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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Varicella-Zoster-Virus

1.1.1 Morphologie

Das Varicella-Zoster-Virus (VZV) ist eines der acht humanpathogenen Herpesviren und wird
in der Unterfamilie der Alphaherpesviren der Gattung Varicellovirus zugeordnet (Davison et
al., 2009). Herpesviren sind umhillite DNA-Viren. Das lineare, doppelstrangige DNA-Molekdil
ist von einem ikosaedrischen Kapsid umgeben, das aus 162 Kapsomeren gebildet wird (Fur-
long et al., 1972; Knipe & Howley, 2013). Die Membranhille besteht aus einer Doppellipid-
membran und tragt die Oberflachen-Glykoproteine. Zwischen Hulle und Kapsid liegt eine als
Tegument bezeichnete Schicht aus verschiedenen fir die Wirtszellregulation und Replikation
wichtigen Proteine. Das Virion hat im Durchmesser etwa 150-200 nm (Almeida et al., 1962)
(Abb. 1).

Virushlle

Glykoprotein

Kapsid

Doppelstrang-DNA
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Abb. 1: Schematischer Aufbau des VZV-Partikels. Die lineare, doppelstrangige DNA ist von einem ikosaedri-
schen Kapsid umgeben. Im Tegument sind verschiedene Proteine enthalten, die fiir die Replikation bendtigt
werden. Das Tegument wird von einer Doppellipidmembran umgeben, die auch die viralen Glykoproteine enthalt.

1.1.2 Genomstruktur

VZV enthalt ein lineares doppelstrangiges DNA-Molekul von ca. 124.000 Basenpaaren
(Davison & Scott, 1986). Das Genom kann in funktionelle Bereiche unterteilt werden. Der
groéte Abschnitt enthalt etwa 105.000 Basenpaare, wird unique long region genannt und von
repetitiven Sequenzen flankiert. Am 5‘-Ende der unique long region befindet sich der terminal
repeat long und am 3'-Ende der internal repeat long. Die unique short region besteht aus etwa
5.300 Basenpaaren und liegt zwischen den repetitiven Sequenzen internal repeat short und
terminal repeat short. Jeweils die letzte Base am Ende des Genoms ist ungepaart, so dass

nach Eintritt in den Zellkern hiertber die Zirkularisierung des Genoms maglich ist. In zirkularer
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Form ist das Genom vor dem Abbau im Zellkern geschutzt (Davison & Scott, 1986; Straus et
al., 1982).
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Abb. 2: Schematische Darstellung des VZV-Genoms. Das Genom wird in funktionelle Bereiche eingeteilt: Zwi-
schen terminal repeat long (TRL) und internal repeat long (IRL) befindet sich die unique long region (UL). Die unique
short region (US) wird von den repetitiven Sequenzen internal repeat short (IRS) und terminal repeat short (TRS)
umschlossen. Offene Leserahmen sind als Pfeile dargestellt. Flir die Virusreplikation in humanen permissiven
Zellen essenzielle Leserahmen sind rot markiert, in Zellkultur nicht-essenzielle Leserahmen sind griin dargestellt
und nummeriert. Fir die Arbeit relevante Leserahmen sind farblich hervorgehoben (modifiziert nach Zhang et al.,
2010).

In Deletionsversuchen konnte gezeigt werden, dass insgesamt 15 der 72 offenen Leserahmen
(ORFs) von VZV in Zellkulturexperimenten fir die Replikation nicht essenziell sind (Zhang et
al., 2010) (Abb. 2). Durch Deletion dieser nicht-essenziellen ORFs koénnte die Kapazitat des
VZV-Genoms fir Fremdsequenzen erhdht werden und dennoch effektiv replikationsfahiges
Virus erzeugt werden. Damit eignet sich VZV als Vektor zur Erstellung eines rekombinanten,

polyvalenten Impfvirus.

1.1.3 Varizellen als Primarinfektion

Das VZV verursacht nach dem Erstkontakt die Windpocken (Varizellen) und nach der
Reaktivierung latent persistierender Virus-Genome den Herpes Zoster (Gurtelrose) (Gilden et
al., 1983; Hope-Simpson, 1965). Die Ansteckung bei Primarinfektion erfolgt Gber hochkon-
tagidse, virushaltige Trépfchen, die beim Husten und Atmen ausgeschieden werden. Alternativ
ist auch eine Ansteckung durch direkten Kontakt mit dem Sekret virushaltiger Blaschen

madglich. Nach aktueller Vorstellung erfolgt hieraufhin zunachst eine Replikation in den Epi-
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thelien des oberen Respirationstraktes und in den Rachenmandeln. Dort werden T-Zellen in-
fiziert und es kommt etwa 4-6 d nach der Infektion zu einer ersten viramischen Phase. Eine
weitere Replikation erfolgt nun in der Leber und Milz. Mit einer zweiten Viramie etwa 14 d nach
der Infektion gelangt das Virus in Haut und Schleimhaute, wo es zum charakteristischen
Exanthem fuhrt (Ku et al., 2004). Die Viramie kann mit einer unspezifischen Symptomatik mit
Unwohlsein, Kopf- und Gliederschmerze einhergehen. AnschlieRend entwickeln die Patienten
Fieber und den charakteristischen Hautausschlag. Die Effloreszenzen beginnen mit Papeln
und entwickeln sich rasch zu Blaschen mit Krusten (Freer & Pistello, 2018; Gershon et al.,
2015). Da die Hautveranderungen in unterschiedlichen Phasen gleichzeitig vorliegen, wird der

Hautbefund als ,Sternenhimmel“ bezeichnet.

In den meisten Fallen heilen die Lasionen ohne Narbenbildung ab. Durch mechanische Ma-
nipulation und bakterielle Superinfektionen kdnnen allerdings lokale Komplikationen auftreten.
Als weitere Komplikationen kénnen die VZV-Pneumonie (etwa 20 % der Erwachsenen) und
seltene Manifestationen des zentralen Nervensystems (0,1 % der Erkrankten) mit meningealer
Reizung oder aseptischer Meningoenzephalitis auftreten (Grahn & Studahl, 2015; Weber &
Pellecchia, 1965). Nach Primarinfektion einer Schwangeren im ersten und zweiten Trimenon
kann es zum fetalen Varizellensyndrom kommen, das beim Neugeborenen zu charakteristi-
schen Hautveranderungen, neurologischen Fehlbildungen, Augenschaden und Skelettanoma-

lien fihren kann (Sauerbrei, 2014).

Die Diagnose der Windpocken wird klinisch gestellt, kann aber auch durch direkten Nachweis
der Virus-DNA oder durch serologischen Nachweis VZV-spezifischer Antikdrper in unklaren
Fallen gestitzt werden. In den meisten Fallen ist der Krankheitsverlauf unkompliziert und
selbstlimitierend, so dass keine spezifische Therapie nétig ist. Bei komplizierten Verlaufen und
Risikopatienten kann eine antivirale Therapie z.B. mit Aciclovir durchgefiihrt werden (Kasper
et al., 2016).

Zur Pravention der Varizellen wird seit 2004 die Varizellen-Schutzimpfung mit einem atte-
nuierten Lebendimpfstoff fir alle Kinder und Jugendliche durch die Standige Impfkommission
(STIKO) empfohlen (STIKO, 2004). Die Immunisierung erfolgt entweder durch die monova-
lente Variante (z.B. Varivax® oder Varilrix®) oder als Kombinationsimpfstoff mit der Mumps-,
Masern- und Rotelnschutzimpfung (Priorix-Tetra®). In beiden Fallen findet der oligoklonale

VZV-Stamm vOKA als Impfvirus Verwendung.

1.1.4 Herpes Zoster nach Reaktivierung

Im Rahmen der Varizellen kann das Virus die Neuronen der Ganglien entweder Uber die

distalen Nervenendigungen in der Haut und dann Uber den retrograden axonalen Transport
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erreichen oder direkt Uber Infektion der Neuronen im Rahmen der Viramie (Gershon et al.,
2015). Nach Ausheilung der Primarinfektion persistieren die Viren in sensorischen Spinal- bzw.

Hirnnervenganglien (Gilden et al., 1983).

Durch Reaktivierung insbesondere bei immungeschwachten und alteren Menschen entwickelt
sich die Gurtelrose bzw. der Herpes Zoster. Hierbei breiten sich die Viren ausgehend vom
latent infizierten, sensorischen Ganglion entlang des betroffenen Nervens aus, wodurch sich
die Blaschen haufig entlang eines Dermatoms entwickeln. Durch eine akute Neuritis kann es
zu starken Schmerzen kommen. Besonders Reaktivierungen im Bereich der Hirnnerven
kénnen mit schweren Komplikationen einhergehen (Gilden et al., 2009). Beim Herpes Zoster
ophthalmicus ist der Sehnerv durch die Reaktivierung betroffen, was von Sehbeeintrachtigung
bis hin zur Erblindung fihren kann. Das Ramsay-Hunt-Syndrom tritt bei Befall der Hirnerven
VIl und VIII auf und kann neben den Symptomen einer peripheren Fazialisparese mit Lahmung
der mimischen Gesichtsmuskulatur zu Schwerhérigkeit und Schwindelsymptomen flihren
(Ortiz et al., 2008). Bei Schmerzpersistenz nach Abheilung der Reaktivierung spricht man von
einer postzosterischen Neuralgie (Cohen, 2013). Bei Patienten unter Immunsuppression kann
es nach Reaktivierung zu lebensbedrohlichen, generalisierten Verlaufen kommen (Romme-
laere et al., 2012).

Nach der Diagnose eines Herpes Zoster sollte zur Verkirzung der Krankheitsdauer und zur
Vermeidung neuralgischer Beschwerden neben einer analgetischen Therapie mdglichst friih-
zeitig eine antivirale Therapie bei allen Patienten tber dem Alter von 50 Jahren erfolgen.
Darlber hinaus wird bei immunsupprimierten Patienten, Befall des Kopf-Hals-Bereichs und
pradisponierenden Hauterkrankungen eine systemische antivirale Therapie empfohlen. Bei
jungeren Patienten ohne Hinweis auf einen komplizierten Krankheitsverlauf kann eine orale
antivirale Therapie erwogen werden. Hier sollte aber eine Immundefizienz durch eine Infektion
mit dem Humanen Immundefizienzvirus ausgeschlossen werden. Im Fall eines komplizierten
Zosters oder einer Risikokonstellation flr einen komplizierten Verlauf wird die intravendse
Therapie mit Aciclovir empfohlen. In den Ubrigen Fallen kédnnen unter Berlicksichtigung der
jeweiligen Substanz-spezifischen Nebenwirkungen Aciclovir, Valaciclovir, Famciclovir oder

Brivudin oral eingesetzt werden (Gross et al., 2020).

Zur Prophylaxe des Zosters wird seit Dezember 2018 allen Personen ab dem Alter von 60
Jahren sowie Personen ab 50 Jahren mit relevanter Vorerkrankung die Schutzimpfung mit
dem rekombinanten, adjuvantierten Herpes-Zoster-Subunit-(HZ/su) Totimpfstoff (Shingrix®)
empfohlen (STIKO, 2018). Der Impfstoff besteht aus dem rekombinant erzeugten VZV-
Glykoprotein E und wird im Abstand von zwei bis maximal sechs Monaten zweimalig intramus-
kular appliziert. Dartiber hinaus ist ein attenuierter Lebendimpfstoff (Zostavax®) auf Basis des

vOKA seit 2006 in Deutschland zugelassen. Der Impfstoff enthalt die attenuierten Impfviren

4
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der Windpocken-Impfung in deutlich hdher Dosierung, zeigte aber eine begrenzte Wirksamkeit
und Wirkdauer. Zudem ist Zostavax® als Lebendimpfstoff flir immunsupprimierte Patienten mit
hohem Risiko fiir einen komplizierten Zosterverlauf nicht anwendbar, weshalb keine Empfeh-
lung als Standardimpfung durch die STIKO erfolgte (STIKO, 2017).

VZV bietet verschiedene Vorteile bei der Anwendung als Ausgangsstamm zur Herstellung
polyvalenter Impfstoffe. Mit der Technik der bakteriellen artifiziellen Chromosomen (BAC) und
der en-passant-Mutagenese stehen effiziente Méglichkeiten zur Untersuchung und Manipula-
tion des viralen Genoms zur Verfigung. Die Genomstruktur ermdglicht zudem eine hohe
Kapazitat zur Aufnahme von Fremdsequenzen. Mit dem attenuierten VZV-Impfstamm vOKA

steht ein sicherer Ausgangstamm fir derartige Bestrebungen zur Verfligung.

1.2 Masernvirus

Das Masernvirus wird der Gattung Morbillivirus der Familie der Paramyxoviren zugeordnet.
Das Genom besteht aus etwa 16.000 Basen, die als einzelstrangige RNA in negativer Polaritat
vorliegt. Nukleoproteine binden an die RNA und bilden das Nukleokapsid, das wiederum von
einer Membran umhdillt ist. In die Virushille sind die Oberflachenantigene Hamagglutinin und

Fusionsprotein eingelagert (Knipe & Howley, 2013) (Abb. 3).

Virushulle

//'\ ~_— Fusionsprotein

AR
\\ \\ H\ S(-)RNA
N
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Abb. 3: Schematischer Aufbau des Masernvirus-Partikels. Das Virus enthélt eine lineare einzelstrangige RNA
mit negativer Polaritat (ss(-)RNA), welche durch das Nukleoprotein zum Nukleokapsid zusammengefasst wird. Das
Kapsid wird von einer Virusmembran umhidillt. In die Membran sind die Oberflachenproteine Hamagglutinin und
Fusionsprotein eingelagert.

Das Masernvirus-Genom kodiert flr sechs Proteine. Neutralisierende Antikérper werden
gegen die Oberflachenproteine und hier im Wesentlichen gegen das Hamagglutinin gebildet

(de Swart et al., 2005). Das Molekul mit 69 kDa wird Uber hydrophobe Aminosauren in der
5
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Virusmembran verankert. Das Fusionsprotein befindet sich ebenfalls in der Virusmembran und
scheint die Ausbildung einer stabilen Immunantwort zu unterstitzen. Das Protein wird zu-
nachst als Polypeptid von 60 kDa translatiert. Durch zellulare Peptidasen wird das Signalpeptid
abgespalten und das Peptid in das F2- (N-terminal) und F1-Fragment (C-Terminal) gespalten,
die anschlielend Uber eine Disulfid-Briicke verbunden sind (Plattet et al., 2016) (Abb. 4).

A B
NH 2SP FP TMCOOH

. - hAS s -

60 kDa NH2 " Hamagglutinin ,COOH

Peptidasen 69 KDa
NH 2 $S TMCOOH

= = 0

F2 F1

Abb. 4: Oberflichenantigene des Masernvirus. (A) Fusionsprotein nach Translation und nach Spaltung durch
zelluldre Peptidasen in F1, F2 und SP. SP, Signalpeptid; FP, Fusionspeptid; TM, Transmembrandomane; (B)
Hamagglutinin. hAS, hydrophobe Aminosauren als Membrananker (modifiziert nach Knipe & Howley, 2013).

Nach Kontakt mit virushaltigen Aerosolen werden alveolare Makrophagen und dendritische
Zellen in der respiratorischen Submukosa bzw. auch der Konjunktiva infiziert. Von hier aus
wird das Virus uUber die infizierten Immunzellen in nachgeschaltete Immungewebe, wie
Lymphknoten, Milz und bronchienassoziierte Gewebe transportiert. Hier erfolgt eine massive
Replikation durch Infektion CD150-positiver Immunzellen, vor allem B- und T-Lymphozyten.
AnschlielRend werden Epithelzellen und Keratinozyten infiziert und eine systemische Infektion

nahezu samtlicher Organsysteme folgt (Laksono et al., 2016).

