoren Bortezomib (0,25 nM 2 ECsy(BZ)) bzw. MG132 (20 nM £ ECso(MG132)) in
DMEM mit 2 % FKS versetzt. Als Kontrolle dienten nicht-infizierte (mock) und mit Virus
infizierte (w/0) Zellen, die nur mit dem Kulturmedium und ohne PI behandelt wurden. Nach
24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 120 h, 144 h, 168 h und 192 h p.i. wurden die Uberstande abge-
nommen, um damit neue subkonfluent gewachsene Caco-2-Zellen in 12-Well-Zellkultur-
platten (Zellzahl: 2 x 10°/ Well) zu infizieren. Die Zellen wurden eineinhalb Stunden mit dem
jeweiligen Uberstand bei 37°C inkubiert, dann einmal mit PBS gewaschen und mit Methocel
uberschichtet. Nach sieben-tagiger Inkubation bei 37°C und 5 % CO,-Begasung wurden die
Zellen fixiert und die Plaques angefarbt (siehe Virustitration). Die Plaques wurden mittels

Lichtmikroskop ausgezéhlt und das Ergebnis anhand einer Wachstumskurve quantifiziert.

Auf der anderen Seite wurde durch Verwendung eines zellassoziierten Virus bei der Infektion
im Yield Assay Uberpruft, ob sich HCMV in den Caco-2-Zellen Uber Zell-Zell-Kontakte
ausbreitet und welchen Einfluss die Pl auf diese Art von Verbreitung haben. Auch hier
wurden die Caco-2-Zellen in 24-Well-Zellkulturplatten (Zellzahl: 1 x 10°/ Well) mit dem
Laborstamm AD169 mit einer MOI = 30 infiziert und mit den Inhibitoren Bortezomib
(0,25 nM 2 ECs(BZ)) bzw. MG132 (20 nM 2 EC5(MG132)) in DMEM mit 2 % FKS
inkubiert. Als Kontrolle dienten nicht-infizierte (mock) und mit Virus infizierte (w/o0) Zellen,
die nur mit dem Kulturmedium und ohne PI behandelt wurden. Nach 24 h, 48 h, 72 h, 96 h,
120 h, 144 h, 168 h und 192 h p.i. wurden die Uberstande abgenommen und die Zellen mit
einer Trypsin-EDTA-L6sung (0,25 %) abgeldst. AnschlieBend wurden die abgenommenen
Uberstande mit den korrespondierenden, abgeldsten Zellen vermischt und auf neue subkon-
fluent gewachsene Caco-2-Zellen in 12-Well-Zellkulturplatten (Zellzahl: 2 x 10°/ Well)
gegeben. Die Zellen wurden eineinhalb Stunden mit dem jeweiligen Uberstand-Zell-Gemisch
bei 37°C inkubiert, dann einmal mit PBS gewaschen und mit Methocel Uberschichtet. Die
Inkubationszeit betrug 7 Tage und wurde bei 37°C und 5% CO,-Begasung im Brutschrank

realisiert. AnschlieBend wurden die Zellen fixiert und die Plaques angefarbt (siehe Virus-
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titration). Nach der lichtmikroskopischen Auszahlung erfolgte die Auswertung durch die Er-

stellung einer Wachstumskurve.

3.2.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.2.1 Indirekte Immunfluoreszenz

Die indirekte Immunfluoreszenz ist eine molekularbiologische Analysemethode, bei der
zundachst ein Primarantikorper an das Zielmolekll (Antigen) bindet. Der gebildete Antigen-
Antikorper-Komplex wird anschlieend mit einem Fluoreszenzfarbstoff-markierten
Sekundarantikorper, der gegen den Primarantikorper gerichtet ist, detektiert [104]. Durch
diese Methode konnen virale Antigene angefarbt werden und damit z.B. als Nachweis einer
Virusinfektion der Caco-2-Zellen dienen.

Subkonfluente Caco-2-Zellen in 24-Well-Zellkulturplatten (Zellzahl: 1 x 10°/ Well) mit einem
Deckglaschen pro Well wurden mit dem Laborstamm AD169 mit einer MOI = 10 infiziert
und 7 Tage in mit dem jeweiligen Inhibitor versetzten Medium (DMEM mit 2 % FKS)
inkubiert. Die eingesetzten Inhibitorkonzentrationen betrugen 0,25 nM flr Bortezomib und
20 nM fur MG132. Als Kontrollen dienten Zellen, die nicht infiziert (mock) bzw. infiziert
(w/0) wurden und mit Medium ohne Inhibitor inkubiert wurden.

Nach 7 Tagen Inkubationszeit wurden die Zellen in den 24-Well-Zellkulturplatten mit einer
3 % Paraformaldehydlésung (w/v) fur 20 min bei RT fixiert. Dabei bleibt die zellulare
Struktur erhalten [105]. Nach einem einmaligen Waschschritt mit PBS wurden die Aldehyd-
gruppen des Paraformaldehyds durch eine 10-minutige Inkubation mit 50 mM Ammonium-
chlorid blockiert [106]. Damit die Antikorper durch die Zellmembran in das Cytoplasma
gelangen konnen, wurden die Zellen mittels 0,2 % (v/v) Triton X-100 fir 5 min
permeabilisiert [107]. AnschlieBend wurden sie zweimal gewaschen und in einer feuchten
Kammer fur 45 min bei RT mit dem jeweiligen Primé&rantikdérper (20 ul pro Deckgléschen)
inkubiert. Um nicht-gebundene Primarantikdrper zu entfernen, wurden die Deckgldschen
einmal mit PBS und einmal mit Aqua dest. gewaschen. Im Anschluss wurden die Deck-
glaschen in einer feuchten und abgedunkelten Kammer mit einem Fluoreszenzfarbstoff-
markierten Sekundarantikorper (Dylight™ 549) sowie DAPI inkubiert und nach 30 miniitiger
Inkubation zweimal mit PBS und einmal mit Aqua dest. gewaschen. Die Deckglaschen
wurden mit Fluoprep™ auf Objekttragern fixiert und nach dem Trocknen mit klarem Nagel-

lack versiegelt. Die Analyse der Préparate erfolgte mittels eines Fluoreszenzmikroskops.
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3.2.2.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

In der SDS-PAGE werden Proteine in einer Gelmatrix auf Polyacrylamidbasis mittels eines
elektrischen Feldes aufgetrennt. Durch die Zugabe des negativ geladenen Detergens SDS wird
die Eigenladung der Proteine tiberdeckt. AuRBerdem bindet SDS gleichmé&lig an die Proteine,
sodass sich ein gleiches Verhéltnis von Ladung zu GroRe des jeweiligen Proteinmolekils
ergibt und die Auftrennung der Proteine ausschlieB8lich nach ihrem Molekulargewicht erfolgt
[108, 109]. Hier wurde das SDS-PAGE-System nach Laemmli (1970) angewandt. Es handelt
sich dabei um ein diskontinuierliches System aus zwei Gelen, die sich bezuglich ihres pH-
Werts, lonenstarke und ihrer PorengroRe unterscheiden. Im oberen Sammelgel (pH 6,8)
werden die aufzutrennenden Proteingemische zunédchst konzentriert, bevor sie im Trenngel
(pH 8,8) aufgetrennt werden. Der Vorteil gegenlber kontinuierlichen SDS-PAGE-Systemen
ist die deutlichere Auftrennung der Proteine [108, 109, 110].

Die diskontinuierliche SDS-PAGE wurde hier benutzt, um virale Proteine nach ihrem Mole-
kulargewicht aufzutrennen und sie nach erfolgtem Transfer vom Gel auf eine Nitrozellulose-
membran immunologisch anzufarben.

Dazu wurden 6-Well-Platten mit subkonfluenten Caco-2-Zellen (Zellzahl: 4 x 10% Well) mit
einer MOI = 10 infiziert. AnschlieBend wurden die infizierten Zellen mit dem jeweiligen in
Medium (DMEM mit 2 % FKS) verdunnten Inhibitor (Bortezomib = 0,25 nM, MG132 =
20 nM) versetzt und fur 7 Tage im Brutschrank bei 37°C kultiviert. Als Kontrollen dienten
Zellen, die nicht infiziert (mock) bzw. infiziert (w/0) und mit Medium ohne Inhibitor inkubiert
wurden. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen fiir die SDS-PAGE vorbereitet: Uber-
stand und abgeldste Zellen wurden in einem Zentrifugenréhrchen gesammelt und bei 3.500 g
fir 3 min sedimentiert. Der Uberstand wurde anschlieBend verworfen und das Sediment in
einer Protease-Inhibitor-Losung (cOmplete, Roche Diagnostics GmbH) mit 1 % (v/v) PMSF
resuspendiert, in 1,5 ml-Eppis Uberfihrt und bei allen folgenden Schritten auf Eis gelagert.
Dann erfolgte eine Sedimentation bei 4.500 g fiir 3 min bei 4°C. Der Uberstand wurde abge-
nommen und erneut verworfen. Nach einer Resuspension des Sediments in 80 ul Protease-
Inhibitor-PMSF-L6sung wurden die Zellen 3 x 15 s bei 4°C sonifiziert und danach bei 20.800
g fir 10 min in einer auf 4°C gekiihlten Zentrifuge sedimentiert. Vom Uberstand wurden 80
pl abgenommen und mit 16 pl Laemmli-Puffer (6 x) gemischt. Das Sediment (Zelltrimmer)
wurde verworfen. Bevor die aufzutrennenden Proteine auf das Gel aufgetragen wurden,
wurden sie bei 95°C fir 5 min im Heizblock gekocht. Das Gel bestand aus einem 10% Trenn-
gel und einem aufgelagerten 4 % Sammelgel. Die beiden Gele wurden nach folgenden

Angaben prépariert:
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Sammelgel (4 % Acrylamid): 2 Gele Trenngel (10 % Acrylamid): 2 Gele

2466 pl Aqua dest. 4166 pl Aqua dest.
1000 pl Sammelgelpuffer 2500 pl Trenngelpuffer
534 ul Acrylamid 30 % (w/v) 3333 pl Acrylamid 30 % (w/v)

Kurz vor dem Giel3en, Zugabe von:

40 pl APS (10 %) 120 ul APS (10 %)
10 ul TEMED 20 ul TEMED

Die Angaben beziehen sich dabei auf die Herstellung von 2 Gelen mit einer GroRRe von
jeweils 5 x 9 cm. Unmittelbar vor dem GielRen des Gels muss die Induktion der radikalischen
Polymerisation durch Zugabe des Polymerisationsinitiators APS und des Polymerisierungs-
katalysators TEMED gestartet werden.

Im ersten Schritt wird zundchst das Trenngel zwischen zwei durch einen Abstandshalter
(Spacer) voneinander getrennten Glasplatten gegossen und mit 70 % (v/v) Isopropanol Uber-
schichtet. Nach der Polymerisation des Trenngels, wird das Isopropanol abgegossen und das
Trenngel mit einem zuvor APS und TEMED versetzten Sammelgel tberschichtet. Die Hohe
des Sammelgels betrug ca. 1,5 cm.

Je nach Anzahl der Proben wurden unterschiedliche Kdmme zum Formen der Geltaschen im
Sammelgel verwendet. Der Kamm wurde nach Polymerisation des Sammelgels wieder
entfernt. Nach dem Beladen der Geltaschen mit Proteinproben und den Markerproteinen
(PageRuler Prestained Protein Ladder von Thermo Scientific) wird die Elektrophorese mit
10 mA pro Gel gestartet. Nach Einlauf der Proben in das Trenngel wurde die Stromzahl auf
20 mA pro Gel erhoht.

3.2.2.3 Immunoblot

Nach Auftrennung der Proteine im 10 % Polyacrylamidgel der SDS-PAGE wurden sie auf
eine Nitrozellulosemembran (Porengrofie: 0,45 um) mittels Semi-dry-Verfahren transferiert
[111, 112]. Drei in Blotpuffer getrankte Filterpapiere wurden am Pluspol des Blotting-Gerates
ubereinander gelegt. Darauf folgten die Nitrozellulosemembran, das Gel und nochmals drei in
Blotpuffer getrankte Filterpapiere. Innerhalb von 55 min wurden die Proteine bei einer

Stromstarke von 0,8 mA/cm? auf die Membran (Flache: 6 x 9 cm) iibertragen.
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Im Anschluss wurden die Proteine mithilfe spezifischer Antikoérper detektiert. Um freie
Bindungsstellen auf der Membran abzuséattigen, wurde die Membran uber Nacht bei 4°C auf
einem Schuttler in 5 % (w/v) Milchpulverlésung, die in PBST verdinnt wurde, inkubiert.
Nach einem Waschschritt von 3 x 5 min mit PBST erfolgte die Inkubation mit dem spezi-
fischen Primérantikorper auf einem Schittler fir 60 min bei RT. Als Kontrolle, dass gleiche
Proteinmengen aufgetragen wurden, diente die Farbung mit a-Tubulin-Antikorper. a-Tubulin
ist Bestandteil der Mikrotubuli, die neben Aktin- und Intermediérfilamenten den Haupt-
bestandteil des eukaryotischen Zytoskeletts bilden [113].

Nach einem erneuten Waschschritt von 3 x 5 min mit PBST wurde die Membran mit einem
Peroxidase-markierten Sekundarantikérper fur 1 h bei RT schwenkend inkubiert. Nicht
gebundene Sekundarantikdrper wurden durch 3 x 5 min Waschen mit PBST entfernt.
Anschlielend wurde die Membran mit dem Pierce ECL Western Blotting Substrate von
Thermo Scientific benetzt. Die Stable Peroxide Solution und Luminol/Enhancer Solution
wurden 1:1 angewendet und sind das chemilumineszente Substrat fir die an den
Sekundarantikorper gekoppelte Peroxidase. Nach einer Inkubationszeit von 1 min bei RT,
wurden die auf diese Weise markierten Proteine mittels eines Chemilumineszenz-Detektors

(CCD Camera Fusion SL) visualisiert (Einstellung: Supersensitivity, 9 min).
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4 Ergebnisse

4.1 Einfluss der Proteasominhibitoren auf die HCMV-Replikation

Um zu untersuchen, welchen Einfluss die Proteasomaktivitat auf die HCMV-Replikation in
Caco-2-Zellen hat, wurden Plaquereduktionsassays mit verschiedenen PI in unterschiedlichen
Konzentrationen durchgefuhrt und die ECsq bestimmt. Die ECs ist die Konzentration einer
Substanz (hier des Proteasominhibitors), bei der ein halomaximaler Effekt beobachtet wird. In
diesem Fall bezieht sich der Effekt auf die antivirale Wirkung der Proteasominhibitoren [114].
Zur Bestimmung der ECs, der jeweiligen Proteasominhibitoren in Caco-2-Zellen wurden sub-
konfluent gewachsene Caco-2-Zellen in 24-Well-Zellkulturplatten (Zellzahl: 1 x 10°/ Well)
mit dem Laborstamm AD169 mit einer MOI = 10 infiziert. Nach der Infektion wurden die
Zellen mit steigenden Konzentrationen von Pl (Bortezomib, MG132) in Methocel 7 Tage im
Brutschrank bei 37°C und 5 % CO,-Begasung inkubiert. Als Kontrolle wurde Methocel ohne
Zusatz der Pl auf nicht-infizierte (mock) und infizierte (w/o) Zellen gegeben. Nach sieben-
tagiger Inkubation wurden die Zellen fixiert und immunhistochemisch gefarbt (siehe
Abschnitt 3.2.1.4) sowie die Plaques lichtmikroskopisch ausgezéhlt. Die Plaquezahl pro Well
der jeweiligen PI-Verdunnungsstufe wurde mit der Plaquezahl von w/o (entspricht 100 %) ins
Verhaltnis gesetzt.

Anhand Abbildung 8 wird deutlich, dass die HCMV-Replikation mit steigender P1-Konzen-
tration sinkt und ab einer flr den jeweiligen PI spezifischen Konzentration gehemmt wird.
Die Konzentration, bei der die HCMV-Replikation um 50 % reduziert ist, stellt die effective
concentration 50 % (ECsp) dar [115, 116] und kann in der Abbildung 8 aus dem Schnittpunkt

der Kurve mit der gestrichelten Linie graphisch bestimmt werden.
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Abb. 8: Einfluss von Pl auf die HCMV-Infektion in Caco-2-Zellen. Subkonfluent gewachsene Caco-2-Zellen
wurden mit dem HCMV-Laborstamm AD169 mit einer MOI = 10 infiziert und fir 7 Tage mit steigenden
Konzentrationen von Pl (Bortezomib, MG132) in Methocel inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen fixiert
und gegen IE1 (mAb 63-27) und danach mittels eines Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikdrpers (Polyklonal
Rabbit Anti-Mouse Immunoglobulins HRP) immunhistochemisch gefarbt. Im Diagramm sind die Mittelwerte der
Plaques bezogen auf die Plaquezahl von w/o und deren + Standardabweichungen gegen die steigenden PI-
Konzentrationen dargestellt. Die Mittelwerte resultieren aus zwei unabhangigen Experimenten mit jeweils drei
Parallelansédtzen. Der Schnittpunkt der Kurve mit der gestrichelten Linie ermdéglicht eine graphische Ab-
schéatzung der ECsp.