Masern sind mit einem Kontagiositatsindex von fast 100 % hochansteckend. Nach Kontakt mit
virushaltigen Tropfchen kommt es nach etwa 14 d zum Ausbruch der Erkrankung, zunachst
mit Fieber, Konjunktivitis und dem pathognomischen Enanthem, der sogenannten Koplik-
Flecken. Erst im weiteren Verlauf bildet sich das charakteristische feinfleckige Exanthem. Die
Erkrankung verlauft in der Regel selbstlimitierend, so dass keine spezifische Therapie
Anwendung findet. Als Komplikation tritt eine voriibergehende Immunsuppression auf, durch
die es zu sekundaren Otitiden, Bronchitiden und Pneumonien kommen kann (Gremillion &
Crawford, 1981). Beobachtungsstudien nach Einfuhrung der Masernschutzimpfung zeigten
einen deutlichen Rickgang der Mortalitat durch andere Infektionen als Masern tber etwa 2-3
Jahre, was auf eine anhaltenden Masern-induzierte Immunsuppression Uber diesen Zeitraum
zurtckzufihren war (Mina et al., 2015). Weiter relevant ist die akute, postinfektidse Enzephali-
tis, die in etwa 0,1 % der Masernfalle auftritt und bei 10-20 % der Betroffenen todlich endet.
Bei weiteren 20-30 % kommt es zu bleibenden Schaden im zentralen Nervensystem (Bucha-
nan & Bonthius, 2012; Fisher et al., 2015). Nach Jahren kann es dariber hinaus zur stets

tédlich verlaufenden subakut sklerosierenden Panencephalitis kommen (Miller et al., 2004).
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Durch eine Anderung des Infektionsschutzgesetzes wurde im Marz 2020 die Masernimpfpflicht

eingefuhrt.

Ein effektiver, attenuierter Lebendimpfstoff steht zum Schutz vor einer Masernvirusinfektion
zur Verfigung. Die STIKO empfiehlt die Verwendung des Kombinationsimpfstoffes MMR, der
gleichzeitig auch gegen Rételn- und Mumpsviren immunisiert, als Standardimpfung zweimalig
bis zum 24. Lebensmonat (STIKO, 2013). Der Impfstatus muss unter anderem bei Aufnahme

in eine Kindertagesstatte oder bei der Einschulung nachgewiesen werden.

1.3 Rotelnvirus

Das kleine Rételnvirus mit ca. 50-70 nm Durchmesser gehdrt zur Familie der Matonaviren, die
mit den Togaviren nah verwandt sind. Die einzelstrangige RNA wird von einem isometrischen
Nukleokapsid umgeben. In die Lipidhille sind die Oberflachenproteine E2 und E1 eingelagert
(Abb. 5). Diese liegen als Heterodimere vor und sind wesentliche Zielstrukturen flr neutrali-
sierende Antikérper (Bowden & Westaway, 1984; Cusi et al., 1988; Knipe & Howley, 2013;
Mangala Prasad et al., 2017). Die Oberflachenproteine werden als ein Polyprotein translatiert
und anschliefiend von zellularen Peptidasen in die Proteine E2 (42 kDa) und E1 (58 kDa)
gespalten (Oker-Blom et al., 1984) (Abb.6).

Das Virus wird aerogen uber Tropfcheninfektion Ubertragen. Im lymphatischen Gewebe des
oberen Respirationstraktes erfolgt die erste Replikation des Virus. Anschliel3end verbreitet sich
das Virus systemisch Uber die regionalen Lymphknotenstationen. Der Wirtszellrezeptor fir den
Viruseintritt ist bislang noch nicht bekannt. Allerdings wird angenommen, dass ubiquitar
vorkommende Molekiile wie Phospholipide und Glykolipide beteiligt sind (Lee & Bowden,
2000). Nach einer Inkubationszeit von 14-21 d kommt es zu einer Lymphadenopathie, Grippe-
ahnlichen Symptomen sowie zum charakteristischen feinfleckigen, makulopapulésen Exan-
them (Knuf, 2019). Die wichtigste Komplikation ist die konnatale Rételn-Embryofetopathie.
Hierbei kommt es zu schweren Schaden des Fetus durch die diaplazentare Ubertragung
wahrend der Schwangerschaft. Besonders schwerwiegend ist ein Infektionszeitpunkt wahrend
der ersten zwoIf Schwangerschaftswochen. Das Vollbild wird unter der Gregg’'schen Trias
bestehend aus Defekt am Herz, Auge und Ohr zusammengefasst (Gregg, 1941; Lambert et
al., 1965). Daruber hinaus kénnen weitere Fehlbildungen sowie Spontanaborte auftreten. Zur
Bestatigung der Verdachtsdiagnose wird ein serologischer Nachweis spezifischer IgM-
Antikérper bzw. ein direkter RNA-Nachweis mit RT-PCR empfohlen. Eine virusspezifische
Therapie steht nicht zur Verfigung, weshalb die Infektionsprophylaxe mit attenuiertem
Lebendimpfstoff empfohlen wird. Die Standardimpfung erfolgt mit dem Kombinationsimpfstoff

Priorix®, der ebenfalls einen Schutz gegen Mumps- und Maserninfektionen vermittelt (STIKO,
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2019). Infolge der Masern-Impfpflicht wurde indirekt auch eine Roételnimpfpflicht eingeflhrt, da

der Lebendimpfstoff monovalent nicht zur Verfliigung steht.

Virushtlle
E1-Protein
E2-Protein
Kapsid

ss(+)RNA

Abb. 5: Morphologischer Aufbau des Rételnvirus-Partikels. Das Virus enthélt eine lineare, einzelstrangige RNA
mit positiver Polaritat (ss(+)RNA). Das isometrische Kapsid wird von einer Virusmembran umhidillt. In die Membran
sind Heterodimere der Oberflachenproteine E2 und E1 eingelagert.

NH 2 SP E2-Protein ™ SF E1-Protein ™ COOH
i - | =
42 kDa ‘ 58 kDa
Peptidasen Peptidasen

Abb. 6: Oberflaichenantigene des Roételnvirus. Zunachst erfolgt die Translation eines Polyproteins. Durch zellu-
lare Peptidasen werden die Proteine E2 und E1 abgespalten. Die Proteine lagern sich anschlieRend als Hetero-
dimer in die Virusmembran. TM, Transmembrandoméne; SP, Signalpeptid. (modifiziert nach Knipe & Howley,
2013).

1.4 BAC-Mutagenese

Eine wesentliche Voraussetzung fir die Experimente dieser Arbeit war die Mdglichkeit, defi-
nierte Klone des VZV-Genoms genetisch zu modifizieren, zu isolieren und anschlielend rep-
likationsfahiges Virus zu rekonstituieren. Dieser Methodik wurde durch die Verwendung
bakterieller artifizieller Chromosome (BAC) ermdglicht. Basierend auf dem Fertilitdtsplasmid
(F-Plasmid) von Escherichia coli (E. coli) konnte Fremd-DNA bis zu 300 kb als Einzelkopie in
E. coli stabil repliziert und effizient genetisch manipuliert werden (Shizuya et al., 1992). Dies
wurde zunachst mit humaner DNA durchgefuihrt. Spater wurden auch virale Genome mit dieser
Methodik als BACs in E. coli etabliert. Aus der Herpesvirusfamilie wurde der BAC-Vektor ers-
tmalig in das Genom des murinen Cytomegalovirus (CMV) erfolgreich eingebracht (Messerle
et al., 1997) und ermdglichte somit die gezielte Manipulation des Virusgenoms mit dem stetig

wachsenden Repertoire der molekulargenetischen Methodik.
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Auch das VZV-Genom liegt kloniert in verschiedenen BACs vor. In dieser Arbeit diente das
vOKA-BAC als Ausgangspunkt fir die Experimente. Dieses BAC enthélt die vollstandige ge-
nomische Sequenz des VZV-Impfstammes OKA. Urspriinglich basierte dieses BAC auf dem
europaischen VZV-Stamm HJO (Wussow et al., 2009). Uber konsekutive Rekombinations-
schritte wurde die HJO-Sequenz durch die des Impfstamms vOKA aus dem Impfstoff Varilrix®
ersetzt (Brunnemann et al., nicht publiziert). Im Rahmen der Rekonstitution werden die
Fremdsequenzen vollstandig aus dem Virusgenom entfernt (Wussow et al., 2009). Hierdurch
konnten in der Arbeit rekombinante Impfstamme basierend auf dem sicheren Vakzine-Stamm

vOKA erzeugt werden.

1.5 en-passant-Mutagenese

Die Mutagenese des VOKA-BACs erfolgte durch Anwendung der en-passant-Mutagenese.
Hierbei handelt es sich um eine molekulargenetische Methode, mit der Mutationen wie Dele-
tionen und Insertionen oder einzelne Punktmutationen durch aufeinanderfolgende Red-Re-
kombinasen-vermittelte homologe Rekombinationen durchgefiihrt werden kénnen, ohne dass
im Zielgenom unerwilnschte Fremdsequenzen hinterlassen wirden (Tischer et al., 2006). Ein
PCR-Produkt wird in einem ersten Rekombinationsschritt Uber flankierende, homologe
Bereiche in die gewlinschte Stelle des BACs inseriert. Die Rekombination wird tUber das Red-
Rekombinase-System vermittelt und kann durch Anderung der Kultivierungstemperatur
induziert werden. Das Produkt der erfolgreichen Insertion kann tber das Kanamycin-Resi-
stenz-Gen (KanR) selektiert werden. Die chromosomalen Bereiche zwischen den homologen
Bereichen werden bei der Insertion der Rekombinationskassette deletiert (Abb. 7). Sollen
Fremdsequenzen inseriert werden, erfolgt dies ebenfalls Uber ein vorher gezielt hergestelltes
PCR-Produkt (Abb. 8). In einem zweiten Rekombinationsschritt werden die ungewiinschten
Fremdsequenzen vollstandig entfernt. Durch Zugabe von Arabinose zu dem Kulturmedium
wird bei dem hier verwendeten E.-coli-Stamm GS1783 die Expression der Endonuklease I-
Scel induziert. Die Endonuklease fihrt zu einem einzelnen DNA-Doppelstrangbruch im Be-
reich der Rekombinationskassette. Durch interne homologe Sequenzen erfolgt dann durch die
Red-Rekombinasen vermittelt die Exzision samtlicher Fremdsequenzen. Der Erfolg der en-
passant-Mutagenese wird schrittweise mit PCR, Restriktionsfragment-Langenpolymorphis-
mus-(RFLP)-Analyse und schlieR3lich durch vollstdndige Sequenzierung der Insertions- und

Deletionsstellen einschlieBlich der flankierenden Bereiche Uberprift.
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Abb. 7: Ablauf der en-passant-Mutagenese zur Deletion viraler Leserahmen. Amplifikation der Rekombina-
tions-Kassette einschlieBlich des Kanamycin-Resistenz-Gens (KanR) und der I-Scel-Erkennungssequenz. Anteile
von 50 bp beider Primer sind homolog zu der den ORF X flankierenden Sequenz. Wahrend der ersten Rekombi-
nation wird die Rekombinationskassette in das VZV-BAC inseriert, gleichzeitig erfolgt die Deletion von ORF X. Die
Induktion der Restriktionsendonuklease fihrt zu einem DNA-Doppelstrangbruch und damit zu der Exzision der
Rekombinationskassette einschlief3lich jeglicher Fremdsequenz.

/:—-

kassette
|

KanR = VOKA-Gen X-KanR

|-Scel

L

VOKA-Gen X

Abb. 8: Ablauf der en-passant-Mutagenese zur Insertion von Fremdgenen. Die Rekombinationskassette
enthalt zusatzlich zu dem Kanamycin-Resistenz-Gen (KanR) und der I-Scel-Erkennungssequenz die zu klonierende
Fremdsequenz (Gen X). Wahrend der ersten Rekombination wird die Rekombinationskassette in das VZV-BAC
inseriert. Die Induktion der Restriktionsendonuklease I-Scel fiihrt zu einem DNA-Doppelstrangbruch und damit zu
einer Exzision der KanR-Kassette aus dem viralen Genom.
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1.6 Zielsetzung dieser Arbeit

Ziel dieses Promotionsprojekts war es, basierend auf dem VZV-Impfstamm vOKA rekombi-
nante Viren zu entwickeln, die immunrelevante Oberflachenstrukturen des Masern- und des
Rételnvirus exprimieren und so potenziell einen oligo- bis polyvalenten Impfstoff gegen alle

drei Virusinfektionen zu erzeugen.

Das Masernvirus besitzt mit dem Hamagglutinin- und dem Fusionsprotein zwei impfrelevante
Oberflachenantigene. Beim Roételnvirus wird das E2- und das E1-Protein als immunogen
angesehen. Die entsprechenden Gene sollten amplifiziert und als Expressionskassetten mit
einem Promotor und Terminator kloniert werden. Mit der BAC-Technik und der en-passant-
Mutagenese sollten die Expressionskassetten in das Genom des VZV-Impfstammes einge-

bracht werden.

Aus den BAC-Varianten sollte rekombinantes Virus rekonstituiert werden. Nach Bestatigung
einer effizienten Replikationskinetik, sollte das Virusgenom auf Insertion der Fremd-DNA un-
tersucht werden. In Zellkultur sollte die Transkription und Expression der Fremdgene bestatigt

werden.

Am Ende dieser Arbeit sollten replikationsfahige, oligovalente VZV-Impfstoffkandidaten vor-
liegen, die in Zellkultur erfolgreich die Fremdgene exprimieren und fir initiale Tierexperimente

zur Verfigung stehen.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerite

Material und Methoden

Gerat Bezeichnung Hersteller, Ort

Blotter Transblot SD BioRad (Miinchen,D)
Westernblot-Dokumentation LAS-3000 Fuji (Tokio, JP)

Elektroporator Gene Pulser XCell BioRad (Minchen, D)
Fluoreszenz-Mikroskop IX81 Olympus (Tokio, JP)
Geldokumentationskammer  Gel iX imager Intas (Géttingen, D)

Inverses Lichtmikroskop DMIL Leica Camera (Wetzlar, D)

SDS-PAGE Laufkammer Mighty Small Il Amersham Biosciences (Little Chalfont, GB)

Photometer
pH-Meter
Sterilwerkbank
Thermocycler
Zentrifuge
Zentrifuge

Zentrifuge

Nanodrop 2000/2000¢c
Seven Easy pH
HeraSafe

T3000

Multifuge 4 KR
Pico/Fresco

5804R

PeqgLab (Erlangen, D)

Mettler-Toledo (Giefden, D)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)
Biometra (Géttingen, D)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)
Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)
Eppendorf (Wesseling-Berzdorf, D)

2.1.2 Software

Verwendung

Bezeichnung

Hersteller, Ort

Bilddokumentation

Bildverarbeitung

DNA/RNA-Konzentrations-
bestimmung

Klonierungsstrategie
Textverarbeitung

Sequenzdatenbank

Fujifilm Image Reader (Version

2.1)

Xcellence Pro (Version 2.0)

NanoDrop 2000/2000c Operating

Software (Version 1.6)

VectorNTI Advance 11 (Version

11.5.3)
Microsoft® Word 2016

GenBank

Fuji (Tokio, JP)
Olympus (Tokio, JP)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)

Microsoft (Redmond, WA, USA)

National Center for Biotechnology Information
(NCBI), (Rockville, MD, USA)

2.1.3 Labormaterialien

Material

Eigenschaft

Hersteller, Ort

Elektroporations-Kuvetten
Filter-Pipettenspitzen

Filter Top Zellkulturflaschen
Zellkulturplatten
Petrischalen
Photometer-Kuivetten
Imobilon-P PVDF- Membran

0,1cm

10, 20, 200 und 1000 pl
25, 75und 175 cm?