Eine Ubersicht der ermittelten ECso und der wahrend der Projektarbeit ermittelten cytotoxic

concentration 50 % (CCsg) werden in folgender Tabelle gezeigt:

ECs, (NM) durch

- - - 3 l
Proteasominhibitor CCs (NM) Plaguereduktion’ Sl

Bortezomib 0,83+0,15 0,25+0,01 3,32

MG132 45,74 + 10,65 20,13+0,18 2,27

Tabelle 10: Ubersicht der CCsy, EC5, und der Sl der verwendeten PI.

g, selectivity index. SI = CCs/ECs.

% Die Werte reprasentieren die mittlere + Standardabweichung von zwei unabhéngig
durchgefiihrten Experimenten mit jeweils drei Parallelansétzen.

3 CCsxo-Ermittlung durch Proliferationstest in der Projektarbeit. Die Werte représentieren
die mittlere + Standardabweichung von vier unabhéngig durchgefiihrten Experimenten
mit jeweils acht Parallelansétzen.
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Aus Abbildung 8 und Tabelle 9 wird erkenntlich, dass die ECsy bereits bei sehr niedrigen
Konzentrationen des jeweiligen PI erreicht wird. Bortezomib erweist sich als effektiverer P,
da ca. eine 80-fach geringere Konzentration gegeniiber MG132 ausreicht, um die HCMV-
Replikation um 50 % zu hemmen.

Um den zytotoxischen Effekt der PI deutlicher dazustellen, wird der Selektionsindex durch
die Bildung des Quotienten aus CCso und ECs ermittelt (siehe Tabelle 9) [116]. Die CCsy ist
dabei die Konzentration, bei der die Zellzahl der Caco-2-Zellen um die Halfte reduziert wird
[115, 116]. Die Ergebnisse der Sl in Tabelle 9 zeigen, dass die CCsy der verwendeten Pl
doppelt bis dreifach hoher liegen als die ECso-Werte. Da es sich um sehr niedrige SI-Werte
handelt, kann eine Reduktion der HCMV-Replikation durch zytotoxische Nebeneffekte nicht

ausgeschlossen werden.

4.2 Einfluss der Proteasominhibitoren auf die Virionenfreisetzung

Wie aus den Ergebnissen aus Abschnitt 4.1 hervorgeht, wird die HCMV-Replikation durch
Einwirkung von Pl gehemmt. Um der Frage nachzugehen, ob die PI die Bildung infektioser
Viruspartikel und deren Freisetzung aus infizierten Caco-2-Zellen in den extrazellulédren
Raum beeinflussen, wurden Wachstumskurven anhand eines Yieldassays erstellt.
Subkonfluente Caco-2-Zellen in 24-Well-Zellkulturplatten (Zellzahl: 1x10°/Well) wurden mit
einer MOI = 30 infiziert und nach der Infektion mit den Inhibitoren Bortezomib (0,25 nM &
ECs0(BZ)) bzw. MG132 (20 nM 2 ECs(MG132)) in DMEM mit 2 % FKS versetzt (siehe
Abschnitt 3.2.1.4 Yield Assay). Als Kontrolle dienten nicht-infizierte (mock) und mit Virus
infizierte (w/o0) Zellen, die nur mit dem Kulturmedium und ohne PI behandelt wurden. Zu den
jeweiligen Zeitpunkten wurden die Uberstande abgenommen, um damit neue subkonfluent
gewachsene Caco-2-Zellen in 12-Well-Zellkulturplatten (Zellzahl: 2x10°/Well) zu infizieren.
Nach der Infektion wurden die Zellen mit Methocel Uberschichtet und 7 Tage bei 37°C und
5% CO,-Begasung inkubiert. Anschliefend wurden die Plagues angefarbt und mittels
Lichtmikroskop ausgezahlt (siehe Abschnitt 3.2.1.4). Das Ergebnis wurde anhand einer
Wachstumskurve quantifiziert (siehe Abb. 9).

Wie in Abbildung 9 dargestellt, wurden nach der Ubertragung der Uberstiande auf die 12-
Well-Zellkulturplatten lediglich zu den Zeiten 96 h und 120 h p.i. vereinzelt Plagues bei w/o
gebildet. Bei den mit Pl behandelten Zellen konnten zu den getesteten Zeitpunkten weder

Plaques noch infizierte Einzelzellen entdeckt werden.
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Abb. 9: Wachstumskurve des Laborstammes AD169 in subkonfluent gewachsenen Caco-2-Zellen nach
Inkubation mit den verwendeten Pl (Bortezomib, MG132) mittels Yieldassay. Subkonfluent gewachsene
Caco-2-Zellen wurden mit dem Laborstamm AD169 mit einer MOI = 30 infiziert. Anschliefend wurden die
Zellen unter Einwirkung von Bortezomib (0,25 nM), MG132 (20 nM) oder Kulturmedium (w/o) bei 37°C
inkubiert. Nach 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 120 h, 144 h, 168 h und 192 h p.i. wurden mittels der abgenommenen
Uberstande neue Caco-2-Zellen infiziert und anschlieRend mit Methocel (iberschichtet. Nach siebentigiger
Inkubation bei 37°C wurden die Zellen fixiert und immunhistochemisch angefarbt. Die + Standardabweichung
resultiert aus einem Experiment mit 3 Parallelansétzen.

4.3 Einfluss der Proteasominhibitoren auf die Verbreitung von HCMV
liber Zell-Zell-Kontakte

Aus der Literatur ist bekannt, dass die Ausbreitung von HCMV in Epithel- und
Endothelzellen bei einer akuten Infektion vorwiegend tber Zell-Zell-Kontakte erfolgt [12,
117]. Um diese Gegebenheiten in Caco-2-Zellen zu Gberprifen und um den Einfluss von Pl
auf diese Art von Verbreitung zu untersuchen, wurde eine Wachstumskinetik durchgefiihrt,
bei dem die Caco-2-Zellen mit zellassoziiertem Virus infiziert wurden.

Wie bei der Erstellung der Wachstumskurve im Abschnitt 4.2 wurde die Infektion der Caco-
2-Zellen in 24-Well-Zellkulturplatten (Zellzahl: 1 x 10°/ Well) mit dem Laborstamm AD169
mit einer MOI = 30 durchgefiihrt. Danach wurden die infizierten Zellen mit den Inhibitoren
Bortezomib (0,25 nM 2 ECs¢(BZ)) bzw. MG132 (20 nM 2 ECs50(MG132)) in DMEM mit
2 % FKS inkubiert. Als Kontrolle dienten nicht-infizierte (mock) und mit Virus infizierte
(w/o) Zellen, die nur mit dem Kulturmedium und ohne PI behandelt wurden.

Zu den jeweiligen Zeitpunkten wurden die Uberstiande abgenommen und die Zellen mit einer
Trypsin-EDTA-L6sung (0,25 %) abgeldst. Auf neue subkonfluent gewachsene Caco-2-Zellen
in 12-Well-Zellkulturplatten (Zellzahl: 2x10°/Well) wurden die abgenommenen Uberstinde,
die mit den korrespondierenden, abgeltosten Zellen vermischt wurden, gegeben. Nach der

Infektion wurden die Zellen mit Methocel Uberschichtet und 7 Tage bei 37°C und 5 % CO,-
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Begasung inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen fixiert und die Plaques angeférbt (siehe
3.2.1.4). Nach der lichtmikroskopischen Auszahlung der Plaques wurden diese logarithmisch
gegen die Zeitpunkte, zu denen die Uberstinde und Zellen abgenommen wurden, aufgetragen
(siehe Abb. 10).
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Abb. 10: Einfluss von Pl auf die HCMV-Verbreitung Uber Zell-Zell-Kontakte in Caco-2-Zellen.
Subkonfluente Caco-2-Zellen wurden mit dem Laborstamm AD169 mit einer MOI = 30 infiziert und danach mit
Bortezomib (0,25 nM), MG132 (20 nM) bzw. mit Kulturmedium (w/o0) versetzt. Zu den jeweiligen Zeitpunkten
wurden die Uberstande und deren Zellen abgenommen und vermischt, um damit neue Caco-2-Zellen zu
infizieren. Nach siebentégiger Inkubation wurde die Anzahl der Plaques bestimmt. Die dargestellten Mittelwerte
und deren * Standardabweichung ergeben sich aus einem durchgefiihrten Experiment mit jeweils 3
Parallelansétzen.

Alle dargestellten Verlaufe der Wachstumskurven in Abbildung 10 zeigen zundchst eine
Reduktion der Plaquezahl, um danach wieder anzusteigen und einen relativ konstanten
Verlauf zu zeigen. Es wird ersichtlich, dass bei den infizierten mit Pl behandelten Zellen
bereits nach 24 h Inkubation eine drastische Reduktion der Virusverbreitung stattfand.

Bei den mit den Pl Bortezomib bzw. MG132 behandelten, infizierten Zellen war nach 24 h
p.i. nur ca. die Halfte der Plaquezahl im Vergleich zur w/o-Kontrolle nachweisbar. Nach 72 h
p.i. steigt die Zahl der freigesetzten Virionen bei den mit Bortezomib behandelten Zellen
deutlich an und zeigt nach 96 h p.i. keinen Unterschied zur unbehandelten Kontrolle (w/o).
Die Anzahl der freigesetzten Virionen der mit MG132 behandelten, infizierten Zellen sinkt
nach 96 h auf ein Viertel der w/o-Kontrolle. Dieses Verhaltnis bleibt auch im weiteren
Verlauf der dargestellten Kurven gekennzeichnet durch einen leichten Anstieg relativ

konstant.
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4.4 Einfluss der Proteasominhibitoren auf die virale Proteinexpression

Der Effekt von Pl auf die virale Proteinsynthese wurde anhand zweier unterschiedlicher
Methoden charakterisiert. Dabei wurde die Expression von IE1 (ein immediate-early Protein),
pUL44 (ein early Protein) und pp28 (ein late Protein) sowohl in der Immunfluoreszenz als

auch mittels SDS-PAGE und anschlieBendem Immunoblot untersucht.

4.4.1 Analyse der Proteinexpression mittels indirekter Inmunfluoreszenz

Subkonfluente Caco-2-Zellen auf DG (1 DG/Well) in 24-Well-Zellkulturplatten (Zellzahl:
1 x 10°/ Well) wurden mit AD169 mit einer MOI = 10 infiziert und 7 Tage mit dem je-
weiligen Inhibitor (BZ = 0,25 nM und MG132 = 20 nM) versetzten Medium (DMEM mit 2 %
FKS) inkubiert. Als Kontrollen dienten Zellen, die nicht infiziert (mock) bzw. infiziert (w/0)
und mit Medium ohne Inhibitor inkubiert wurden.

Nach 7 Tagen Inkubationszeit wurden die Zellen auf den DG in den 24-Well-Zellkulturplatten
fixiert (siehe Abschnitt 3.2.2.1) und zuerst mit den Priméarantikorpern (mAb 63-27 gegen IEL,
mAb pUL44 gegen pUL44, mAb pp28 gegen pp28) und anschlieBend mit einem Fluoreszenz-
farbstoff-gekoppelten Sekundarantikorper (Dylight™ 549) gefarbt. Um die Zellkerne im
Fluoreszenzmikroskop Uber die Farbung der DNA sichtbar zu machen, wurde in der Inku-
bation mit dem 2. Antikorper DAPI zugesetzt. Die Analyse der Préparate erfolgte mittels
eines Fluoreszenzmikroskops, wobei Fotos mithilfe einer Digitalkamera und der Cell D
Software (Olympus) aufgenommen wurden.

In Abbildung 11 zeigen sowohl die Kontrolle (w/o) als auch die mit Pl behandelten,
infizierten Zellen keinen Einfluss auf die Expression der dargestellten Proteine, die neben
Proteinen fur die sehr frihe Phase (IE1) bzw. die virale Replikation (pUL44) das spate
Strukturprotein (pp28) umfasst.
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Abb. 11: Einfluss von Bortezomib bzw. MG132 auf die
HCMV-Proteinexpression in infizierten Caco-2-Zellen in der
Immunfluoreszenz. Auf Deckglasern subkonfluent gewachsene
Caco-2-Zellen wurden mit AD169 mit einer MOI = 10 infiziert
und mit Bortezomib (0,25 nM) und MG132 (20 nM) inkubiert.
Als Kontrollen wurden nicht-infizierte (mock) bzw. infizierte
(w/o) Zellen mit Kulturmedium ohne Pl versetzt. Nach 7 Tagen
wurden die Zellen auf die viralen Proteine IE1, pUL44 und pp28
mittels  Antikdrperfarbung und Immunfluoreszenzmikroskop
untersucht. Zur Farbung der Zellkern-DNA wurde DAPI ein-
gesetzt. Die Bilder der Antikorper (rot) bzw. der DAPI-Farbung
(blau) wurden anschlieBend mithilfe der Bildbearbeitungssoft-
ware GIMP Ubereinander gelegt (merged). Die Fotos wurden mit
einer 40 x VergroRerung im Mikroskop aufgenommen. Der
GroRenbalken entspricht einer GroRe von 50 pm.
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Zusétzlich zur viralen Proteinexpression wurde ebenfalls der mogliche zytotoxische Einfluss
der HCMV-Infektion auf die mit Pl behandelten Caco-2-Zellen untersucht.

In Abbildung 12 sind die DAPI-Féarbungen der nicht-infizierten bzw. mit AD169 infizierten
und mit P1 behandelten Caco-2-Zellen dargestellt. Die Konzentrationsangabe der PI entspricht
der jeweiligen in der Projektarbeit ermittelten CCso (Bortezomib = 0,8 nM, MG132 = 45 nM
(siehe Tabelle 9)). Die nicht-infizierten Zellen zeigen durch die Pl-Behandlung zu der
jeweiligen CCso eine Reduktion von ca. 50%, wohingegen die infizierten Zellen deutlich
stérker in ihrer Zellzahl reduziert werden.

Der zytotoxische Effekt der Pl in Bezug auf die Caco-2-Zellen tritt bereits bei sehr niedrigen
Konzentrationen tritt auf. Dabei hat offensichtlich die HCMV-Infektion der Zellen einen

erheblichen Einfluss auf die Reduktion der Zellzahl.

HCMV -

Ohne Pl

Bortezomib

MG132

Abb. 12: Einfluss von HCMV und der Pl auf die Reduktion der
Zellzahl von Caco-2-Zellen. Subkonfluente infizierte bzw. nicht-
infizierte Caco-2-Zellen auf Deckgldsern wurden 7 Tage mit Borte-
zomib (0,8 nM), MG132 (45nM) oder nur mit Kulturmedium (ohne
PI) inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellkerne durch DAPI ange-
farbt und mittels Immunfluoreszenzmikroskop bei 10 x VergréfRerung
begutachtet. Der Gré3enbalken entspricht einer GroRe von 200 pm.
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4.4.2 Analyse der Proteinexpression mittels Inmunoblot

Subkonfluente Caco-2-Zellen in 6-Well-Zellkulturplatten wurden mit AD169 mit einer
MOI = 10 infiziert und 7 Tage mit Bortezomib (0,25 nM), MG132 (20 nM) bzw. nur mit
Kulturmedium (w/o) inkubiert. Als weitere Kontrolle dienten nicht-infizierte Zellen (mock).
Sieben Tage nach der Infektion wurden die Zellen mittels Ultraschallbehandlung aufge-
schlossen und die Proteine mittels SDS-PAGE in einem 10%igen Polyacrylamidgel aufge-
trennt (siehe Abschnitt 3.2.2.2). Danach erfolgte der Transfer der aufgetrennten Proteine auf
eine Nitrozellulosemembran und eine Antikorperfarbung gegen die immediate early (mAb 63-
27 gegen IEL1 (72 kDa)), early (mAbpUL44 gegen pUL44 (52 kDa)) bzw. late (mAbpp28
gegen pp28 (28 kDa)) Proteine. Als Ladungskontrolle wurde ein Antikorper gegen a-Tubulin
(55 kDa) eingesetzt (siehe Abschnitt 3.2.2.3). Die Detektion der Proteine erfolgte mittels einer
CCD-Kamera.