6 und 24-Well

1000 pl

BioRad (Miinchen, D)

Sarstedt (Nimbrecht, D)

Greiner bio-one (Frickenhausen, D)
Greiner bio-one (Frickenhausen, D)
Sarstedt (NUmbrecht, D)

Bio-rad (Miinchen, D)

Merck Millipore (Billerica, MA, USA)
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Material Eigenschaft Hersteller, Ort
Reaktionsgefale 0,2, 1,5und 2 ml Sarstedt (NUmbrecht, D)
Reaktionsréhrchen 15 und 50 ml Sarstedt (NUmbrecht, D)

Serologische Pipetten

Whatman-Papier 7x8,4 cm

2,5,10 und 25 ml

Sarstedt (NUmbrecht, D)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)

2.1.4 Chemikalien, Reagenzien und

Kits

Chemikalien, Reagenzien und Kits

Hersteller, Ort

Acrylamid-Mix

Agarose

Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin

BigDye-Mix

Chloramphenicol
Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTP)
DMEM) w/o L-Glutamin

fetal bovine serum (FBS)

Gel Extraction Kit

GeneRuler DNA Ladder Mix
Glycerin

Kanamycin (Kan)

L-Glutamin

Lipofectamin 2000

MgCl2

Maxi-DNA-Praparation
Mini-Plasmid-Praparation
Mounting Medium (Vector shield)
NucleoSpin Extract Il Kit
OptiMEM

PageRuler Plus Prestained Protein Ladder
PBS ohne Ca?*/Mg?*
Penicillin/Streptomycin
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit
RNase-Inhibitor

RNeasy Mini Kit

RNeasy MinElute Cleanup Kits
RT2 First Strand Kit

Saponin

Trypsin/EDTA

Merck (Darmstadt, D)

Life technologies (Darmstadt, D)

Merck (Darmstadt, D)

Biochrom, Merck (Berlin, D)

Applied Biosystems (Foster City, CA, USA)
Merck (Darmstadt, D)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)
Biochorm, Merck (Berlin, D)

PAA Laboratories (Colbe, D)

Qiagen (Hilden, D)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)
Gerbu (Heidelberg, D)

Merck (Darmstadt, D)

Biochrom, Merck (Berlin, D)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)
Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)
Qiagen (Hilden, D)

Qiagen (Hilden, D)

Vector Laboratories (Burlingame, CA, USA)
Macherey-Nagel (Diiren, D)

Life technologies (Darmstadt, D)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)
Biochrom, Merck (Berlin, D)

Biochrom, Merck (Berlin, D)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)
Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)
Qiagen (Hilden, D)

Qiagen (Hilden, D)

Qiagen (Hilden, D)

Merck (Darmstadt, D)

Biochrom, Merck (Berlin, D)
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2.1.5 Puffer, Losungen und Kulturmedien

Puffer und Lésungen

Zusammensetzung

Plasmidpraparation Puffer |

Plasmidpraparation Puffer Il
Plasmidpraparation Puffer Il

Lysepuffer

10 mM EDTA, pH 8,0
25 mM TRIS-HCI, pH 8,0
100 yg/ml RNase A

200 mM NaOH, 1 %(w/v) SDS
3 M Kaliumacetat, pH 5,5
1xPCR-Puffer, 5 % (v/v) Tween20, 134 pug/ml Proteinase K

TRIS-Borat-EDTA-Puffer (TBE)

6x DNA-Ladepuffer

Einfriermedium (Zellkultur)
10 x Phosphate-buffered saline (PBS)

Fixierlosung
Permeabilisierungslésung
Blockierlésung

5x Protein-Ladepuffer

10x SDS-Gel-Laufpuffer

10x Transferpuffer

TRIS-buffered saline mit 0,05% Tween 20
(TBS-T)

Milchpulversuspension (TBS-TM)

89 mM Borsaure
89 mM TRIS
2 mM EDTA, pH 8,0

50 % (v/v) Glycerin
10 mM EDTA, pH 8,0
Bromphenolblau

91 % (v/v) FBS, 9 % (v/v) Dimethylsulfoxid (DMSO)

137 mM NaCl

2,7 mM KCI

12 mM Gesamtphosphat
pH 7,4

2 % (w/v) Paraformaldehyd in PBS
1 % (w/v) Saponin in PBS

10 % (v/v) FBS in PBS

5 % (w/v) SDS

5 % B-Mercaptoethanol
50 % (v/v) Glycerin

0,25 M TRIS
1,92 M Glycerin
1 % (w/v) SDS
pH 8,3

1,92 M Glycerin, 250 mM TRIS

0,05 % Tween 20
5 M NaCl

2 M TRIS-HCI
pH7,5

5 g Magermilchpulver
100 ml TBS-T

Chemolumineszenz-Substrat Losung

Stripping-Puffer

Lysogeny-Broth(LB)-Medium
LB-Agar
D10-Medium

SOC-Medium

1:5-Mischung Super Signal® West Femto Maximum Sensitivity
mit Super Signal® West Pico chemiluminescent substrate,
Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)

6 M Guanin-HCI

0,2 % Nonidet P40

0,1 M B-Mercaptoenthanol
20 mM TRIS-HCI pH 7,5

0,17 M NaCl, 1 % Trypton/Pepton, 0,5 % Hefeextrakt
1,5 % (w/v) Agar in LB-Medium

10 % FBS, 1 % Penicillin/Streptomycin, 1 % L-Glutamin, in
DMEM

2 %Trypton

0,5 % Hefeextrakt
10 mM NacCl

2,5 mM KCI

10 mM MgCl2

20 mM Glucose
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2.1.6 Enzyme und Antikorper

Material und Methoden

Bezeichnung

Hersteller, Ort

Restriktionsendonukleasen
Ascl
BamHI
EcoRl
EcoRV
Nhel
Nsil
Pmel
Pstl
Sacl
Sall
XmaJl

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)
Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)
Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)
Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)
Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)
Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)
Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)
Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)
Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)
Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)
Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)

Polymerasen
HotStartTaq
Phusion-Polymerase

Taqg-DNA-Polymerase

Qiagen (Hilden, D)
Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)
Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)

RNasen, DNasen und Proteinasen
RNase A
DNase |

Proteinase K

Roche (Basel, CH)
Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)
Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)

Antikorper, polyklonale Antikérper
Maus anti-VZV-gE

Maus anti-B-Actin

Ziege anti-Maus-HRP

Ziege anti-Kaninchen-HRP

Merck Millipore (Billerica, MA, USA)
Merck Millipore (Billerica, MA, USA)
Merck Millipore (Billerica, MA, USA)
Merck Millipore (Billerica, MA, USA)

Ziege anti-Maus-AlexaFluor488 Invitrogen, Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)
Invitrogen, Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)

Prof. Dr. Sibylle Schneider-Schaulies, Universitat Wirzburg

Ziege anti-Kaninchen-AlexaFluor488
Kaninchen anti-MeV-H-Serum

Kaninchen anti-MeV-F-Serum Prof. Dr. Sibylle Schneider-Schaulies, Universitat Wirzburg

2.1.7 Plasmide, Bakterielle artifizielle Chromosomen und Viren

Eigenschaft Quelle

Plasmide

pEP-KanR-S2 Transfervektor KanR-Gen (aphAl) flankiert von I-Scel Tischer et al., 2006

Restriktionsenzym-Eerkennungsstellen

pORFeGFPkana Transfervektor mit Promotor des Humanen T-Zellleukd- Invivogen (San Diego, CA, USA),
mievirus und polyA-Signal des Simianen Virus 40, modifiziert
inseriertes eGFP Gen mit KanR-Kassette

pcDNA3.1(-)n- Transfervektor mit CMV-Enhancer-Promotor und polyA-  Prof. Dr. Michaela Kress,
HSprr1A Signal des bovinen Wachstumshormons (BGH), Physiologie, Innsbruck
inseriertes murines Sprr1A

Thermo Fisher Scientific
(Waltham, MA, USA)

pJET1.2 blunt Transfervektor
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Bakterielle artifizielle Chromosomen (BAC)

pvOka VZV-Oka Genom kloniert als BAC mit MiniF-Sequenz, Brunnemann, 2012
Chloramphenicol-Resistenz-Gen

Viren

rvOka Brunnemann, 2012

Masernvirus

Priorix (Ch.-B.: AG9CD577A)

GlaxoSmithKline (Brendtford, UK)

Rotelnvirus

Priorix® (Ch.-B.: AB9CD577A)

GlaxoSmithKline (Brendtford, UK)

2.1.8 Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz

HF2846 TAT ACC TAG GAT GTC ACC ACA ACG AGA CC

HF2847 CTA TCT GCG ATT GGT TCC ATC

HF2848 ATG TCC ATC ATG GGT CTC AAG

HF2849 TAT AAT GCA TTC AGA GCG ACC TTA CAT AGG

HF2855 GAG CTG ATA CCG TCT ATG AAC C

HF2853 TCG AAT TAC AAG TGG AAT GC

HF2860 ATG GCC CCC CAG GCC TTC CTT GCC GGG CTC TTG C

HF2862 TAT GAG CTC TTG TGA GGG TGC TGG ACG TAG CTA GCA AGG

HF2861 TAT ACC TAG GCT AGC GCG GCG CTA TAG CGC CGC GCA AGT AG

HF2863 TGA TGA GCG TGT TCG CCC TTG CTA GCT ACG

HF884 TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG

HF2841 TGC GCC ACT CAA GCA C

HF2843 GAA TTG CCA TCT CAC CG

HF2725 GGG GGT CCG TGA GGA TCG ACC TTT ACA AGA TAT AAT TTG TCC ATA TCG CAG TAC
AGC GGT TAA TAG ATA GTT ATG TAG GGA TAA CAG GGT AAT CGA TTT

HF2726 GAA ATG ACC GCC AAA GTG CCT AGT CCA TAA CTA TCT ATT AAC CGC TGT ACT GCG
ATA TGG ACA AAT TAT ATC TTG GCC AGT GTT ACA ACC AAT TAA CC

HE2727 TAC CCA CAA TAT CAA GTG GTC GTT TGT ATT TAA CGA TTA TTA CCG GTA CCT TTA
ATG GAT TTT TAA ATG TTG TCA TAG GGA TAA CAG GGT AAT CGA TTT

HF2728 TAC ATT CGC AAC ACA TCT ACT GTC TTG ACA ACA TTT AAA AAT CCA TTA AAG GTA
CCG GTA ATA ATC GTT AAA TAC GCC AGT GTT ACA ACC AAT TAA CC

HF2902 GGA TTG GGA AGA CAA TAG CAG GCA TGC TGG GGA TGC GGT GGG CTC TAT GGA CCG
GGT AGG GGA GGC GCT TTT CC

HE2903 ACG ATT TAT AAC ATG TAT ATA CGA GCA AAA TAA AAC AAT GAA CCA TTA AGG CTT
CTG ATG GAA TTA GAA CTT GGC

HF2927 TAT AGT CGA CTA GGG ATA ACA GGG TAA TCG ATT T

HF2928 ATA TGT CGA CCA GGC GCA GCC GGG GAC GCT CTG GCG TAG CCC CCA CAA GCC GCG
AGC AGT GCC AGT GTT ACA ACC AAT TAA CC

HF3162 TAC CCA CAA TAT CAA GTG GTC GTT TGT ATT TAA CGA TTA TAC CGG TAC CGC TCC
GGT GCC CGT CAG TGG GCA G

HFE3163 TAC ATT CGC AAC ACA TCT ACT GTC TTG ACA ACA TTT AAA AAT CCA TTA AAA ATT
AAC ATT TAA ATG GAT CTA CC

HFE3164 GCT GTT CAT AAA CAG AAA CCA ACC AAA CGC GTC TGT GTA TAT CAT TTT ATG CTT
CTG ATG GAA TTA GAA CTT GGC

HF3163 TTT AAT GGA TTT TTA AAT GTT GTC AAG ACA GTA GAT GTG TTG CGA ATG TAT ACC
GGG TAG GGG AGG CGC TTT TCC
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Bezeichnung Sequenz

CTA AAC ACT GTA TTA ACA AAA TAT TGG AAT TAA AAC ACA CAT AAG AGC GAG CTC

HF2929 CGG TGC CCG TCA GTG GGC AG

HF2930 ACG ATT TAT AAC ATG TAT ATA CGA GCA AAA TAA AAC AAT GAA CCA TTA AGA ATT
AAC ATT TAA ATG GAT CTA CC

HF3350 CTG CTC GCG GCT TGT GGG GGC TAC GCC AGA GCG TCC CCG GCT GCG CCT GGT CGA
CGC CGA CGA CCC CCT GCT GCG CAC TTA GGG ATA ACA GGG TAA TCG ATT T

HF3351 CCC ACA CCT CGC CGG GCC CAG GGG CAG TGC GCA GCA GGG GGT CGT CGG CGT CGA

CCA GGC GCA GCC GGG GAC GCT GCC AGT GTT ACA ACC AAT TAA CC

2.1.9 Bakterienstamme, Viren, Zelllinien

Zwischenschritte der Klonierung mit Transfervektoren wurden in dem kommerziell verfuigbaren
E.-coli-Stamm DH5a durchgefuhrt. Die Kultivierung erfolgte in flissigem LB-Medium bzw. auf

LB-Agar-Platten mit Zusatz von Antibiotika zur Selektion der erfolgreich transformierten Klone.

Die Manipulation der VZV-BACs erfolgte im E.-coli-Stamm GS1783. Dieser Bakterienstamm
verfugt Uber zwei induzierbare Expressionskassetten. Aufgrund einer A-Prophagensequenz ist
eine Temperatur-sensitive Expression von Red-Rekombinase-Genen maéglich. Dartiber hinaus
wird durch Hinzugabe von Arabinose zum Kulturmedium die I-Scel Endonuklease exprimiert
(Tischer et al., 2010).

Als Ausgangmaterial fir die Amplifikation der Masern- und Rételnvirusgene diente der triva-
lente Lebendimpfstoff Priorix®. Der Impfstoff enthalt den Masern-Virusstamm Schwarz, den
Mumps-Virusstamm RIT 4385 und Roételn-Virusstamm Wistar RA 27/3. Das Masern- und
Mumpsvirus wird zur Impfstoffherstellung in embryonalen Hihnerzellen und das Rételnvirus
in MRC-5 Zellen kultiviert (GlaxoSmithKline, 2019). Vor der RNA-Extraktion wurden Vero-
Zellen mit den Impfviren infiziert. Vero-Zellen stammen von Nierenepithelzellen der Griinen
Meerkatze ab (Ammerman et al., 2008). Diese Zelllinie diente zur Replikation von Masern- und
Rotelnvirus aus Priorix®-Impfstoff. Die adharenten Zellen wurden in Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) mit 10 % fétalem Rinderserum (FBS), 1 % Penicillin/Streptomycin und 1 %
L-Glutamin, im Weiteren als D10-Medium bezeichnet, bei 37 °C kultiviert. Die Infektion mit
Impfviren erfolgte durch Zugabe von 5, 50 und 100 pl des nach Herstellerangaben

rekonstituierten Impfstoffs zu jeweils einem Gefal} einer 6-Well-Platte mit Vero-Zellen.

Die fur VZV permissive, menschliche Melanomzelllinie MeWo wurde in D10-Medium bei 37 °C
kultiviert (Grose & Brunel, 1978). Die Zelllinie diente der Rekonstitution rekombinanter Viren,
fur Replikationskinetiken und Expressionsexperimente. Als adharente Zelllinie konnte eine
Rekonstitution bzw. Replikation mikroskopisch anhand der zytopathischen Effekte (CPE)
verfolgt werden. Ebenfalls waren Immunfluoreszenzexperimente nach Fixation der Zellen

madglich.
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2.2 Methoden

2.2.1 Klonierung

Elektrokompetente Zellen: Die Transformation rekombinanter Plasmide und BACs in kom-
petente Bakterienzellen erfolgte durch Elektroporation. Zur Herstellung der kompetenten Zel-
len wurde ein Erlenmeyerkolben mit 50 ml LB-Medium mit 2,5 ml einer Ubernachtkultur des
entsprechenden Bakterienstamms inokuliert. Das Medium wurde mit Antibiotikum zur Auf-
rechterhaltung des Selektionsdruckes versetzt und die Kultur bis zu einer optischen Dichte von
0,5 bei 600 nm bei 37 °C inkubiert. Im Fall des E.-coli-Stamms GS1783 wurde eine Inku-
bationstemperatur von 32 °C eingestellt und nach Erreichen der gewunschten Zelldichte durch
Inkubation flir 15 min bei 42 °C im Wasserbad die Expression der Red-Rekombinasen
induziert. Anschlielend wurde die Kultur in einem Eiswasserbad fir 20 min abgekihlt. Die
Zellen wurden durch Zentrifugation sedimentiert und in 10 % (v/v) Glycerin resuspendiert.
Dieser Waschschritt wurde zweimal wiederholt. Nach der dritten Zentrifugation wurden die
Zellen in 500 pl 10 % Glycerin resuspendiert und in 50 pl Teilportionen in 1,5-ml-Reaktions-
gefalRe aufgeteilt. Diese wurden sofort in einem Ethanol-Trockeneisbad eingefroren und bis

zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

Elektroporation kompetenter Zellen: Zur Transformation elektrokompetenter Zellen wurden
1-2 pl des Ligationsansatzes oder gereinigter, zirkularer DNA zu den auf Eis aufgetauten
Zellen gegeben und vorsichtig gemischt. Der Ansatz wurde in vorgekuihlte Elektroporations-
kivetten mit 1 mm Elektrodenabstand gegeben. Die Elektroporation erfolgte bei 1.500 V, 25
MF und 200 Q. Der Ansatz wurde in 1 ml LB-Medium aufgenommen und fir 2 h bei 37 °C (E.-
coli-Stamm DH5a) bzw. bei 32 °C (E.-coli-Stamm GS1783) inkubiert. AnschlieRend wurde der
Ansatz auf LB-Agarplatte mit entsprechendem Antibiotikum zur Aufrechterhaltung des

Selektionsdruckes ausgebracht und fiir 1-2 d bei gleicher Temperatur im Brutschrank inkubiert.