Die Ergebnisse zeigen zunéchst, dass identische Proteinmengen in allen Spuren vorhanden
waren (siehe Abb. 13, Spuren 1-3). Weiterhin wurde die Expression der viralen Proteine IE1
und pUL44 sowohl in der Kontrolle w/o (siehe Abb. 13, Spur 2) als auch in den mit den PI
behandelten, infizierten Zellen (siehe Abb. 13, Spur 3-4) detektiert. Durch Uberladung von a-
Tubulin in allen Spuren 1-4 ist eine genaue Quantifizierung der viralen Proteine nicht
maoglich. Im Gegensatz zur Immunfluoreszenz (siehe Abschnitt 3.4.1) konnte pp28 sowohl in
den mit Pl behandelten, infizierten Zellen als auch in der Kontrolle w/o nicht eindeutig
nachgewiesen werden. Auf der Membran waren unspezifische Bindungen des Antikdrpers zu
erkennen (siehe Abschnitt 10.4 im Anhang).
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Abb. 13: Einfluss von Bortezomib bzw. MG132 auf die HCMV-
Proteinexpression in infizierten Caco-2-Zellen im Immunoblot.
Subkonfluente Caco-2-Zellen wurden mit AD169 mit einer MOI = 10 infi-
ziert und mit Bortezomib (0,25 nM), MG132 (20 nM) bzw. mit Kultur-
medium ohne PI (w/0) inkubiert. Nicht-infizierte Zellen wurden ebenfalls mit
Kulturmedium (mock) versetzt. Nach Auftrennung der Proteine in einem
10%igen Polyacrylamidgel wurden die Proteine auf eine Nitrozellulose-
membran transferiert und im Immunoblot mit Antikérpern gegen IE1, pUL44
und pp28 detektiert. Die Ladungskontrolle erfolgte durch die Farbung gegen
das zellulére Protein a-Tubulin. Die Markerproteine sind auf der linken Seite,
die Proteine auf der rechten Seite dargestellt.
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5 Diskussion

Die Funktion des Ubiquitin-Proteasom-Systems (UPS) eukaryotischer Zellen besteht im
Wesentlichen in der Degradation falsch gefalteter, defekter sowie regulatorischer Proteine.
Besonders durch den Abbau regulatorischer Proteine kommt dem UPS eine bedeutende Rolle
in der Steuerung vieler grundlegender zellulérer Prozesse wie Zellzyklus, Zelldifferenzierung,
Apoptose, DNA-Reparatur und Antigenreprasentation [59, 60, 61, 82] sowohl in normalen als
auch in Tumorzellen zu.

In Tumorzellen ist das UPS aufgrund ihrer erhohten Zellproliferation und des damit ebenfalls
erhdhten Stoffwechsels bermé&Rig aktiv [82]. Es wird angenommen, dass dies ein Grund dar-
stellt, warum Tumorzellen empfindlicher auf die Proteasominhibition als normale Zellen [82].
Des Weiteren nutzen auch Viren das UPS, um die verschiedenen Stadien ihrer lytischen
Infektion zu ermdglichen [118, 119, 120]. Viren stellen keine eigenstandigen Lebewesen dar
und sind im Zusammenhang mit ihrer Replikation auf den Stoffwechsel einer Wirtszelle
angewiesen [84]. Sie haben daher eine Vielzahl verschiedenster Strategien entwickelt, um
zellulére Prozesse zugunsten ihrer eigenen Vermehrung zu beeinflussen [85, 89]. Zu ihnen
zahlt auch das humane Cytomegalievirus (HCMV), das schwerwiegende Erkrankungen in
immunsupprimierten Patienten hervorrufen kann [2]. Eine HCMV-Infektion gehort zur
haufigsten kongenitalen Virusinfektion und kann zur Schadigung des Fotus fihren [13, 14].
Bereits in friheren Studien wurde die Wichtigkeit des UPS fiir die HCMV-Replikation in
HELF durch die Verwendung von PI bestatigt [92, 93]. In der vorliegenden Arbeit sollte
untersucht werden, ob sich Caco-2-Zellen grundsatzlich mit HCMV infizieren lassen und
welche grundlegende Rolle das UPS durch Zugabe von Pl (Bortezomib, MG132) fir die
HCMV-Replikation in Colonkarzinom-Zellen (Caco-2-Zellen) hat.

5.1 Einfluss der Proteasominhibitoren auf die HCMV-Replikation

Um den Einfluss des UPS auf die HCMV-Replikation in infizierten Caco-2-Zellen zu
untersuchen, wurden diese mit steigenden Pl-Konzentrationen (Bortezomib, MG132) versetzt
und der Selektionsindex (SI) fur jeden Inhibitor ermittelt (siehe Abschnitt 4.1). SI
kennzeichnet den zytotoxischen Effekt der Pl auf die Caco-2-Zellen. Er ergibt sich aus dem
Verhéltnis der 50%igen zytotoxischen Konzentration (CCsp) zur 50%igen effektiven
Konzentration (ECs) [116].

Im Allgemeinen wurde die HCMV-Replikation mit steigender Pl-Konzentration verringert,

was durch die Reduktion der Plagueanzahl verdeutlicht wurde (siehe Abb. 8). Durch Einsatz
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von Pl konnte daher ein antiviraler Effekt erreicht werden. Bortezomib mit einer ECsp von
0,25 nM + 0,01 nM st ca. 80 mal effektiver als MG132 mit einer ECs, von 20,13 nM % 0,18
nM, um die Plaquezahl der HCMV-infizierten Caco-2-Zellen um 50 % zu vermindern (siehe
Tabelle 10). Diese Werte weisen darauf hin, dass der Effekt der Pl auf die Caco-2-Zellen
ebenfalls die HCMV-Infektion beeinflusst, was sich in einer Verringerung der Produktion
infektioser Virionen duRert. Zum einen koénnte dies durch die Hemmung des UPS ausgeltst
werden, welche sich negativ auf die HCMV Replikation in der Zelle auswirkt. Andererseits
konnte es sich auch um einen Nebeneffekt handeln, der durch zytotoxische Effekte der Pl
hervorgerufen wird. Denn die ermittelten SI-Werte ergeben sowohl fur Bortezomib als auch
fur MG132 in den HCMV-infizierten Caco-2-Zellen im Gegensatz zu anderen Zelllinien
relativ niedrige Werte. Die CCsy von Bortezomib (0,83 nM + 0,15 nM) liegt doppelt und die
von MG132 (45,74 nM % 10,65 nM) dreifach hoher als die jeweiligen ECso-Werte (siehe
Tabelle 10). Im Vergleich zu mit HCMV-infizierten embryonalen Lungenfibroblasten
(HELF) betragt der SI-Wert fir MG132 einen dreimal hoheren Wert als der in infizierten
Caco-2-Zellen [92]. Aus diesem Grund sollte auch die Reduktion der HCMV-Replikation

durch zytotoxische Effekte in Betracht gezogen werden.

5.2 Einfluss der Proteasominhibitoren auf die Virionenfreisetzung

Durch Untersuchung der Uberstande infizierter Caco-2-Zellen zu verschiedenen Zeiten
mittels Plaquereduktionsassays (siehe Abschnitt 4.2) konnte die Permissivitat dieser Zellen
fur HCMV charakterisiert werden, d.h. ob eine Bildung infektioser HCMV-Partikel
stattfinden konnte.

Es wurden weder Plaques noch infizierte Einzelzellen in den mit Pl behandelten bzw.
unbehandelten Uberstande gesichtet. Eine Ausnahme stellen die Zeiten 96 h und 120 h dar, in
denen vereinzelt Plaques bei w/o gebildet wurden (siehe Abb. 9). Da bereits aus der Literatur
sowie aus Vorversuchen hervorgegangen ist, dass sich die Caco-2-Zellen schwer und nur mit
einer hohen MOI (MOI > 1) infizieren lassen [121], konnte es daran liegen, dass nicht genug
Virionen ins Kulturmedium freigesetzt wurden und damit die MOI zu niedrig war, um die
Caco-2-Zellen in den 12-Well-Zellkulturplatten zu infizieren. Eventuell sollte eine noch
héhere Anfangs-MOI als 30 angewendet werden, damit mehr Virionen in das Kulturmedium
freigesetzt werden. Ein weiterer Grund der nicht erfolgten Virionenfreisetzung konnte sein,
dass es zu keiner vollstandigen Ausbildung infektioser Viruspartikel in den Caco-2-Zellen

kam und sie gegebenenfalls ab einem gewissen Schritt innerhalb des lytischen HCMV-
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Infektionszyklus abbrach. In diesem Fall wéren die Caco-2-Zellen nicht permissiv fir eine
Infektion durch HCMV.

Zur Verbesserung der Infektion wurde in Vorversuchen bereits die VVorbehandlung der Zellen
mit der kurzkettigen Fettsaure Natriumbutyrat (NaB, 0,5-2 mM) getestet. Laut Radsak et al.
1989 [122] wurde durch die Behandlung mit 1-2 mM NaB die Permissivitat fur HCMV in
Endothelzellen verbessert. Leider erwies sich diese Vorbehandlung der subkonfluenten Caco-
2-Zellen als sehr zytotoxisch und wurde aus diesem Grund in den Experimenten nicht
verwendet. Eventuell kénnten geringere NaB-Konzentrationen als die getesteten verwendet
werden, um die genannte Zytotoxizitat zu umgehen, wobei dann auch getestet werden mdisste,
ob diese Konzentration dann noch ausreichend ist, um die Permissivitat der Zellen zu ver-
bessern.

Weiterhin ware die Untersuchung der HCMV-Infektion durch Anwendung eines klinischen
Isolats interessant. Der Wirtstropismus des Laborstammes AD169 wurde durch die mehr-
malige Passagierung auf humane Fibroblastenzellen (HF) drastisch limitiert [123, 124].
Eventuell ist AD169 nicht mehr in der Lage, die Caco-2-Zellen effektiv zu infizieren, was
sich durch die Notwendigkeit einer hohen MOI fur die Infektion andeuten lasst. Die Bildung
infektioser HCMV-Partikel sowie der Einfluss der Pl auf die Virionenfreisetzung konnte
mittels dieser Methode und den genannten Bedingungen (siehe Abschnitt 4.2) nicht

charakterisiert werden.

5.3 Einfluss der Proteasominhibitoren auf die Verbreitung von HCMV
liber Zell-Zell-Kontakte

Laut Literatur [12, 117] (siehe Abschnitt 4.3) erfolgt die Ausbreitung von HCMV in Epithel-
und Endothelzellen vorwiegend tber Zell-Zell-Kontakte. Sowohl aus diesem Grund als auch
im Hinblick auf die nicht vorhandene oder ungentigende Virionenfreisetzung in das
Kulturmedium in Abschnitt 4.2 bzw. 5.2 wurde in diesem Experiment die Infektion der Caco-
2-Zellen mit einem zellassoziiertem HCMV durchgefihrt (siehe Abschnitt 4.3). Mit diesem
Experiment konnte die Virusverbreitung Uber Zell-Zell-Kontakte bestétigt werden. Die
Verwendung von zellassoziiertem HCMYV ist somit eine gute Alternative, um die Infektion
der Caco-2-Zellen zu verbessern und um die antivirale Wirksamkeit der Pl in den HCMV-
infizierten Caco-2-Zellen zu untersuchen.

Als Ergebnis konnte eine Plaquereduktion um ca. 50 % der mit den Pl Bortezomib bzw.

MG132 behandelten, infizierten Zellen nach bereits 24 h p.i. im Vergleich zur w/o-Kontrolle
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nachgewiesen werden (siehe Abb. 10). Die nachgewiesene Virusverbreitung bereits 24 h nach
Infektion mit dem Uberstand-Zell-Gemisch deutet darauf hin, dass schon sehr friihe HCMV-
Proteine (in diesem Fall IE1) durch Zell-Zell-Kontakte tbertragen wurden [12]. Eventuell
konnten die Proteine auch noch Virionen der Ursprungsinfektion stammen, die durch das
Waschen mit PBS nach der Infektion nicht von den Zellen abgel6st wurden. Ein
Replikationszyklus des HCMV dauert ca. 72 h [6].

MG132 erwies sich als stabilerer Pl gegenuber Bortezomib, da nach 72 h die Plaquezahl bei
den mit Bortezomib behandelten Zellen anstieg und nach 96 h p.i. identisch mit der ohne PI
behandelten Kontrolle (w/o) war. Bei der zytostatischen Behandlung von Patienten mit
Multiplem Myelom wird Bortezomib alle 72 h in den ersten beiden Wochen des Behand-
lungszyklus verabreicht [125]. Mdglicherweise lasst die Wirksamkeit von Bortezomib nach
72 h p.i. auch in vitro nach. Diese Vermutung kdnnte durch zusatzliche Zugabe des Inhibitors
nach 72 h p.i. in vitro oder durch eine Bestimmung der Proteasomaktivitat in den Caco-2-
Zellen aufgeklart werden. Allerdings spielen in vivo die Metabolisierung des Therapeutikums
sowie dessen Ausscheidung aus dem Korper eine weitere Rolle. Dieser Effekt der Instabilitat
im Verlauf der Infektion ist bei der Ermittlung der ECso nicht aufgetreten. Es konnte daran
liegen, dass dort mit einer wesentlich niedrigeren MOI (MOI = 10) im Vergleich zu diesem
Experiment (MOI = 30) gearbeitet wurde und die unterschiedliche Viruskonzentration eine
Rolle spielt.

Nach 96 h p.i. und auch im weiteren Verlauf wird die Anzahl der Plaques der mit MG132
behandelten, infizierten Zellen auf ein Viertel der w/o-Kontrolle reduziert.

Auffallend ist auRerdem, dass sowohl bei unbehandelten als auch bei P1 behandelten infi-
zierten Zellen die PFU/ml Werte von 24 h p.i. zu 72 h p.i. deutlich sinken. Eventuell reichte
das einmalige Waschen der Zellen mit PBS nach der Infektion nicht aus, um die restlichen

zellassoziierten Virionen aus der Ursprungsinfektion zu entfernen.

5.4 Einfluss der Proteasominhibitoren auf die virale Proteinexpression

Mittels Immunfluoreszenz erfolgte die Untersuchung der Expression viraler Proteine. Bei
einer Infektion mit einer MOI = 10 konnte nach 7 d p.i. die Expression aller untersuchten
immediate early (IE1), early (UL44) und late (pp28) Proteine in den sowohl mit PI be-
handelten als auch unbehandelten Caco-2-Zellen nachgewiesen werden (siehe Abb. 11).
Bortezomib sowie MG132 fiihren somit nicht zur Inhibition der Expression der untersuchten

viralen Proteine in den mit HCMV-infizierten Caco-2-Zellen. Die Kontrolle der nicht-
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infizierten Zellen (mock) zeigt, wie erwartet, keine Expression der viralen Proteine. Die
bereits im Abschnitt 4.3 gezeigte Permissivitat konnte demnach in der Immunfluoreszenz von
der Bildung des immediate early Proteins IE1 bis zum late Protein pp28 bestatigt werden. Der
Einfluss der Pl auf die HCMV-Infektion konnte in der Immunfluoreszenz aufgrund der sehr
unregelmaRig verteilten Infektion innerhalb des Zellrasens nicht ermittelt werden. Bei einer
gleichmaRigen Infektion des Zellrasens hétte eine Quantifizierung der HCMV-Proteine expri-
mierenden Zellen mit und ohne Inhibitorbehandlung Aufschluss tber dessen Einfluss auf die
HCMV-Infektion gegeben.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass neben dem zytotoxischen Effekt der PI offensichtlich
auch die HCMV-Infektion in den Caco-2-Zellen zur Hemmung der Zellproliferation sowie
zur Reduktion der Zellzahl beitragt (siehe Abb. 12). Zu den jeweiligen CCs-Konzentrationen
zeigten die mit AD169 (MOI = 10) infizierten Caco-2-Zellen eine starkere Reduktion der
Zellzahl als die nicht-infizierten Caco-2-Zellen (siehe Abb. 12). In HELF Fi301 wurde bereits
dargelegt, dass HCMV in der Lage ist, den Zellzyklus der Wirtszelle in der spaten G;-Phase
beim Ubergang zur S-Phase zu arretieren [126, 127, 128]. Damit wird die Zellproliferation
dieser Zellen inhibiert.

Zuséatzlich zum Nachweis der viralen Proteinexpression in HCMV-infizierten Caco-2-Zellen
durch Immunfluoreszenz sollten diese ebenfalls durch Immunoblot detektiert werden. Dies er-
folgte unter den gleichen Bedingungen wie der Nachweis durch Immunfluoreszenz (MOI =
10, 7 d p.i.). Sowohl in der Kontrolle w/o als auch in den mit den PI behandelten, infizierten
Zellen konnte die Expression der viralen Proteine IE1 und pUL44 nachgewiesen werden
(siehe Abb. 13). Bei den mit Bortezomib behandelten, infizierten Zellen wurde die Expression
der letzten beiden genannten Proteine im Vergleich zur w/o Kontrolle anscheinend verstarkt.
Allerdings kann mithilfe des Immunoblots keine genaue Quantifizierung der einzelnen
Proteinkonzentrationen vorgenommen werden. Zum einen ist diese Methode nicht sensitiv
genug. Zum anderen kann die genaue Proteinmenge aller Proben aufgrund der hier sehr
starken a-Tubulin-Banden nicht ermittelt werden. Vergleiche mit unterschiedlichen MOIs
sind zusatzlich notwendig, um den Einfluss der Pl auf die virale Proteinexpression zu
quantifizieren. Eine aussagekraftige Methode der Quantifizierung wére eine quantitative real-
time PCR [129], deren Etablierung im zeitlichen Rahmen dieser Arbeit allerdings nicht
moglich war.

Das late Protein pp28 konnte nicht eindeutig detektiert werden. Mdglicherweise kénnte eine
sehr geringe Konzentration an pp28 in den scheinbar auf der richtigen Hoéhe laufenden

Proteinbanden des Immunoblots enthalten sein, da dieses Protein ebenfalls in der Immun-
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fluoreszenz nachgewiesen wurde. Um eine bessere Auftrennung der Proteine der GréRRen 10
bis 34 kDa zu gewéhrleisten, konnte eine hohere Acrylamidmenge im Sammelgel zu einer
besseren Auftrennung und eindeutigeren Detektion flhren.