Hitzeschock-Transformation chemisch kompetenter Zellen: Zur Transformation gereinig-
ter Plasmide wurden 1-2 pl zu 80 pl des kompetenten E.-coli-Stamm DH5a gegeben. Nach
Inkubation fur 20 min auf Eis wurde der Transformationsansatz fiir 40 s bei 42 °C im Wasser-
bad erwarmt. Der Ansatz wurde sofort fur 1 min auf Eis abgekuhlt. Nach Zugabe von 400 pl
SOC-Medium wurden die transformierten Zellen fir 1 h bei 37 °C schittelnd inkubiert und
danach auf Antibiotika-haltigem LB-Agar ausplattiert und fir 1 d bei 37 °C im Brutschrank
inkubiert.

Polymerasekettenreaktion: Mit der Polymerasekettenreaktion (PCR) lassen sich spezifische
DNA-Abschnitte amplifizieren. Dies diente sowohl der Erstellung der Expressionskassetten als
auch der Uberpriifung einzelner Klonierungsschritte. In einem Reaktionsgemisch liegen die

DNA-Matrize, Sequenz-spezifische Oligonukleotide und eine DNA-Polymerase mit den
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entsprechenden Kofaktoren (Mg?*, dNTP) in einem Reaktionspuffer vor. Die Reaktion erfolgt
in Zyklen von Denaturierung, Anlagerung und Elongation, die sich jeweils in der Reak-
tionstemperatur und Dauer unterscheiden. Je nach Fragestellung wurden unterschiedliche
Polymerasen und Reaktionsbedingungen gewahlt. Die Anlagerungstemperatur wurde der
Schmelztemperatur der Oligonukleotide angepasst. Zur Uberpriifung einzelner Klonierungs-
schritte reicht haufig der Nachweis kurzer DNA-Fragmente, wie zum Beispiel im Fall der
Kolonie-PCR. Zur Selektion positiver Klone nach Transformation wurde die DNA einzelner
Klone auf das Vorhandensein des gewlinschten DNA-Fragmentes untersucht. Hierflir kam die
Taqg-Polymerase zur Anwendung. Die Tag-Polymerase wurde ebenfalls zum Nachweis der

Transgene nach erfolgreicher cONA-Synthese verwendet (Tab. 1).

Die Amplifikation der zu klonierenden viralen Gene nach reverser Transkription erfolgte mit
der Phusion-Polymerase, die Uber eine 3‘-5'-Exonukleaseaktivitat verfigt und bei geringer
Fehlerquote auch bei langeren Amplifikaten Punktmutationen vermeidet (Tab. 2). Die fir die
en-passant-Mutagenese zu erstellenden Expressionskassetten wurden mit der HotStartTag-
Polymerase amplifiziert. Auch diese Polymerase besitzt eine 3‘-5-Exonukleaseaktivitat,
welche das Risiko von Punktmutationen im Amplifikat reduziert. Gleichzeitig eignet sich diese
Polymerase besonders fiir Sequenzen, die zur Ausbildung von Sekundarstrukturen neigen
(Tab. 3).

Tab. 1: Ansatz und Ablauf der PCR mit der Tag-Polymerase.

Ansatz zu 25 pl Ml Phase Temperatur [°C] Dauer Wiederholung
DNA-Matrize 0,5 initiale Denaturierung 95 5 min 1X

dNTPs 0,5 Denaturierung 95 30s \
10xTaqg-Pol-Puffer 2,5 Anlagerung Primer-spezifisch 30s 30x

Primer for/rev e Elongation 72 90 s/kb /
Tag-Polymerase 0,5 finale Elongation 72 10 min 1x

H20, DNase-frei ad 25
Tab. 2: Ansatz und Ablauf der PCR mit der Phusion-Polymerase.

Ansatz zu 50 pl Hl Phase Temperatur [°C] Dauer Wiederholung
DNA-Matrize 2 initiale Denaturierung 98 1 min 1x

dNTPs 1 Denaturierung 98 10s \

10x GC-Puffer 5 Anlagerung Primer-spezifisch 30s 35x

Primer for/rev e Elongation 72 30 s/kb /
Phu-Polymerase 0,5 finale Elongation 72 5 min 1x

DMSO 1,5

H20, DNase-frei ad 50
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Tab. 3: Ansatz und Ablauf der PCR mit HotStartTaq-Polymerase.

Ansatz zu 50 pl 1] Phase Temperatur [°C] Dauer Wiederholungen
DNA-Matrize 1 initiale Denaturierung 94 15 min 1x

dNTPs 1 Denaturierung 94 40 s \

10x Puffer 5 Anlagerung 55 40s 35x

Primer for/rev je1 Elongation 72 60skb /

Polymerase 1 finale Elongation 72 5 min 1Xx

H20, DNase-frei ad 50

Reverse Transkription: Zur Klonierung viraler Gene erfolgte zunachst die reverse Trans-
kription mit dem RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific). Die
isolierte Virus-RNA wurde mit Oligonukleotiden mit einer Lange von sechs Nukleotiden und
zufalliger random-Sequenz versetzt und nach einer Denaturierungsphase bei 65 °C flir 5 min
reverse Transkriptase im Reaktionspuffer mit Desoxynukleotiden hinzugegeben. Zur
Vermeidung eines unspezifischen RNA-Abbaus war das Reaktionsgemisch mit RNase-
Inhibitor versetzt. Die Anlagerung der Oligonukleotide erfolgte fir 5 min bei 25 °C. Die
anschlielfende cDNA-Synthese fand bei 42 °C Uber 1 h statt. Die Reaktion wurde bei 70 °C
gestoppt und die cDNA bei -80 °C gelagert.

Zum Nachweis erfolgreicher Expression der Transgene in rekombinanten Viren wurde nach
RNA-Isolierung aus infizierten MeWo-Zellen eine reverse Transkription mit dem RT2-First-
Strand-Kit (Qiagen) durchgefliihrt. Zur weiteren Reinigung der RNA erfolgte ein weiterer Schritt
zum Abbau genomischer DNA. Ein ug RNA wurde mit dem Puffer GE fiir 5 min bei 42 °C in
einem Reaktionsvolumen von 10 pl inkubiert. Anschlie3end wurde dieser Ansatz mit reverser
Transkriptase und Reaktionspuffer versetzt. Die cDNA-Synthese fand bei 42 °C fir 15 min
statt und wurde bei 95 °C flir 5 min gestoppt. Die cDNA wurde ebenfalls bei -80 °C gelagert.

En-passant-Mutagenese: Die Deletion einzelner Leserahmen und die Insertion der Expres-
sionskassetten in das VZV-Genom erfolgte durch die en-passant-Mutagenese. Hierbei handelt
es sich um eine Rekombinationsstrategie, bei der das Endprodukt ohne zusatzliche Fremdse-
quenzen oder Selektionsmarker vorliegt. Die en-passant-Mutagenese verlauft in zwei aufein-
ander folgenden Rekombinationsschritten. Das VZV-Genom lag als BAC im E.-coli-Stamm GS
1783 vor. Dieser Bakterienstamm verfligt Gber zwei induzierbare Expressionskassetten. Eine
Expressionskassette kodiert flir die Red-Rekombinasen und kann durch die Erhéhung der
Wachstumstemperatur von 32 auf 42 °C induziert werden. Die Zweite kodiert fur die homing-
Endonuklease I-Scel, welche durch Zugabe von L(+)-Arabinose zu dem Kulturmedium expri-

miert wird.
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Zur Deletion eines Leserahmens wurde ein PCR-Produkt mit der HotStart-Taq Polymerase
generiert. Das PCR-Produkt enthielt sowohl die bakterielle Resistenz-Kassette aphal, die fir
eine KanR kodiert, als auch die Erkennungssequenz der I-Scel-Endonuklease. Die Oligonu-
kleotide wurden so gewahlt, dass am 3‘- und 5-Ende des PCR-Produktes jeweils 50 bp ho-
mologe Sequenzen zu den flankierenden Bereichen des zu deletierenden Gens vorhanden
waren. Uber diese homologen Bereiche erfolgte in einer ersten Rekombination die Insertion
der Resistenz-Kassette in das BAC-Genom sowie eine gleichzeitige Deletion des entspre-
chenden Gens. Positive Klone nach dieser Rekombination konnten Uber die Zugabe von Kan
zu dem Kulturmedium selektiert werden. Zur Deletion der Fremdsequenz war eine weitere
Rekombination nétig. Hierfir wiederholten sich die letzten 25 bp des 5-homologen Bereichs
am 3'-Ende der Resistenz-Kassette, direkt nach der Fremdsequenz. Ebenso fanden sich 25
bp des 3'-homologen Bereichs am 5‘-Ende vor der Fremdsequenz. Nach Induktion der I-Scel-
Restriktionsendonuklease durch die Zugabe von L(+)-Arabinose konnten sich diese homo-
logen Bereiche anlagern und so konnten in der zweiten Rekombination jegliche Fremdsequenz

aus dem BAC-Genom entfernt werden.

Plasmidpriparation: Die Isolierung von Plasmiden, sowie BAC-DNA aus Ubernachtkulturen
der entsprechenden Bakterienstdamme erfolgte mit der alkalischen Lyse (Birnboim & Doly,
1979). Sieben ml antibiotikahaltiges LB-Medium wurden nach Inokulation mit dem Bakterien-
stamm Uber Nacht bei 32 °C (E. coli GS1783) oder 37 °C (alle tbrigen verwendeten Bakte-
rienstdmme) schittelnd bei 220 U/min inkubiert. Die Bakterienzellen wurden anschliel3end bei
Raumtemperatur mit 3000 x g flir 10 min abzentrifugiert. Die Zellen wurden in 300 ul kaltem
Puffer | resuspendiert und in 1,5 ml Reaktionsgefalie Uberfiihrt. Die Lyse der Zellen erfolgte
durch Zugabe von 300 ul Puffer Il und Inkubation fiir 3-5 min bei Raumtemperatur. Hierbei
wurde die bakterielle RNA durch die enthaltene RNase abgebaut. Die Zugabe von 300 pl
Puffer 1ll und sofortiges Invertieren stoppte die Lyse. Die zirkulare Plasmid-DNA renaturierte
unter diesen Bedingungen, wahrend die genomische DNA denaturiert blieb. Nach 10 min auf
Eis wurden Zellbestandteile und die denaturierte genomische DNA durch Zentrifugation
sedimentiert. Die im Uberstand enthaltende Plasmid-DNA wurde durch Zugabe von 600
Isopropanol geféllt und durch Zentrifugation sedimentiert. Nach Zentrifugation bei 16.200 x g
bei Raumtemperatur fir 30 min erfolgte ein Waschschritt mit 800 uyl 70-%-igem Alkohol. Die
isolierte DNA wurde in 50 pyl DNase-freiem Wasser bei Raumtemperatur gelést. Plasmide
wurden anschlieend bei -20 °C und BAC-DNA bei 7 °C gelagert.

Rekombinante BAC-DNA zur Transfektion permissiver Zellen wurde mit dem kommerziell
verfigbaren Plasmid-Maxi-Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben gewonnen. Hierbei kénnen

die fur die Transfektion bendtigten grolReren Mengen an BAC-DNA gewonnen werden.
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Agarose-Gelelektrophorese: Die Agarose-Gelelektrophorese wurde zur analytischen und
praparativen Trennung von DNA-Fragmenten verwendet. Hierfir wurde eine Gelmatrix aus
0,6- bis 2-%-iger Agarose in TRIS-Borat-EDTA-Puffer mit der Probe beladen und eine Span-
nung angelegt. Die in Losung negativ geladenen DNA-Fragmente bewegten sich in Richtung
Anode. Die Auftrennung erfolgte durch die Porengrof’e der Gelmatrix entsprechend der

Fragmentlange der DNA-Proben.

Zunachst wurde die Agarose in TRIS-Borat-EDTA-Puffer gegeben und in einem Mikrowellen-
ofen zum Sieden gebracht, bis sich die Agarose vollstandig geldst hatte. AnschlieRend wurde
Ethidiumbromid (0,3 pg/ml) hinzugegeben. Der Ansatz wurde in eine Gieldvorrichtung ge-
geben. Die Taschen fir die Proben wurden durch einen entsprechenden Kamm im Gel aus-
gespart. Nach Erkalten wurde das Gel mit TRIS-Borat-EDTA-Puffer bedeckt, das Probenma-
terial mit 6x DNA-Ladepuffer versetzt und in die Probentaschen gegeben. Als GréRenstandard
diente der GeneRuler DNA Ladder Mix. Kirzere DNA-Fragmente wurden bei 120 V Uber 1 h
in 1-%-igen Agarosegelen aufgetrennt. Fur die RFLP-Analyse wurden die Proben zunachst fur
10 min bei 120 V und dann fir weitere 24 h bei 40 V in 0,6-%-igen Gelen aufgetrennt. Die
Analyse der Gelelektrophorese erfolgte durch Anregung des interkalierenden Ethidiumbromids
mit ultraviolettem Licht. Das Bandenmuster wurde Uber ein Geldokumentationssystem fest-

gehalten.

Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus-Analyse: Die RFLP-Analyse diente der
Uberprifung rekombinanter Plasmide bzw. BACs nach den einzelnen Rekombinationsschrit-
ten. Hierfur wurden die DNA-Proben mit Restriktionsendonukleasen inkubiert. Das resultie-
rende Bandenmuster wurde anschliel’iend mit der Agarose-Gelelektrophorese dokumentiert.
Zunachst wurde die BAC-DNA Uber eine BAC-Mini-Praparation isoliert. Jeweils 15 pl wurden
anschliel®end mit 1 ul Restriktionsendonuklease, 2 ul enzymspezifischen Reaktionspuffer und
2 pl Wasser vermischt und tber 12 h bei 37 °C inkubiert. Das Bandenmuster wurde nach
Gelelektrophorese dokumentiert und mit dem erwarteten Muster des Programmes Vector NTI
(Thermo Fisher Scientific) abgeglichen. Insertionen oder Deletionen verandern das
Bandenmuster. Die RFLP-Analyse wurde jeweils mit zwei verschiedenen
Restriktionsendonukleasen  durchgefuhrt.  Auf diese Weise lieBen sich die

Rekombinationsschritte auf Genomebene Uberprifen.

DNA-Konzentrationsbestimmung: Die DNA-Konzentration wurde photometrisch bestimmt.
Die Extinktion bei einer Wellenlange von 260 nm von 1 yl Probematerial wurde im Photometer
(NanoDrop) bestimmt. Uber das Lambert-Beer‘sche Gesetz lieR sich anschlieRend die DNA-
Konzentration rechnerisch bestimmen. Der Reinheitsgrad der gelésten DNA kann ebenfalls

abgeschatzt werden. Hierflr wird der Extinktion bei einer Wellenlange von 240 nm und 260
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nm bestimmt. Der Quotient sollte bei etwa 1,8 liegen. Eine starke Abweichung des Quotienten

von diesem Wert weist auf eine Verunreinigung der Probe hin.

Ligation: Die Insertion eines DNA-Fragmentes in ein Plasmid erfolgte in einem 10-pl-Ansatz.
Die Menge der eingesetzten DNA richtete sich nach der Lange des DNA-Fragments sowie der
PlasmidgréRe und wurde nach Herstellerangaben berechnet. Die entsprechende DNA-Menge
wurde mit 1 ul Ligase und 2 pl Ligasepuffer auf 10 ul mit Wasser aufgeflillt und bei 37 °C fir 1
h inkubiert. Anschliel’iend wurde der Ligationsansatz in kompetente Bakterienstamme trans-

formiert.