Da der Immunoblot weniger sensitiv als die Immunfluoreszenz ist, kdnnte es sein dass das in
der Immunfuoreszenz detektierte pp28 ebenfalls in den fur den Immunoblot verwendeten
Proben vorhanden war, aber unterhalb der Nachweisgrenze lag. Das virale Protein pp28 wird
fir die finale Membranumhtllung des HCMV-Virions ben6tigt und ist daher notwendig fur
die Bildung von neuen infektiosen Virionen [21, 43]. Das Protein pp28 ist darlber hinaus
ebenfalls fir die Freisetzung der Viruspartikel aus der Wirtszelle verantwortlich [19, 21].
Aufgrund dessen, dass pp28 nicht oder anscheinend in sehr geringen Mengen in den sowohl
mit Pl behandelten als auch unbehandelten Zellen nachweisbar ist, kdnnte begriinden, warum
die Erstellung der Wachstumskurve in Abschnitt 4.2 nicht funktionierte. Silva et al. 2005
[130] bewiesen experimentell, dass trotz Abwesenheit des Proteins pp28 HCMV (Uber Zell-
Zell-Kontakte in HFF-Zellen weitergegeben wurde. Auch dies kénnte fir die Caco-2-Zellen
zutreffen (siehe Abschnitt 4.3).

Die dargestellte Diskussion der Ergebnisse verdeutlicht, dass zwar eine lytische Infektion von
HMCYV in den Caco-2-Zellen nachgewiesen werden konnte, aber wahrscheinlich nur sehr
wenige Virionen in den extrazelluldren Raum freigesetzt wurden.

Durch Einsatz eines zellassoziierten Virus konnte nicht nur die Infektion der Caco-2-Zellen
verbessert, sondern auch die Wirkung der Pl in Bezug auf die Verbreitung von HCMV (ber
Zell-Zell-Kontakte untersucht werden.

Bei der ECsp-Bestimmung erwies sich Bortezomib im Vergleich zu MG132 als effektiverer
PI, dennoch wurde ein Abbau der Wirkung nach 72 h bei der Untersuchung der Verbreitung
von HCMV uber Zell-Zell-Kontakte festgestellt.

Des Weiteren spielen neben den antiviralen Effekten der Pl auch zytotoxische Effekte eine

entscheidende Rolle, um die Plaguezahl in HCMV-infizierten Caco-2-Zellen zu reduzieren.
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6 Zusammenfassung

Das humane Cytomegalievirus (HCMV) ist ein ubiquitires Pathogen. Wie alle Viren hat
HCMV eine Vielzahl verschiedenster Strategien entwickelt, um zellulére Prozesse zugunsten
ihrer eigenen Vermehrung zu beeinflussen. In vorherigen Studien wurde bereits die Not-
wendigkeit des Ubiquitin-Proteasom-Systems (UPS) fur die HCMV-Replikation in HELF
bestatigt. Tumorzellen zeigen dabei eine besonders empfindliche Reaktion auf eine
Proteasominhibition, da das UPS in Tumorzellen aufgrund ihrer erhdhten Zellproliferation
und damit aufgrund ihres erhohten Stoffwechsels berméaRig aktiv ist.

Die vorliegende Arbeit untersucht, welche grundlegende Rolle das UPS durch die
Verwendung von Proteasominhibitoren (PI) (Bortezomib, MG132) fiir die HCMV-Infektion
in Colonkarzinom-Zellen (eine Epithelzelllinie) spielt und ob sich diese Zellen grundsatzlich
mit HCMV infizieren lassen.

Mittels Bestimmung der effective concentration 50 % (ECsg) konnte eine antivirale Aktivitat
der PI ermittelt und dargelegt werden, dass das UPS essentiell fur die HCMV-Infektion in
Caco-2-Zellen ist. Bortezomib erwies sich als effektiverer Pl als MG132. Allerdings zeigten
die Pl neben dem antiviralen auch einen starken zytotoxischen Effekt. Dies zeichnete sich
durch relativ niedrigere Werte fir den jeweiligen Selektionsindex (SI) im Vergleich zu
anderen Zelllinien aus. Bei der Untersuchung des Einflusses der Pl auf die Freisetzung
infektioser HCMV-Partikel durch Verwendung von Pl behandelten Uberstinden konnten zu
den jeweiligen Zeiten weder Plagues noch infizierte Einzelzellen detektiert werden.

Durch Verwendung eines zellassoziierten Virus konnte bewiesen werden, dass die
Ausbreitung von HCMV in diesen Epithelzellen Gber Zell-Zell-Kontakte erfolgt. Mit diesen
Wachstumskurven konnte gezeigt werden, dass die Pl eine inhibitorische Wirkung auf die
Freisetzung von Virionen haben. MG132 zeichnete sich durch eine héhere Stabilitat in Zell-
kultur als Bortezomib aus, da nach 72 h p.i. die Wirksamkeit von Bortezomib abgebaut
wurde.

In der Immunfluoreszenz bzw. im Immunoblot konnten in der Kontrolle w/o sowie als auch in
den mit den PI behandelten, infizierten Zellen gezeigt werden, dass die Pl keinen Effekt auf
die virale Proteinexpression haben.

Mittels Immunfluoreszenz wurde weiterhin die starke Zytotoxizitat der P1 veranschaulicht.
Dabei tragt anscheinend auch die HCMV-Infektion in den Caco-2-Zellen zur Hemmung der

Zellproliferation sowie zur Reduktion der Zellzahl bei.
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Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass (i) die HCMV-Infektion der
Colonkarzinom-Zelllinie zu einer lytischen Infektion fuhrt und (ii) die Pl in Bezug auf die
Verbreitung von HCMV (Uber Zell-Zell-Kontakte eine antivirale Wirkung haben. Die ersten
Ergebnisse konnen erste Aufschliisse ber die Wechselwirkung von HCMV und dem
Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) in Karzinomzellen geben sowie richtungsweisend fir
eine zukinftige Erweiterung des Spektrums von Bortezomib als Therapeutikum von Tumoren

sein.
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Anhang

10 Anhang

10.1 Bestimmung der ECso (Abschnitt 4.1)

10.1.1 ECso von Bortezomib in HCMV-infizierten Caco-2-Zellen (M0OI=10)

Experiment 1:

Klznhﬁf)?:g?:ii’r:‘,\ﬁ]es 0 01 0,2 0.3 04 05 0,6 0.8 1
1 120 9% 64 46 28 0 0 0 0

2 116 60 64 43 16 0 0 0 0

3 116 92 76 51 8 0 0 0 0

MW 117 83 68 47 17 0 0 0 0

% 100 | 705 | 580 | 398 | 148 | 00 0,0 0,0 0,0
STABW 23 | 197 | 69 40 | 101 | 00 0,0 0,0 0,0

Tabelle 11: Anzahl der Plaques in HCMV-infizierten Caco-2-Zellen zu den jeweiligen Konzentrationen von
Bortezomib im 1. Experiment.

100 I I I
£ EC50 bei 50% = 0,24 nM I
@ 80 \
>
T 60 ~_
o
3 40
T X
=]
= 20
£ ™~
2 0
-
§ 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1
a

Konzentration von Bortezomib in nM

Abb. 14: Graphische Darstellung der Ergebnisse aus Tabelle 11 zur Ermittlung der ECs, von Bortezomib.

Experiment 2:

'ﬁon”kﬁ%?ttgf:if:,\ﬁ]es 0 01 0,2 0,3 0,35 0,4 0,5 0.6 0,7
1 168 156 112 68 48 16 0 0 0

2 172 136 132 48 52 12 0 0 0

3 188 148 112 56 44 8 0 0 0

MW 176 147 119 57 48 12 0 0 0

% 100 | 833 | 674 | 326 | 273 6,8 0,0 0,0 0,0
STABW 106 | 101 | 115 | 101 4,0 40 0,0 0,0 0,0

Tabelle 12: Anzahl der Plaques in HCMV-infizierten Caco-2-Zellen zu den jeweiligen Konzentrationen von
Bortezomib im 2. Experiment.
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Abb. 15: Graphische Darstellung der Ergebnisse aus Tabelle 12 zur Ermittlung der ECs, von Bortezomib.