2.2.2 Zellbiologische Methoden

Zellkultur: Fur die zellbiologischen Versuche wurden rekonstituierte VZV-Stamme in permis-
siven humanen MeWo-Zellen in D10-Medium kultiviert. Das Wachstum der adharenten MeWo-
Zellen erfolgte in ZellkulturgefalRen verschiedener Grofe bei 37 °C, einer relativen Luft-
feuchtigkeit von 90 % und 5 % CO2-Gehalt. Die Zellen bildeten nach etwa 6 d einen kon-
fluenten Zellrasen. Die adharenten Zellen wurden zunachst zweimalig mit 1 x PBS gewaschen
und anschlieRend durch Inkubation mit Trypsin fur 5 min vom GefalRboden geldst. Die Zell-
suspension wurde in D10 Medium Uberflihrt und in einem Verhaltnis von 1:4 in neue Zellkul-
turgefalRe aufgeteilt. FUr analytische Versuche wurden definierte Zellzahlen verwendet. Hierflr
wurden jeweils 1x10° Zellen in eine Vertiefung einer 6-Well-Platte, bzw. 2x10° Zellen einer 24-

Well-Platte gegeben.

Transfektion permissiver Melanomzellen und Virus-Rekonstitution: Die Transfektion der
BAC-DNA in permissive MeWo-Zellen erfolgte durch Lipofektion. Hierfir wurde zunachst die
BAC-DNA Uber eine Maxi-Praparation isoliert. MeWo-Zellen (1x10° Zellen in einem Kulturge-
fal einer 6-Well-Platte) waren zum Zeitpunkt der Transfektion zu 90 % konfluent. Der Trans-
fektionsansatz wurde mit Lipofectamin 2000 (Thermo Fisher Scientific) entsprechend den

Herstellerangaben angesetzt.

Das D10-Medium wurde von den MeWo-Zellen abgenommen, durch DMEM ersetzt und je-
weils 500 pl des Transfektionsansatzes wurden auf die Zellen gegeben. Nach Inkubation fiir
24 h wurde das DMEM gegen D10-Medium ausgewechselt und fiir weitere 24 h inkubiert.
AnschlieRend wurden die Zellen aus je drei Kulturgefalen abgeldst und in eine T175-Flasche
uberfihrt. Etwa 5-7 d nach erfolgreicher Transfektion konnten erste CPEs mikroskopisch
nachgewiesen werden. Die Zellen wurden in einem Verhaltnis von 1:3 aufgeteilt und weiter

kultiviert, bis ein mdglichst hoher Anteil der Zellen infiziert war.
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Zur Konservierung fur weitere Untersuchungen sollten die infizierten Zellen eingefroren wer-
den. Hierflr wurden die adharenten Zellen mit jeweils 5 ml PBS gewaschen und vom Gefaf3-
boden mit Trypsin vollstandig abgeldst. Die Enzymaktivitat wurde danach durch Zugabe von
D10-Medium gehemmt. Die Zellen wurden fir 10 min bei 240 x g und Raumtemperatur
sedimentiert. Die Zellen wurde in eiskaltem FBS aufgenommen und fiir 20 min auf Eis inku-
biert. Die Zellsuspension wurde mit 9 % DMSO versetzt und zu je 1 ml in Kryoréhrchen auf-
geteilt. Die Zellen wurden nun in einer vorgekihlten Isopropanol-Kryo-Box bei -80 °C einge-

froren.

Virustiterbestimmung: Zur Bestimmung des Virustiters in den archivierten Proben wurden
zunachst Verdinnungsreihen von 1:10" bis 1:10° erstellt. Hiervon wurden jeweils 100 pl in eine
Vertiefung einer 24-Well-Platte mit 2x10° MeWo-Zellen/Vertiefung geben. Je Virusstamm
wurden jeweils zwei Kryoréhrchen getestet und je Kryoréhrchen vier unabhangige Verdin-
nungsreihen erstellt. Drei Tage nach der Infektion erfolgte die Farbung der infizierten Zellen
durch indirekte Immunfloreszenz (s. u.). Anschlielend wurden die CPEs pro Vertiefung in allen
Ansatzen von mindestens zwei Verdinnungsstufen mittels Fluoreszenzmikroskop ausgezanhlt.

Aus diesen Daten wurde der Virustiter als plaque forming units (PFU)/ml berechnet.

Replikationskinetik: Die Replikationsfahigkeit der rekombinanten Virusvarianten wurde mit
Replikationskinetiken quantifiziert. Hierflir wurden MeWo-Zellen mit einer definierten Anzahl
PFU der Virusstamme infiziert und aus den Proben der Virustiter von d 1 bis d 5 nach Infektion
bestimmt. Die Versuche wurden in 6-Well-Platten mit jeweils 1x10® MeWo-Zellen pro
Vertiefung durchgefiihrt. Die Zellen wurden in sechs gleichen Ansatzen mit jeweils 100 PFU
pro Gefaly des zu testenden Virusstammes infiziert und Gber 5 d inkubiert. An jedem Tag
wurden die Zellen eines Ansatzes vom Gefallboden geldst, gewaschen und zur spateren
Virustiterbestimmung eingefroren (s. 0.). Dann erfolgte die Bestimmung des Virustiters bis d 5
nach der Infektion (s. 0.). Zur Kontrolle der eingesetzten Anzahl PFU erfolgte zusatzlich eine

Virustiterbestimmung aus dem Ausgangsmaterial.

2.2.3. Analytische Methoden

DNA-Praparation aus infizierten Zellen: Zur Uberpriifung der rekombinanten Virusstamme
nach Infektion von MeWo-Zellen wurde Virus-DNA aus den Zellen isoliert und die einge-
brachten Mutationen durch eine PCR nachgewiesen. Hierflr wurde das Medium von infizierten
Zellen aus T75-Flaschen abgenommen, die Zellen zweimal mit je 3 ml PBS gewaschen und
mit 2 ml Trypsin vom GefalRboden abgeldst. Die abgeldsten Zellen wurden in 9 ml D10-Medium
aufgenommen und so die weitere Reaktion gestoppt. Der Ansatz wurde bei 1200 U/min fir 10
min zentrifugiert und die sedimentierten Zellen in 100 yl Lysepuffer resuspendiert. Die Lyse

erfolgt fir 1-3 h bei 56 °C. Zur Inaktivierung der Proteinase K erfolgte ein 10-minutiger
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Inkubationsschritt bei 95 °C. Zellbestandteile wurden fiir 10 min bei 13.000 U/min abzentrifu-
giert. Die DNA war im Uberstand geldst und wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C

gelagert.

Indirekte Immunfluoreszenz: Mit der indirekten Immunfluoreszenz kdnnen durch Einsatz
eines Virusantigen-spezifischen primaren Antikérpers und eines Fluoreszenzfarbstoff-mar-
kierten sekundaren Antikdrpers infizierte Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar

gemacht werden und so CPEs gezahlt werden.

Drei Tage nach der Infektion der MeWo-Zellen in einer 24-Well-Platte wurde das Medium ab-
genommen und ein Waschschritt mit 500 ul PBS folgte. Zur Fixierung der Zellen wurde in jede
Vertiefung 150 ul 2 % Paraformaldehyd/PBS gegeben und die Zellen fir 20 min bei Raumtem-
peratur inkubiert. Nach zwei Waschschritten mit je 500 pyl PBS wurden die Zellmembranen
durch Hinzugabe von 1 % Saponin fir 5 min bei Raumtemperatur fir die Antikdrper
durchlassig. Zur Vorbereitung der Antikdrperbehandlung erfolgten erneut zwei Waschritte mit
PBS, gefolgt von einer Inkubation mit 500 ul 10 % FBS fir 1 h zur Blockierung unspezifischer

Antikorperbindungsstellen.

Der primare Antikérper anti-VZV-gE aus der Maus zur Detektion des Glykoproteins gE von
VZV wurde 1:1000 in 10 % FBS/PBS verdinnt und je 100 pl wurden auf die fixierten Zellen fir
1 h bei Raumtemperatur oder fur 24 h bei 4 °C gegeben. Ungebundene Antikdrper wurden in
drei Waschritten mit jeweils 500 pl PBS fur 5 min von den Zellen gewaschen. Der sekundare
Antikdrper anti-Maus-AlexaFluor488 wurde 1:1000 in 10 % FBS/PBS verdunnt und jeweils 100
Ml wurden fr 1 h bei Raumtemperatur zu den fixierten Zellen gegeben. Nach Entfernung von
ungebundenem Antikérper Uber zwei Waschschritte fir 5 min konnte der sekundare Antikérper

mittels Fluoreszenzmikroskop detektiert werden.

Die Detektion des MeV-H-Proteins in mit ryOkaA13-MeV-H infizierten MeWo-Zellen erfolgte
ebenfalls Uber indirekte Immunfluoreszenz wie oben beschrieben. Lediglich die Fixierung der
Zellen und die Antikdrper wurden angepasst. Die Fixierung der Zellen erfolgte nach Abnahme
des Kulturmediums und zwei Waschschritten durch Zugabe von 500 ul eiskaltem Aceton. Der
Ansatz wurde fir 10 min bei -20 °C gelagert. Anschliel’end wurde das Aceton abgenommen
und zwei Waschschritte mit PBS folgten. Nach einem Blockierungsschritt mit 10 % FBS/PBS
fur 1 h bei Raumtemperatur wurde 100 pl des anti-MeV-H-Serums in einer Verdinnung 1:1000
in 10 % FBS auf die Zellen gegeben. Ungebundene Antikérper wurden in drei Waschschritten
mit PBS entfernt. Die Detektion erfolgte mit dem sekundaren Antikérper anti-Kaninchen-
AlexaFluor488 (100 pl/well, 1:100 Verdinnung in 10 % FBS). Die Zellen wurden fir 1 h bei
Raumtemperatur mit dem sekundaren Antikdrper inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten

mit PBS konnten die infizierten Zellen im Fluoreszenzmikroskop dargestellt werden.
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Protein-Gelelektrophorese: Der Nachweis erfolgreicher Translation der Transgene erfolgte
durch Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE). Hier werden Pro-
teine unter denaturierten Bedingungen nach ihrer molekularen Masse aufgetrennt. Als Matrix
dient ein 10-%-iges, diskontinuierliches SDS-Polyacrylamidgel. Nach Tab. 4 wurde zunachst
das Trenngel zusammengegeben. Durch Zugabe von Ammoniumpersulfat (APS) und Tetra-
methylethylendiamin (TEMED) wurde die Polymerisation gestartet. Der noch flissige Ansatz
wurde in eine Giel3vorrichtung zwischen eine Glas- und eine Keramikplatte gegeben und mit
Isopropanol Uberschichtet, damit nach oben ein gleichmafiger Abschluss des Gels erreicht
wurde. Nach der Polymerisation wurde das Isopropanol entfernt. Der noch fllissige Ansatz fiir
das Sammelgel wurde auf das bereits feste Trenngel geben und ein Probenkamm zur Aus-
sparung der Probentaschen in das Sammelgel gedriickt. Nach vollstandiger Polymerisation

wurden die vorbereiteten Gele bis zur Verwendung in feuchten Umschlagen bei 4 °C gelagert.

Tab. 4: Zusammensetzung der Gele zur Durchfiihrung der SDS-PAGE.

Reagenz Sammelgel [ml] Trenngel [ml]
30 % Acrylamid 0,67 3,3
1,5 M TRIS-HCI (pH8,8) - 2,5
1,0 M TRIS-HCI (pH 6,8) 0,5 -
10 % SDS 0,04 0,1
10 % APS 0,04 0,1
TEMED 0,004 0,004
H20 27 4

Zur Herstellung der Proben wurden 1x10° MeWo-Zellen pro Vertiefung in einer 6-Well-Platte
ausgesat und am Folgetag mit 100 PFU/Well des entsprechenden Virus zugeben. Drei Tage
nach der Infektion erfolgte die Ablésung der adharenten Zellen wie oben beschrieben. Die
Zellen wurden fr 10 min bei 1.200 x g sedimentiert und die Zellen in 100 ul 2x SDS-Ladepuffer
resuspendiert. Durch Zugabe von 1 pl Benzonase und Inkubation flr 10 min bei Raumtempe-
ratur wurden Nukleinsauren in der Probe abgebaut. Anschliellend wurden die Proteine bei 95
°C Uber 10 min denaturiert. Hierbei lagerten sich SDS-Molekile an das Aminosaure-Ruckgrat

der denaturierten Proteine, wodurch diese eine einheitliche negative Ladung erhielten.

Das Gel wurde anschlielend in die Laufkammer gespannt und mit Laufpuffer beschickt. Nach-
dem der Probenkamm entfernt wurde, wurde das Gel mit je 15 ul der entsprechenden Proben
beladen. Zusatzlich wurde eine Probentasche mit einem dem GréRenmarker PageRuler Plus
Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific) beladen. Die Auftrennung der Proben
erfolgte zunachst bei 50 V fur 15 min. Anschlielend wurden die Proben im Trenngel bei 120

V fur etwa 60 min aufgetrennt.
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Immunblot: Nach der GréRenauftrennung wurden die Proteine bei 20 V fir 30 min in einem
Semi-dry-Blot-System auf eine Polyvinylidenfluorid-Membran Ubertragen. Nach dem Protein-
transfer wurde die Membran zunachst fir 1 h mit 5 % Milchpulver in TBS-Puffer mit 0,1 %
Tween20 (TBST) inkubiert. Hierdurch sollten unspezifische Antikérperbindungen reduziert
werden. Die Membran wurde anschlieend fir 10 min in TBST-Puffer geschwenkt. Das anti-
MeV-H-Serum wurde in einer Verdinnung von 1:1000 in 5 % Milchpulver in TBST zu der
Membran gegeben und fir 60 min inkubiert. Nach drei Waschschritten in TBST-Puffer wurde
der sekundare Antikorper anti-Kaninchen-HRP in einer Verdinnung von 1:500 in 5 % Milch-
pulver in TBST auf die Membran gegeben. Nach 60 min Inkubationszeit wurde die Membran
dreimal gewaschen. Nach drei weiteren Waschschritten erfolgte die Detektion mit Chemo-

lumineszenz.

Der sekundare Antikérper war mit einer Meerrettich-Peroxidase gekoppelt. Durch Zugabe
einer Substratldsung kam es zur Chemolumineszenz, die mit einer Spezialkamera detektiert
werden konnte. Die Komponente A und B der Substratlésung (Super Signal® West Femto
Maximum Sensitivity mit Super Signal® West Pico chemiluminescent substrate, Thermo Fisher
Scientific) wurde in einem 1:5 Verhaltnis zusammengemischt und auf die Membran gegeben.
Die Chemolumineszenz wurde Uber eine CCD-Kamera mit einem LAS-3000-Gerat von Fujifilm
detektiert.

Zum Nachweis des zellularen Proteins B-Actin wurden die Antikdrper von der Membran gelost.
Die Membran wurde zweimal fiir jeweils 10 min in Strippingpuffer inkubiert. Nach drei Wasch-
schritten fir jeweils 10 min in TBST konnte erneut eine Antikérperfarbung durchgefihrt wer-
den. Im Wesentlichen erfolgte die Durchfiihrung wie oben beschrieben. Der primare Antikérper
anti-B-Actin aus der Maus wurde in einer 1:1000 Verdiinnung in TBST-Puffer verwendet. Der

sekundare Antikdrper anti-Maus-HRP wurde 1:3000 in 5 % Milchpulver in TBST eingesetzt.

RNA-Praparation aus infizierten Zellen: Der Nachweis der Expression der Transgene auf
Transkriptebene erfolgte durch RT-PCR aus infizierten MeWo-Zellen. MeWo-Zellen (1x10°
Zellen/Vertiefung) wurden in einer 6-Well-Platte ausgesat und am Folgetag mit 100 PFU/Well
des entsprechenden Virus infiziert. Die RNA-Isolierung erfolge mit dem RNeasy Mini Kit
(Qiagen). Drei Tage nach Infektion wurde das Kulturmedium von den Zellen abgesaugt und
die Zellen wurden einmalig mit 500 ul PBS gewaschen. AnschlieRend wurden 200 ul Buffer
RLT und 200 pl 70 % Ethanol hinzugeben und die Zellen vom GefaRRboden durch Auf- und
Abpipettieren geldst. Die Probe wurde in die mitgelieferten Saulen geben und wie bei allen
folgenden Zentrifugationsschritten fur 1 min bei 8000 x g zentrifugiert. Hierbei banden die
Nukleinsduren an das Saulenmaterial. Die DNA wurde durch eine DNase-Behandlung direkt
auf der Saule abgebaut. Zunachst wurden 350 yl RWI-Puffer auf die Saule gegeben und

abzentrifugiert. AnschlieRend erfolgte eine Inkubation der Sdulenmembran mit 80 ul DNasel

27



Material und Methoden

Incubation Mix fur 15 min bei Raumtemperatur. Durch Zugabe von 350 ul RWI-Puffer und
Zentrifugation wurde die DNase von der Membran geldst. Zwei Waschritte mit jeweils 500 pl
RPE-Puffer und anschlieRender Zentrifugation folgten. Zur Elution der RNA von der
Saulenmembran wurden 50 ul RNase-freies Wasser direkt auf die Membran gegeben und die

geldste RNA durch Zentrifugation in einem 1,5 ml Reaktionsgefald gesammelt.

Vor der weiteren Verwendung flr die Reverse Transkription erfolgte ein weiterer DNA-Abbau
mit Hilfe des RNeasy MiniElute Cleanup Kits. Zu 87,5 pl geléster RNA wurde 10 pl RDD-Puffer
und 2,5 ul DNasel geben und der Ansatz fir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. An-
schlielRend erfolgte eine Reinigung Gber das RNA Cleanup and Concentration Protokoll nach
Herstellerangaben. Mit dem Ziel einer méglichst hohen Reinheit der RNA erfolgte der DNase-

Verdau mit anschlieRender Reinigung der RNA insgesamt zweimal.

Reverse Transkription: Zum Nachweis viraler Transkripte wurde das RT2 First Strand Kit
(Qiagen) verwendet. In diesem Protokoll ist ein Abbau genomischer DNA durch eine DNase
integriert. Fur eine effiziente cDNA-Synthese wurden sowohl Oligo-dT Primer als auch random
Hexamer-Primer verwendet. Etwa 1 ug RNA wurde mit 2 pl GE-Puffer versetzt und mit RNase-
freiem Wasser auf 10 yl Gesamtvolumen aufgefillt (Ansatz 1). Im GE-Puffer war die DNase
erhalten. Bei 42 °C erfolgte flir 5 min der DNA-Abbau. Ein zweiter Ansatz wurde mit 4 pl 5x
BC3-Puffer, 2 ul RE3-RT-Mix und 3 ul RNase-freiem Wasser pipettiert (Ansatz 2). Die cDNA-
Synthese erfolgte durch Mischung von Ansatz 1 und Ansatz 2 und Inkubation flr 15 min bei
42 °C. Die enzymatische Aktivitat im Ansatz wurde durch eine Inkubation bei 95 °C fir 5 min
gestoppt. Der Ansatz wurde auf 100 pyl Gesamtvolumen mit RNase-freiem Wasser aufgeflillt
und bei -80 °C gelagert. Zur Kontrolle einer Kontamination der Probe mit genomischer DNA
wurde ebenfalls ein Ansatz ohne Zugabe Reverser Transkriptase mitgeflihrt. Der Nachweis
der Transkripte erfolgte anschlieliend durch eine Gen-spezifische PCR mit der Tag-

Polymerase.

Sanger-Sequenzierung: Zur Kontrolle der DNA-Sequenz verschiedener Zwischenkonstrukte
und der fertiggestellten BAC-Stamme wurden relevante Bereiche sequenziert. Hierflir wurde
die Methode nach Sanger genutzt. Durch Einbau von vier unterschiedlich fluoreszierenden
Didesoxynukleotiden wahrend einer Sequenz-PCR werden Kettenabbriiche erzeugt. Die ent-
standenen Fragmente haben unterschiedliche Langen und sind fluoreszenzmarkiert. Mit der
Kapillarelektrophorese kénnen die Fragmente aufgetrennt und das entsprechende Fluores-
zenzmuster nach Anregung durch einen Laser detektiert werden. Hierdurch kénnen DNA-

Sequenzen bis zu einer Lange von 200-500 Basenpaaren bestimmt werden.
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Zunachst wurde der Bereich, der spater sequenziert werden sollte, mit der Phusion-Polyme-
rase amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde anschlieRend Uber die Gelelektrophorese aufge-
trennt und die entsprechende Bande mit dem NucleoSpin Extract Il Kit (Macherey-Nagel) aus

dem Gel isoliert. Die Sequenzier-PCR wurde nach Tab. 5 angesetzt.

Tab. 5: Ansatz und Ablauf des PCR-Programmes zur Durchfiihrung der Sequenzier-PCR.

Ansatz zu 10 pl Ml Phase Temperatur [°C] Dauer  Wiederholungen
DANN 50 ng initiale Denaturierung 96 1 min 1x

BigDye-Mix 1 Denaturierung 96 10s \
Sequenzier-Puffer 1 Anlagerung 50 5s 24x

Spezifischer Primer 1 Elongation 60 4 min /

H20, DNase-frei ad 10

Nach der Sequenzier-PCR wurden die Ansatze bei -20 °C gelagert. Die Kapillarelektrophorese
erfolgte im Institut fur Klinische Molekularbiologie der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel.

Die Sequenzdaten wurden mit der Software Vector NTI (Thermo Fisher Scientific) analysiert.
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3. Ergebnisse

3.1 Klonierung der Expressionskassetten

3.1.1 Herstellung der Insertionskassetten fiir MeV-H und MeV-F

Zur Herstellung der Vektorviren wurden zuerst Insertionskassetten fir die Gene der Masern-
virus-Proteine Hamagglutinin und Fusionsprotein hergestellt. Dazu wurden zunachst Vero-
Zellen mit den Impfviren aus dem Lebend-Impfstoff Priorix® infiziert. Aus den infizierten Zellen
wurde die RNA isoliert und unter Verwendung von random-Hexamer-Primern eine cDNA-
Synthese durchgefiihrt. Aus der cDNA wurde mit spezifischen Oligonukleotiden sowohl das
Gen fur MeV-H (Primers HF2846/HF2847) als auch das Gen fur MeV-F (Primers HF2848/
HF2849) amplifiziert (Abb. 9). Die Oligonukleotide waren mit Schnittstellen fir Restriktions-

endonukleasen fur die anschlieBenden Klonierungsschritte versehen.

kb MeV-H MeV-F

O’SP

Abb. 9: PCR zur Amplifizierung der Masernvirusgene MeV-H und MeV-F aus cDNA. Nach reverser Trans-
kription mit unspezifischen random-Hexamer-Primern erfolgte die Amplifikation der Masernvirusgene MeV-H und
MeV-F mit Gen-spezifischen Primern. Die Elektrophorese erfolgte in 1-%-igem Agarosegel. Der GeneRuler DNA
Ladder Mix wurde als GréRenmarker verwendet. Erwartete FragmentgroRen und Primerpaare: MeV-H (HF2846/
2847), 1,9 kb; MeV-F (HF2848/2849), 1,7 kb.

Im Fall des MeV-F-Gens wurde durch die Auswahl der Primer die Erkennungssequenz fir die
Restriktionsendonuklease Nsil am 5'-Ende des Gens angefiigt. Nach Reinigung des Am-
plifikats und Verdau mit Nsil konnte das Gen mit Ligation zwischen die Pmel- und Pstl-Position
des Expressionsvektors pBS-PGK eingebracht werden. Hierdurch entstand die Expressions-
kassette mit dem MeV-F-Gen zwischen dem PGK-Promotor und PGK-Terminator. Nach der
Transformation in E. coli wurden vorhandene Kolonien mit der Kolonie-PCR und dem Primer-
paar HF238/2854 auf korrekte Insertion des MeV-F-Gens in das Plasmid getestet. Zur Uber-
prifung des Zwischenkonstruktes pBS-PGK-MeV-F erfolgte eine vollstandige Sequenzierung
des MeV-F-Gens mit Promotor und Terminator. Der Abgleich der Sequenz, mit der Sequenz-

datenbank (GenBank, Zugangs-Nummer: FJ211590.1) des National Center for Biotechnology
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Information (NCBI) ergab eine stille Mutation im 3‘-Bereich des MeV-F-Gens. Hierbei handelte
sich um einen Austausch von Adenosin nach Guanosin. Beide Basenkombinationen kodieren
als Triplet fur die Aminosaure Lysin. Ansonsten stimmte die ermittelte Sequenz vollstandig mit

der erwarteten DNA-Sequenz Uberein.

Als Vorbereitung auf die homologe Rekombination durch en-passage-Mutagenese wurde an
die XmadJl-Position innerhalb des Mev-F-Gens die KanR-Kassette eingesetzt. Nach der Trans-
formation des Ligationsansatzes in kompetente E.-coli-Zellen und Selektion auf Kan-haltigem
LB-Medium wurden positive Klone mit der Kolonie-PCR (HF1699/2855) identifiziert. Das
isolierte Plasmid wurde mit einer RFLP-Analyse untersucht und das erwartete Bandenmuster
konnte bestatigt werden (Abb. 10). Durch Auswahl der Primer konnten die Expressions-
kassetten nun in verschiedene Bereiche im vVOKA-BAC mit Hilfe der en-passant-Mutagenese
eingebracht werden.

kb pBS-PGK-MeV-F

Abb. 10: RFLP zur Uberpriifung des Zwischenkonstruktes pBS-PGK-MeV-F. Nach Plasmidpraparation erfolgte
ein Verdau mit den Restriktionsendonukleasen EcoRV und Ascl. Die Elektrophorese erfolgte in 1-%-igem Agarose-
gel. Der GeneRuler DNA Ladder Mix wurde als GréfRenmarker verwendet.

Zur Erstellung des Mev-H-Konstruktes wurde durch Auswahl der Primer wahrend der PCR
eine AvRII-Erkennungsstelle am 3'-Ende des Masernvirusgens angefiigt. Hiertiber konnte die
MeV-H-Sequenz durch Ligation zwischen dem CMV-Enhancer-Promotor und dem BGH-poly-
A-Signal des pcDNA-Vektors nach Verdau mit Nhel und Pmel eingebracht werden. Nach Liga-
tion wurden Plasmid-tragende Klone auf Ampicillin-haltigem LB-Agarplatten selektiert und mit
der Kolonie-PCR (HF 852/2853) positive Klone identifiziert. Zur Uberpriifung des Zwischen-
konstruktes pcDNA-MeV-H wurde eine Sequenzierung des MeV-H-Gens mit Promotor und
Polyadenylierungs-Signal durchgefiihrt. Der kodierende Bereich des MeV-H-Gens entsprach

vollstdndig der aus Datenbanken bekannten Sequenz (GenBank, Zugangs-Nummer:
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FJ211590.1). Stromabwarts des Stoppcodons und vor dem Polyadenylierungs-Signal wurde

eine nicht kodierende Insertion einer Cytosin-Base festgestellt.

Zur Vorbereitung der Insertion in das VOKA-BAC wurde die KanR mit dem Primerpaar HF2868/
2869 und pEP-KanR-S2 als Matrize in einer PCR amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde in ei-
nem Agarosegel aufgetrennt, gereinigt und anschlieRend ebenso wie der Vektor pcDNA-MeV-
H mit der Restriktionsendonuklease SnaBl verdaut. Nach einem erneuten Reinigungsschritt
erfolgte die Ligation und Transformation in den chemisch kompetenten E.-coli-Stamm DH5a.
Eine positive Selektion der gewlinschten Klone war durch Wachstum auf Kan- und Ampicillin-
haltigem Kulturmedium moglich. Nach Bestatigung mit Kolonie-PCR (HF 1439/1551) wurde
eine Plasmidpraparation durchgefiihrt und der Vektor anschlieend mit der RFLP-Analyse
bestatigt (Abb. 11). Die Expressionskassette im Plasmid pcDNA-MeV-H-KanR stand nun zur
Insertion in das VOKA-BAC zur Verfuigung. Die Klonierungsschritte zur Erstellung beider Ex-

pressionskassetten sind in Abb. 12 schematisch dargestellt.

pcDNA-MeV- H-KanR
kb Klon 1 Klon 2

Abb. 11: RFLP-Analyse des Zwischenkonstruktes pcDNA-MeV-H-KanR. Nach Plasmidpraparation erfolgte eine
Inkubation mit der Restriktionsendonukleasen Aval. Die Elektrophorese erfolgte in 1-%-igem Agarosegel. Der
GeneRuler DNA Ladder Mix wurde als Grolenmarker verwendet.
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Abb. 12: Klonierungsstrategie zur Erstellung der Expressionskassetten MeV-H-KanR und MeV-F-KanR. A
Klonierung des Expressionsvektors pBS-PGK-MeV-F-KanR. Die reverse Transkription der Masernvirus-RNA er-
folgte mit random-Hexamer-Primern. Aus der cDNA wurde mit spezifischen Primern die MeV-F-Sequenz amplifi-
ziert. Das PCR-Produkt wurde mit Nsil verdaut und durch Ligation in die multiple Klonierungsstelle des Vektors
pBS-PGK zwischen den PGK-Promotor und den PGK-Terminator eingebracht. Zur Vorbereitung der Insertion in
das VOKA-BAC Genom wurde die KanR amplifiziert und Uber die XmadJl-Erkennungssequenz in den Xmadl
verdauten Vektor pBS-PGK-MeV-F ligiert. Die Expressionskassette pBS-PGK-MeV-F-KanR konnte nun mit der en-
passant-Mutagenese in verschiedene Stellen des vVOKA-Genoms eingebracht werden. B Schematische Darstellung
des Expressionsvektors pcDNA-MeV-H-KanR. Das Masernvirusgen MeV-H liegt kloniert zwischen dem CMV-
Enhancer-Promotor und dem BGH-polyA-Signal vor. Die KanR-Kassette wurde (iber die SnaBI-Erkennungsstelle in
den Vektor eingebracht.
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3.1.2 Herstellung der Insertionskassette fiir RuV-E2E1

Vero-Zellen wurden mit den attenuierten Viren aus dem Priorix®-Lebendimpfstoff infiziert. Die
Virus-RNA wurde aus den infizierten Zellen isoliert. Die durch reverse Transkription gewonne-
ne cDNA diente als Ausgangsmaterial fir die spezifische Amplifikation der RuV-E2E1-Se-
quenz. Aufgrund der Grofie und des hohen GC-Gehaltes sollte das Gen in zwei Uberlappende
Fragmente geteilt und in aufeinanderfolgenden Schritten in den Expressionsvektor kloniert
werden. Hierzu bot sich eine singulare Nhel-Erkennungsstelle im Bereich der RuV-E1
Sequenz an. Nach der reversen Transkription wurde aus der cDNA die RuV-E2E1 kodierende
Sequenz in zwei Fragmenten amplifiziert (HF 2860/2862 und HF2861/2863) (Abb. 13). Beide
Fragmente Uberlappen in der singuldaren Nhel-Erkennungsstelle im RuVE1 kodierenden
Bereich.

kb RuV-E1 RuV-E2

1 —_—
e 4
—
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Abb. 13: PCR zur Amplifizierung der Rételnvirusgene RuV-E1 und RuV-E2 aus cDNA. Die virale RNA wurde
aus infizierten Vero-Zellen insoliert. Nach reverser Transkription mit random-Hexamer-Primern erfolgte die Ampli-
fikation der Rételnvirusgene RuV-E1 und RuV-E2 mit Gen-spezifischen Primern. Die Elektrophorese erfolgte in 1-
%-igem Agarosegel. Der GeneRuler DNA Ladder Mix wurde als GréRenmarker verwendet. Erwartete Fragment-
groRen und Primerpaare: RuV-E1 (HF 2861/2863), 1 kb; RuV-E2 (HF2860/2862), 1,4 kb.

Die Amplifikate wurden jeweils in die multiple Klonierungsstelle des Vektors pJET2.1blunt end
eingebracht und anschlie®end in chemisch-kompetente E. coli DH5a transformiert. Die positi-
ve Selektion Plasmid-tragender Klone erfolgte auf Ampicillin-haltigen LB-Agarplatten. Die Ko-
lonien wurden in einer Kolonie-PCR fir RuV-E2 mit den Primern HF 884/2841/2153 und fur
RuV-E1 mit den Primern HF 884/2843/2153 (Abb. 14) weiter untersucht.
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Abb. 14: Kolonie-PCR zur Uberpriifung der Transformation von pJET-RuV-E1 in E. coli DH5a. Hierbei wurden
drei Primer verwendet, damit beide Orientierungen des Inserts im Vektor dargestellt werden konnten (HF
884/HF2843/HF2153). Die Elektrophorese erfolgte in 1-%-igem Agarosegel. Der GeneRuler DNA Ladder Mix wurde
als GroRenmarker verwendet. Fragmentgré3en und Primerpaare: pJET-E1 (HF 884/2843), 416 bp; pJET-E1 (HF
2153/2843), 811 bp; pJET ohne Insert (HF884/2153), 525 bp.