Ergebnisse aus Experiment 1 und 2:

Konzégr[ﬁt,\'/?]” von | g 01 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
MW 1 117 83 68 47 17 0 0 0
% 100 | 7094 | 5812 | 4017 | 1453 | 000 | 000 | 0,00
MW 2 176 147 119 57 12 0 0 0
% 100 | 8352 | 6761 | 3239 | 682 | 000 | 000 | 0,00
MW der % 100,00 | 77,23 | 6287 | 3628 | 1067 | 000 | 000 | 0,00
STABW 0 890 | 671 | 550 | 545 | 000 | 000 | 0,00

Tabelle 13: Ergebnisse aus dem 1. und 2. Experiment. Die graphische Darstellung der Ergebnisse

findet sich in Abb. 8.

Bortezomib

ECs aus Exp. 1 | 0,24 nM

ECso aus Exp. 2 | 0,25 nM

MW 0,25 nM

STABW

0,01 nM

Die ermittelte ECs, von Bortezomib = 0,25 nM # 0,01 nM.
Tabelle 14: ECs,von Bortezomib in HCMV-infizierten Caco-2-Zellen sowie dessen Standardabweichung.

10.1.2 ECso von MG132 in HCMV-infizierten Caco-2-Zellen (MOI=10)

Experiment 1:

}ﬁonnrfii)ri]:g?: Ifr? |\2]e ) 0 1 5 10 20 30 40 50
1 88 92 68 60 52 24 4 0
2 84 80 68 64 48 8 4 0
3 104 100 56 48 40 28 2 0
MW 92 91 64 57 47 20 3 0
% 1000|  986| 696] 623 507| 217 3,6 0,0
STABW 10,6 10,1 6.9 8,3 6,1 10,6 1,2 0,0

Tabelle 15: Anzahl der Plaques in HCMV-infizierten Caco-2-Zellen zu den jeweiligen Konzentrationen
von MG132 im 1. Experiment.
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Abb. 16: Graphische Darstellung der Ergebnisse aus Tabelle 15 zur Ermittlung der ECs, von MG132.
Experiment 2:
Konzentration des
Inhibitors [NM] 0 1 5 10 20 30 40 50
1 256 200 172 112 92 24 4 0
2 248 192 180 160 140 12 0 0
3 220 152 184 140 128 16 8 0
MW 241 181 179 137 120 17 4 0
% 100 75,1 74,0 56,9 49,7 7,2 1,7 0,0
STABW 18,9 25,7 6,1 24,1 25,0 6,1 4,0 0,0
Tabelle 16: Anzahl der Plaques in HCMV-infizierten Caco-2-Zellen zu den jeweiligen Konzentrationen
von MG132 im 2. Experiment.
100
< I I I
2 80 EC50 bei 50% =20 nM |-
3 —
8 \
= 60
() \
© X 40
£ \\
£ 20
2
S 0
3 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Konzentration von MG132 in nM

Abb. 17: Graphische Darstellung der Ergebnisse aus Tabelle 16 zur Ermittlung der ECs, von MG132.

Ergebnisse aus Experiment 1 und 2:

Koﬁ‘/fg‘lggt['r?&‘]’on 0 1 5 10 20 30 40 50
MW 1 92 o1 64 57 47 20 3 0
% 100 | 9891 | 6957 | 61,96 | 51,09 | 21,74 | 326 | 0,00
MW 2 221 | 181 | 179 | 137 | 120 17 4 0
% 100 | 7510 | 7427 | 5685 | 4979 | 705 | 166 | 0,00
MW der % 100 | 87,00 | 71,92 | 5940 | 5044 | 1440 | 246 | 0,00
STABW 000 | 1684 | 333 | 361 | 092 | 1038 | 113 | 0,00

Tabelle 17: Ergebnisse aus dem 1. und 2. Experiment. Die graphische Darstellung der Ergebnisse findet

sich in Abb. 8.
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MG132
ECsoaus Exp. 1 | 20,25 nM
ECs aus Exp. 2 | 20,00 nM
MW 20,13nM [ Die ermittelte ECs, von Bortezomib = 0,25 nM + 0,01 nM.
STABW 0,18 nM
Tabelle 18: ECsovon MG132 in HCMV-infizierten Caco-2-Zellen sowie dessen Standardabweichung.

10.2 Yieldreduktionsassay

10.2.1 Yieldreduktionsassay mit Uberstand (Abschnitt 4.2)

0 24 48 72 96 120 144 168 192
0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0
mock
MW 0 0 0 0 0 0 0 0 0
STABW 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Potenz 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 0 0 0 0 2 1 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 1 0 0 0 0
w/o
MW 0 0 0 0 1 0,3 0 0 0
STABW 0 0 0 0 1 0,58 0 0 0
Potenz 1 1 1 1 2 1,33 1 1 1
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
. 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Bortezomib
MW 0 0 0 0 0 0 0 0 0
STABW 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Potenz 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MG132
MW 0 0 0 0 0 0 0 0 0
STABW 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Potenz 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Tabelle 19: Wachstumskurve des Laborstammes AD169 in subkonfluent gewachsenen Caco-2-Zellen
nach Inkubation mit den verwendeten Pl (Bortezomib, MG132) mittels Yieldreduktionsassay. Die
graphische Darstellung der Ergebnisse findet sich in Abb. 9.
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10.2.2 Yieldreduktionsassay mit zellassoziiertem Virus (Abschnitt 4.3)

0 24 48 72 96 120 144 168 192
0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0
mock 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MW 0 0 0 0 0 0 0 0 0
STABW 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Potenz 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 0 71 32 15 9 16 18 30 18
2 0 79 33 16 14 14 16 21 15
3 0 72 33 12 14 11 13 25 16
wio MW | 0 | 74 | 33 | 14 | 12 | 14 | 16 | 25 | 16
STABW | 0,00 | 436 | 058 | 208 | 289 | 252 | 2,52 | 451 | 1,53
Potenz 1 74 33 14 12 14 16 25 16
1 0 29 17 7 14 17 13 28 26
2 0 49 19 5 11 16 16 27 20
Bortezomib 3 0 24 21 4 10 14 18 35 29
MW 0 34 19 5 12 16 16 30 25
STABW | 0,00 | 13,23 | 2,00 | 153 | 208 | 153 | 2,52 | 4,36 | 4,58
Potenz 1 34 19 5 12 16 16 30 25
1 0 28 8 4 5 4 4 5 5
2 0 35 20 5 2 3 6 4 3
MG132 3 0 29 9 3 2 5 4 6 4
MW 0 31 12 4 3 4 5 5 4
STABW | 0,00 | 3,79 | 6,66 | 1,00 | 1,73 | 1,00 | 1,15 | 1,00 | 1,00
Potenz 1 31 12 4 3 4 5 5 4
Tabelle 20: Einfluss von Pl auf die HCMV-Verbreitung udber Zell-Zell-Kontakte in Caco

2-Zellen mittels Yieldreduktionsassay. Die graphische Darstellung der Ergebnisse findet sich in Abb. 10.
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10.3 Fotos der Immunfluoreszenz (VergroéfSerung: 40x)

Subkonfluente Caco-2-Zellen mit AD169 (MOI = 10) infiziert.
Immunfluoreszenzanalyse 7 d p.i.
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Abbildung 18: Einfluss von Bortezomib bzw. MG132 auf die HCMV-
Proteinexpression in Bezug auf IE1 in infizierten Caco-2-Zellen in der
Immunfluoreszenz.
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DAPI pUL44 merged
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Abbildung 19: Abbildung 28: Einfluss von Bortezomib bzw. MG132 auf
die HCMV-Proteinexpression in Bezug auf UL44 in infizierten Caco-2-
Zellen in der Immunfluoreszenz.
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Abbildung 20: Abbildung 38: Einfluss von Bortezomib bzw. MG132 auf
die HCMV-Proteinexpression in Bezug auf pp28 in infizierten Caco-2-
Zellen in der Immunfluoreszenz.
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10.4 Membranen des Immunoblots

Subkonfluente Caco-2-Zellen mit AD169 (MOI = 10) infiziert. Immunoblot 7 d p.i.
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Abbildung 21: Einfluss von Bortezomib bzw.
MG132 auf die HCMV-Proteinexpression in Bezug
auf IE1 in infizierten Caco-2-Zellen im
Immunoblot.
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Abbildung 23: Einfluss von Bortezomib bzw. MG132 auf
die HCMV-Proteinexpression in Bezug auf a-Tubulin in
infizierten Caco-2-Zellen im Immunoblot.

Abbildung 22: Einfluss von Bortezomib bzw.
MG132 auf die HCMV-Proteinexpression in Bezug
auf UL44 in infizierten Caco-2-Zellen im

Immunoblot.
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Abbildung 24: Einfluss von Bortezomib bzw.
MG132 auf die HCMV-Proteinexpression in

Bezug auf pp28 in infizierten Caco-2-Zellen im
Immunoblot.
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