Durch DNA-Sequenzierung der Plasmide pJET-RuV-E1 und pJET-RuV-E2 und Abgleich mit
der Datenbank (GenBank, NCBI) konnte die erfolgreiche Klonierung bestatigt werden. Durch
eine weitere PCR mit dem Primerpaar HF2860/2862 wurde das RuV-E2 Fragment aus dem
Transfervektor pJET-RuV-E2 ampilifiziert und hierdurch gleichzeitig eine Sacl-Erkennungsse-
quenz am 3'-Ende des PCR-Produkts angefligt. Durch Sacl-Verdau konnte das Fragment in
die multiple Klonierungsstelle des Vektors pORF zwischen den Promotor des Humanen T-
Zelleukamievirus sowie dem Terminator des Simianen Virus 40 inseriert werden. Nach Liga-
tion erfolgte eine positive Selektion Plasmid-tragender Klone auf Ampicillin-haltigem Medium.
Die Sequenz des Roételnvirusgens im Zwischenkonstrukt pORF-RuV-E2 wurde mit DNA-Se-

quenzierung bestatigt.

Das RuV-E1-Fragment wurde mit dem Primerpaar HF2861/2863 und pJET-RuV-E1 als Ma-
trize amplifiziert und hierdurch mit einer weiteren Nhel-Erkennungssequenz am 3'-Ende ver-
sehen. Durch Verdau mit Nhel und Ligation in den ebenfalls Nhel verdauten Vektor pORF-
RuV-E2 wurde die urspringliche Sequenz von RuV-E2E1 im Expressionsvektor wiederher-
gestellt. Der Ligationsansatz wurde in chemisch kompetente Bakterien (E. coli DH5a) trans-
formiert und Plasmid-tragende Klone wurden durch Ampicillin selektiert. Die erfolgreiche
Ligation wurde dann mit der Kolonie-PCR (HF665/2843) Uberprift. Anschliellend wurde die
Sequenz des Promotors des Roételnvirusgens RUVE2E1 und des Polyadenylierungs-Signals

mit DNA-Sequenzierung kontrolliert.

Zur Vorbereitung der Insertion der Expressionskassette in das VOKA-BAC wurde die KanR-
Kassette Uber die Sall-Position im Bereich der RuVE2 Sequenz eingebracht. Hierfir wurde
eine PCR mit dem Primerpaar HF 2927/2928 und dem Plasmid pEP-KanR-S2 durchgefihrt.

Das PCR-Produkt wurde in der Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und die gewiinschte
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Bande unter ultraviolettem Licht ausgeschnitten. Nach DNA-Isolierung aus dem Agarosegel
wurde sowohl das PCR-Produkt als auch der Vektor pORF-RuV-E2E1 mit der Restriktions-
endonuklease Sall verdaut. Nach erneuter Reinigung des Ligationsansatzes wurde das Pro-
dukt in chemisch kompetente E. coli DH5a transformiert. Die Selektion der gewlinschten Klone
erfolgte durch Zugabe von Ampicillin und Kan zum Kulturmedium. Die Klone wurden dann mit
der Kolonie-PCR Uberprift. Die Klonierungsschritte zur Erstellung der Expressionskassette
sind in Abb. 15 schematisch dargestellt. Der Vektor pPORF-RuV-E2E1-KanR stand nun fir die

Insertion in das vVOKA-BAC mit der en-passant-Mutagenese zur Verfiigung.

—| non structure protein (NSP) ORF H structure protein ORF }- RuV ss(+)RNA

=y sp g Nhe RT-PCR
— d—
2x PCR und Ligation
in pJET

pJET b pJET-E2 und pJET-E1

e PCR und Ligation in

pORF

4 PORF = pORF-RUV-E2

PCR und Ligation in
pORF-RuVE2

pORF-RuV-E2E1

Nhel

Abb. 15: Klonierungsstrategie zur Erstellung der Expressionskassette pORF-RuV-E2E1. Die reverse Trans-
kription der Rételnvirus-RNA erfolgte mit random-Hexamer-Primern. Die cDNA wurde zur Amplifikation zweier
Fragmente der kodierenden Sequenz mit Gen-spezifischen Primern genutzt (RuV-E2 und RuV-E1). Beide Frag-
mente Uberlappen im Bereich einer einzelnen Nhel- Erkennungssequenz im RuV-E1 kodierenden Bereich. Die
PCR-Produkte wurden jeweils in den Vektor pJET1,2 blunt kloniert. Eine zweite PCR wurde zur Ergédnzung einer
Sacl-Erkennungssequenz an dem RuV-E2 Fragment durchgefiihrt. Nach einem Restriktionsenzymverdau mit Sacl
wurde das RuV-E2-Fragment in die multiple Klonierungsstelle des Sacl-verdauten Vektors pORF zwischen den
Promotor des Humanen T-Zellleukamievirus (HTLV) und den Terminator des Simianen Virus 40 (SV40) eingefligt.
In einer weiteren PCR wurde eine zusatzliche Nhel-Erkennungssequenz an das 3-Ende des RuV-E1-Fragments
angeflgt. Das PCR-Produkt wurde mit Nhel behandelt und in den ebenfalls mit Nhel verdauten Vektor pPORF-RuV-
E2 ligiert. Zur Vorbereitung der Insertion in das vVOKA-BAC wurde eine KanR (iber eine Sall-Erkennungsstelle in die
Expressionskassette inseriert (nicht dargestellt).
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3.2 Gezielte Mutagenese des vVOKA-BACs

Die Expressionskassetten sollten unter Verwendung der en-passant-Mutagenese in das VZV-
Genom inseriert werden. Als Empfangerstamm sollte eine vVOKA-Deletionsmutante verwendet
werden. Nach Deletion von offenen Leserahmen aus dem BAC, die fir die Replikation in Zell-
kultur nicht essenziell sind, standen Deletionsvarianten zur Verfligung, die einerseits tber eine
erhéhte Aufnahmekapazitat von Fremd-DNA verfugten und anderseits potenziell ein reduzier-
tes Nebenwirkungspotenzial als Impfvirus aufwiesen. In der unique long region des VZV-Ge-
noms liegen ORF11, 12 und 13 aufeinanderfolgend vor. Durch Deletion dieses Genclusters ist
es maglich, drei in Zellkultur nicht essenzielle Leserahmen aus dem Genom zu entfernen und
das Genom dabei um 5,7 kb zu verkleinern. Daher sollten ORF11, 12 und 13 zunachst als ein

Cluster deletiert werden.

In Vorexperimenten konnte jedoch gezeigt werden, dass die Deletion von ORF11 zu einer
Verkleinerung der Plaquegréfie und signifikant reduzierten Replikationsfahigkeit des Virus in
Zellkultur fuhrt (Daten nicht publiziert). Damit aber in Zellkultur ausreichend replikationsfahiges
Virus produziert werden konnte, wurde daher auf die Deletion von ORF11 verzichtet und die
Deletionsmutanten pvOKAA13 und pvOKAA13/12 wurden als mdgliche Ausgangkandidaten

ausgewahlt.

Eine stabile Insertion und erfolgreiche Expression von Fremdgenen konnte im vOKA-Genom
unter anderem fir den Bereich zwischen ORF17 und 18 (Brunnemann et al., 2015) als auch
nach Deletion von ORF13 an gleicher Stelle (Somboonthum et al., 2007) nachgewiesen wer-
den. In dieser Arbeit wurden daher beide Insertionsstellen fir die Aufnahme der Expressions-

kassetten verwendet.

3.2.1 Herstellung der Deletionsmutante pvOKAA13

Zur Erstellung der Deletionsmutante pvOKAA13 wurde die KanR-Kassette aus dem Vektor
pEP-KanR-S2 mit dem Primerpaar HF2727/HF2728 amplifiziert. Durch Transformation in E.
coli GS1783 wurde das PCR-Amplifikat mit der ersten homologen Rekombination in das BAC
pvOKA inseriert, wodurch gleichzeitig der ORF13 deletiert wurde. Die Selektion erfolgte Uber
Kan. Die erste homologe Rekombination wurde mit Kolonie-PCR und RFLP-Analyse bestatigt.
Mit der zweiten Rekombination konnte die Fremdsequenz restlos aus dem VZV-BAC
pvOKAA13 entfernt werden. Nach Kolonie-PCR und RFLP-Analyse (Abb. 16) wurden die

Deletionsstelle und die flankierenden Bereiche durch DNA-Sequenzierung kontrolliert.
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3.2.2 Herstellung der Deletionsmutante pvOKAA13/12

Das BAC pvOKAA13 diente als Ausgangsstamm fiir die Deletion von ORF12. Die KanR- Kas-
sette des Vektors pEP-KanR-S2 wurde mit dem Primerpaar HF2725/HF2726 amplifiziert, in E.-
coli GS1783 elektroporiert und mit der ersten homologen Rekombination in das BAC
pvOKAA13 inseriert. Hierbei wurde gleichzeitig der ORF12 deletiert. Fir die Selektion wurden
Kan und Chloramphenicol verwendet. Erfolgreich transformierte Kolonien wurden mit der
Kolonie-PCR identifiziert und mit RFLP-Analyse bestatigt. Mit der zweiten Rekombination
konnte die KanR-Kassette aus dem VZV-BAC pvOKAA13/12 entfernt werden. Nach Kolonie-
PCR und RFLP-Analyse (Abb. 16) wurden die Deletionsstelle und die flankierenden Bereiche

durch DNA-Sequenzierung kontrolliert.
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Abb. 16: RFLP-Analyse zur Bestatigung der genomischen Struktur der Deletionsmutanten pvOKAA12,
pvOKAA13 und pvOKAA13/12. Klone, die in der Kolonie-PCR positiv getestet wurden, wurden mit der RFLP-
Analyse auf genomischer Ebene untersucht. Hierfir wurden aus inokulierten Flissigkulturen Plasmid-
Minipraparationen durchgefiihrt. Die gereinigte DNA wurde mit der Restriktionsendonuklease Pstl inkubiert. Die
Elektrophorese erfolgte in einem 0,6-%-igem Agarosegel. Der GeneRuler DNA Ladder Mix wurde als
Groflenmarker verwendet.
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3.2.3 Herstellung der Insertionsmutante pvOKAA13/12-MeV-H-F

Die Expressionskassette MeV-H-Kan® wurde mit dem Primerpaar HF2900/2901 und dem
Plasmid pcDNA-MeV-H-KanR amplifiziert und unter Selektionsdruck mit Kan-haltigem Medium
durch eine erste homologe Rekombination in das BAC pvOKAA13/12 inseriert. Der Inser-
tionsort lag zwischen ORF17 und ORF18. Nach Identifizierung positiver Kolonien mit der Ko-
lonie-PCR und Bestéatigung durch RFLP-Analyse wurde die KanR-Kassette in der zweiten ho-
mologen Rekombination vollstandig entfernt. Die korrekte Insertion des Expressionskassette
wurde erneut mit Kolonie-PCR, RFLP-Analyse (Abb. 17) und DNA-Sequenzierung Uberprift.

Pstl Pvull

pvOKAA13/12-MeV-H pvOKAA13/12-MeV-H

pvOKAA13/12-MeV-H-Kang
pvOKAA13/12-MeV-H-Kang
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Abb. 17: RFLP-Analyse von pvOKAA13/12-MeV-H. Klone, die in der Kolonie-PCR positiv getestet wurden, wur-
den mit der RFLP-Analyse untersucht. Hierfur wurden Plasmid-Minipraparationen durchgefiihrt. Die isolierte DNA
wurde mit der Restriktionsendonuklease Pstl bzw. Pvull inkubiert. Die Elektrophorese erfolgte in einem 0,6-%-igem
Agarosegel. Der GeneRuler DNA Ladder Mix wurde als GréRenmarker verwendet. Klone 2-10 zeigten das erwarte-
te Bandenmuster und wurden mit DNA-Sequenzierung bestatigt.
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Zusatzlich sollte ein BAC mit beiden Masernantigen-Expressionskassetten erstellt werden.
Das BAC pvOKAA13/12-MeV-H diente nun als Empfangerstamm fir die Expressionskassette
MeV-F-KanR. Die Masernvirussequenz wurde mit dem Primerpaar HF2902/2903 amplifiziert
und durch homologe Rekombination in das BAC pvOKAA13/12-MeV-H stromabwarts der
MeV-H-Kassette inseriert. Die Antibiotika-Resistenz-Kassette wurde im zweiten Rekombina-
tionsschritt entfernt. Auch die Uberpriifung dieses Konstruktes verlief bis hin zur Sequenzbe-
stimmung. Die Uberpriifung der korrekten Insertion erfolgte zunéchst mit der Kolonie-PCR. Die

hier positiven Klone wurden mit RFLP-Analyse (Abb. 18) und DNA-Sequenzierung getestet.
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Abb. 18: RFLP-Analyse von pvOKAA13/12-MeV-H-F. Klone, die in der Kolonie-PCR positiv getestet wurden,
wurden mit der RFLP-Analyse untersucht. Plasmid-DNA-Minipraparationen der positiven Kolonien wurde mit Hindlll
inkubiert. Die Elektrophorese erfolgte in einem 0,6-%-igem Agarosegel. Der GeneRuler DNA Ladder Mix wurde als
Groflenmarker verwendet. Alle Proben zeigten das erwartete Bandenmuster.
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3.2.4 Herstellung der Insertionsmutante pvOKAA13-MeV-H

Alternativ sollte die Expressionskassette MeV-H-KanR® statt zwischen ORF17 und 18 anstelle
des ORF13 in das BAC-Genom eingefligt werden. Als Ausgangstamm diente das BAC
pvOKAA13. Mit dem Primerpaar HF3086/3087 wurde in einer PCR die Expressionskassette
MeV-H-KanR von dem Plasmid pcDNA-MeV-H-KanR amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde
durch Transformation in den pvOKAA13 tragenden E.-coli-Stamm GS1783 transformiert. Klo-
ne der ersten homologen Rekombination konnten durch Selektion auf Kan-haltigem LB-Me-
dium selektiert werden. Die Uberpriifung der Klone erfolgte mit der Kolonie-PCR und der
RFLP-Analyse. Durch die zweite homologe Rekombination wurde die KanR-Kassette aus dem
BAC entfernt. Auch hier erfolgte eine Uberpriifung der Klone mit Kolonie-PCR und RFLP-Ana-
lyse (Abb. 19). Die Sequenz der Expressionskassette mit den flankierenden Bereichen wurde
abschlief3end durch eine DNA-Sequenzierung bestatigt. Das BAC pcDNA-MeV-H stand nun

fur die Rekonstitutionsexperimente zur Verfiigung.
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Abb. 19: RFLP zur Bestidtigung der genomischen Struktur der Insertionsmutante pvOKAA13-MeV-H. Nach
der Kolonie-PCR wurden positive Klone mit der RFLP-Analyse untersucht. Die BAC-DNA wurde mit Hindlll bzw.
Sall inkubiert. Die Elektrophorese erfolgte in einem 0,6-%-igem Agarosegel. Der GeneRuler DNA Ladder Mix wurde
als GroRenmarker verwendet. Samtliche getestete Klone zeigten das erwartete Bandenmuster.
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Erganzend sollte die MeV-F-KanR-Expressionskassette in das BAC pvOKAA13-MeV-H ein-
gebracht werden. Die Insertionsstelle lag direkt am 3‘-Ende der MeV-H-Expressionskassette.
Mit dem Primerpaar HF3164/3163 und dem Plasmid pBS-PGK-MeV-F-Kan® wurde eine PCR
durchgefiihrt. Nach Reinigung wurde das PCR-Produkt in den E.-coli-Stamm GS1783 mit dem
BAC pvOKAA13-MeV-H transformiert. Trotz mehrfacher Wiederholung der Transformation
konnten nach der ersten homologen Rekombination aber keine selektierbaren Klone isoliert

werden.

3.2.5 Herstellung der RuV-E2E1-Insertionsmutanten

Die Expressionskassette RuV-E2E1-KanR sollte zun&chst in das BAC pvOKAA13/12 zwischen
ORF17 und ORF18 inseriert werden. Hierflr wurde eine PCR mit dem Primerpaar HF2929/
2930 und dem Plasmid pORF-RuV-E2E1-KanR durchgefiihrt. Die Expressionskassette wurde
dann in den Bakterienstamm GS1783 mit dem BAC pvOKAA13/12 transformiert. Die erste
homologe Rekombination wurde mit Kolonie-PCR und RFLP-Analyse bestatigt. In der zweiten
Rekombination wurde die KanR aus dem BAC entfernt. Durch Sequenzierung der Expressions-
kassette wurde eine Deletion von vier aufeinanderfolgenden Nukleotiden im kodierenden Be-
reich festgestellt. Zur Wiederherstellung der urspriinglichen Nukleotidsequenz sollte die Dele-

tion mit der en-passant-Mutagenese riickgangig gemacht werden.

Hierfiir erfolge eine Amplifikation der KanR-Kassette mit dem Primerpaar HF3350/3351 und
dem Plasmid pEP-KanR-S2. Das PCR-Produkt wurde anschlieBend in den pvOKAA13/12-
RuV-E2E1 tragenden E.-coli-Stamm GS1783 transformiert. Die beiden homologe Rekombi-
nationsschritte wurden durchgefiihrt. Die Uberpriifung erfolgte mit Kolonie-PCR und RFLP-
Analyse. Mit der DNA-Sequenzierung konnte abschlieRend die erfolgreiche Wiederherstellung
nachgewiesen werden. Die RuV-E2-E1-Kassette und der flankierende Bereich konnten in ihrer
Richtigkeit bestatigt werden. Das BAC wurde pvOKAA13/12-RuV-E2E1-Mut benannt und

stand fiir Rekonstitutionsversuche zur Verfligung.

Zusatzlich sollte die Expressionskassette RuV-E2E1-Kan®R in die Position ORF13 des BAC
pvOKAA13 eingebracht werden. Hierflr erfolgte eine Amplifikation der Insertionskassette mit
dem Primerpaar HF3162/3163 und dem Plasmid pORF-RuV-E2E1-KanR. Trotz mehrfacher
Wiederholung gelang es aber schon nach der ersten Rekombination nicht, Kolonien auf Kan-

und Chloramphenicol-haltigem LB-Medium zu erhalten.
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Abb. 20: RFLP-Analayse nach erster homologer Rekombination der Insertionsmutante pvOKAA13/12-RuV-
E2E1-Mut-KanR. Nach der Kolonie-PCR wurden positive Klone mit der RFLP-Analyse untersucht. BAC-DNA wurde
mit EcoRV bzw. Hindlll inkubiert. Die Elektrophorese erfolgte in einem 0,6-%-igem Agarosegel. Der GeneRuler
DNA Ladder Mix wurde als Gré3enmarker verwendet.
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3.3 Virusrekonstitution aus BAC-DNA

Zur Untersuchung der Replikationseigenschaften und zum Nachweis der Expression viraler
Fremdgene sollten die veranderten BACs durch Lipofektion der permissiven Melanomzelllinie
MeWo rekonstituiert werden. Als Zeichen fiir eine erfolgreiche Virusrekonstitution zeigten sich
makroskopisch und mikroskopisch nach 5-7 d erste CPEs. Die adharenten Zellen wurden bis
zu einer maximalen Infektionsrate kultiviert, anschlieRend mit Trypsin von den KulturgefalRen
geldst und fur spatere Untersuchungen bei -80 °C gelagert. Von den Deletionsmutanten und
der Insertionsmutante ryOKAA13-MeV-H konnten replikationsfahige, rekombinante Viren re-
konstitutiert werden. Drei Insertionsmutanten konnten allerdings trotz vielfacher Wiederholun-
gen nicht rekonstitutiert werden. Zur besseren Ubersicht sind die Plasmid- und BAC-Konstruk-
te, sowie das replikationsfahige Virus, welches in dieser Arbeit hergestellt wurde, in Tab. 6

aufgefihrt.

Tab. 6: Liste der in dieser Arbeit erstellten Plasmidkonstrukte, BAC-Varianten und rekonstituierten Viren.

Expressionskassette Insertionsstelle Empfangerstamm BAC-Konstrukt Rekonstitution
MeV-H-KanR zwischen ORF17/18 pvOKAA13/12 pvOKAA13/12- nicht mdglich
MeV-H
MeV-H-KanR ORF13 pvOKAA13 pvOKAA13- replikationsfiahiges
MeV-H Virus
MeV-F-KanR 3’-Ende von MeV-H pvOKAA13/12- MeV- pvOKAA13/12- nicht mdglich
H MeV-H-F
MeV-F-KanR 3’-Ende von MeV-H pvOKAA13- keine Transforma- -
MeV-H tion mdglich
RuV-E2E1-KanR zwischen ORF17/18 pvOKAA13/12 pvOKAA13/12- nicht mdglich
RuV-E2E1-Mut
RuV-E2E1-KanR ORF13 pvOKAA13 keine Transforma- -
tion mdglich

3.4 Replikationskinetiken

Mit rvOKAA13MeV-H konnte in dieser Arbeit ein rekombinantes, replikationsfahiges Vektorvi-
rus rekonstituiert werden. Zunachst sollten die Replikationseigenschaften des rekombinanten
Virus untersucht werden. Dazu wurden Replikationskinetiken mit rvOKA sowie rvOKAA13 als
Kontrolle durchgefiihrt. Das Experiment wurde insgesamt dreimal in Quadruplikaten durchge-
fuhrt. Da der Titer des Inokulats in den aufgetauten Réhrchen schwanken kann, wurden die
Werte auch auf einen gemeinsamen Ausgangswert normalisiert. Die Insertionsmutante
rvOKAA13MeV-H zeigte im Vergleich zu den Kontrollstdmmen rvOKA und rvOKAA13 keine
relevant veranderte Replikationskinetik (Abb. 21 und 22). Somit kann von einer ausreichenden
Replikation des rekombinanten Virus in Zellkultur zur weiteren Charakterisierung ausgegan-

gen werden.
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Abb. 21: Replikationskinetik rvOKAA13MeV-H. Die Ergebnisse der Replikationskinetik stammen aus drei unab-
hangigen Experimenten, die jeweils als Quadruplikate durchgefiihrt wurden. Als Kontrolle dienten Viren der eben-
falls rekonstituierten Ausgangsstamme rvOKA und rvOKAA13. Die Zeit wurde in Tagen nach Infektion (dpi) ange-
geben.
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Abb. 22: Replikationskinetik ryOKAA13MeV-H, normalisiert. Aufgrund methodischer Ungenauigkeiten bei der
PFU-Bestimmung schwanken die Ausgangswerte an Tag 0. Zur Darstellung méglicher Unterschiede der Replika-
tionseigenschaften aufgrund unterschiedlicher Virustiter an Tag 0 wurden die Daten rechnerisch auf einen gleichen
Ausgangswert an Tag 0 normalisiert.
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3.5 DNA-Nachweis des MeV-H-Gens in infizierten MeWo-Zellen

Zum Nachweis der Deletion von ORF13 und der Insertion von MeV-H in dem rekonstituierten
Virus wurden Zelllysate aus infizierten MeWo-Zellen hergestellt. Vier Primerpaare wurden aus-
gewahlt. Zunachst wurde mit HF3214/2852 zum Nachweis der Insertion in das VZV-Genom
ein Bereich aus dem MeV-H-Gen amplifiziert. Zur Dokumentation der ORF13-Deletion im re-
konstituierten Virus wurde auch hier ein Bereich aus dem entsprechenden Leserahmen
amplifiziert (HF1015/1053). Zum Nachweis von VZV-DNA in den Proben wurde ein separater
Bereich aus dem ORF30 amplifiziert (HF1214/1215). Als zellulare Kontrolle wurde ein Teil des
GAPDH-Gens amplifiziert (HF3211/3212). Ein Signal fir ORF13 konnte lediglich im Ausgangs-
stamm rvOKA nachgewiesen werden. In der Deletionsmutante ryOKAA13 und der Insertions-
mutante fehlte das Signal, was das Fehlen des ORF13 auch im rekonstituierten Virus bestatigt.
Im Zelllysat von mit rvOKAA13-MeV-H infizierten MeWo-Zellen konnte das MeV-H-Signal

nachgewiesen werden (Abb. 23).
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Abb. 23: Nachweis der MeV-H-DNA in infizierten Zellen. Die DNA wurde aus Zelllysaten infizierter MeWo-Zellen
isoliert und mit einer PCR fur das MeV-H Gen und den ORF13 amplifiziert. Als Virus-Kontrolle diente ORF30 und
als Zellkontrolle GAPDH. Die Elektrophorese erfolgte in einem 1-%-igem Agarosegel. Der GeneRuler DNA Ladder
Mix wurde als GroRenmarker verwendet. Erwartete Fragmentgréfen und Primerpaare: MeV-H-Gen (HF3214/
2852), 264 bp; ORF13 (HF1015/1053), 250 bp; ORF30 (HF1214/1215), 271 bp; GAPDH (HF3211/ 3212), 600 bp.
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3.6 Transkriptnachweis des MeV-H-Gens in infizierten MeWo-Zellen

Die Expression des Masernantigens in rvOKAA13-MeV-H wurde sowohl auf Transkript- als
auch auf Translationsebene Uberprift. Der Transkriptnachweis erfolgte mit der RT-PCR.
Hierfir wurden MeWo-Zellen mit den rekombinanten Viren infiziert. Drei Tage nach der Infek-
tion wurde die RNA isoliert. Die cDNA-Synthese erfolgte mit dem RT2-FirstStrand Kit. Zum
Nachweis der Transgenexpression wurde die cDNA verschiedenen PCR-Ansatzen zugeflhrt.
Der Nachweis des GAPDH-Transkriptes diente als zellulare Positivkontrolle. Die Negativ-Kon-
trollen dienten dem Ausschluss falsch-positiver Ergebnisse aufgrund einer etwaigen DNA-
Kontamination. In der Probe der Insertionsmutante zeigte sich mit den Primerpaar HF3214/
2852 zum Nachweis des MeV-H-Transkriptes eine Bande auf der erwarteten Position von 264
bp (Abb. 24). Hiermit konnte die Transkription des MeV-H-Gens in mit vOKAA13-MeV-H infi-

zierten MeWo-Zellen bestatigt werden.

rvOKA
Kb HEO mock NAO1}:<3A A13-MeV-H
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Abb. 24: RT-PCR zum Nachweis des MeV-H Transkriptes. Die RNA wurde aus infizierten MeWo-Zellen isoliert.
Als zellulare Kontrolle wurde ein Abschnitt des GAPDH-Gens amplifiziert. Zum Ausschluss falsch-positiver Ergeb-
nisse aufgrund etwaiger DNA-Kontamination in den Proben dienten Negativ-Kontrollen vor Reverser Transkription
(RT -). Die Elektrophorese erfolgte in einem 1-%-igem Agarosegel. Der GeneRuler DNA Ladder Mix wurde als
GroRenmarker verwendet. Erwartete FragmentgroRen und Primerpaare: MeV-H-Transkript (HF3214/ 2852), 264
bp; GAPDH (HF3211/3212), 600 bp.
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3.7 Nachweis der MeV-H-Proteinexpression in infizierten MeWo-Zellen
3.7.1 Nachweis der Proteinexpression durch Inmunfluoreszenz

Die Translation des MeV-H-Gens sollte mit der Immunfluoreszenz nachgewiesen werden.
Zunachst wurden MeWo-Zellen in 24-well-Platten ausgesat und mit rvOKAA13-MeV-H infiziert.
Als Kontrolle dienten nicht infizierte, mit rvOKA infizierte und mit rvOKAA13 MeWo-Zellen.
Nach drei Tagen wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert. Mit der Immunfluoreszenz soll-
ten das VZV-spezifische Glykoprotein gE und das Hamagglutinin des Maservirus MeV-H nach-
gewiesen werden. Der Nachweis des VZV gE erfolgte mit einem gE-spezifischen Maus-Anti-
korper. Als sekundarer Antikorper diente anti-Maus-AlexaFluor488. AnschlieRend konnte die

Fluoreszenz mikroskopisch detektiert und dokumentiert werden (Abb. 25).

Uberlagerung

Hoechst33342 /
Durchlicht Hoechst33342 anti-VZV-gE anti-vVZV gE

Abb. 25: Immunfluoreszenz zum Nachweis des VZV-spezifischen gE in infizierten MeWo-Zellen. MeWo-
Zellen wurden mit dem rekombinanten Virus ryOKAA13-MeV-H infiziert. Als Kontrolle dienten nicht-infizierte Zellen
sowie MeWo-Zellen, die mit rvOKA, und rvOKAA13 infiziert wurden. Nach 3 d wurden die Zellen fixiert und per-
meabilisiert. VZV spezifischer Nachweis: Maus anti-VZV-gE und AlexaFluor488 anti-Maus.

Zum Nachweis des MeV-H-Proteins diente ein polyklonales anti-MeV-H Kaninchenserum, das

durch Frau Prof. Dr. Sibylle Schneider Schaulies aus Wirzburg zur Verfligung gestellt wurde.
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Als sekundarer Antikorper wurde anti-Kaninchen-AlexaFluor488 gewahlt. Der Zellkern wurde

mit dem interkalierenden Flureszenzfarbstoff Hoechst33342 gefarbt.

Zur Dokumentation der Ergebnisse wurden Fotos der CPEs mit einem Fluoreszenzmikroskop
angefertigt. In allen infizierten Zellen konnte ein Signal fir den VZV IgE-Antikbrper nachgewie-
sen werden, welches bei den nicht-infizierten Zellen fehlte. Zum Nachweis des MeV-H-Pro-
teins zeigte sich die erwartete griine Fluoreszenz deutlich in den CPEs von rvOKAA13-MeV-
H infizierten MeWo-Zellen (Abb. 26). Somit konnte auch die Expression des Masernvirus-Ham-
agglutinin durch das rekombinante VZV nachgewiesen werden. Eine klare morphologische
Zuordnung des Expressionsortes ist aufgrund der Uberlagerung mehrerer Zelllagen in diesem

Versuch aber nicht méglich.

Uberlagerung
Hoechst33342/anti
Durchlicht Hoechst33342 anti-MeV-H-Serum -MeV-H-Serum

rvOKAA13-MeV-H

Abb. 26: Immunfluoreszenz zum Nachweis des MeV-H Proteins in infizierten MeWo-Zellen. MeWo-Zellen
wurden mit dem rekombinanten Virus ryOKAA13-MeV-H infiziert. Als Kontrolle dienten nicht-infizierte Zellen sowie
MeWo-Zellen, die mit vOKA, und rvOKAA13 infiziert wurden. Nach 3 d wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert.
Zum Nachweis des MeV-H Proteins wurde ein Kaninchen-anti-H-Serum verwendet, das von Prof. Dr. Sibylle
Schneider-Schaulies zur Verfligung gestellt wurde. Als sekundarer Antikérper diente anti-Kaninchen-AlexaFluor-
488.
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3.7.2 Nachweis der Proteinexpression durch Immunblot

Fir den zusatzlichen Nachweis der Fremd-Proteinexpression und zur Bestimmung der mole-
kularen ProteingréRe erfolgte die Immunblot-Untersuchung. Hierfir wurden MeWo-Zellen mit
rvOKAA13 und rvOKAA13-MeV-H infiziert. Drei Tage nach der Infektion wurden die Zellen
lysiert und die Proteine wurden mit Elektrophorese in einem Polyacrylamidgel unter denatu-
rierenden Bedingungen aufgetrennt. Die Proteine wurden anschlieRend in einem semi-dry-
Blot-System auf eine Polyvinylidenfluorid-Membran Ubertragen. Zum Nachweis des H-Pro-
teins diente das MeV-H-Serum, zur Detektion wurde der sekundare Antikdrper anti-Kaninchen-
HRP verwendet. Dieser konnte durch ein Chemolumineszenz-Substrat nachgewiesen werden
(Abb. 27).

Als zelluldre Kontrolle diente eine Farbung von B-Actin. Hierbei konnte in allen Proben eine
ausreichende Beladung mit zellularen Proteinen dokumentiert werden. Eine spezifische Bande
konnte fir rvOKAA13-MeV-H mit dem H-Serum auf Hohe von 69 kDa detektiert werden, wel-
ches der erwarteten molekularen Masse des MeV-H Proteins entspricht. Diese Bande fehlte
in den Ubrigen Ansatzen. Hiermit konnte die Expression des Masernvirus-Hamagglutinin durch
den rekombinanten VZV-OKA-Vektor rvOKAA13-MeV-H nachgewiesen werden. Die hier be-
stimmte molekulare Masse von etwa 69 kDa entspricht der GroRe des natirlich vorkommen-

den Masernproteins.

rvOKA rvOKA

kDa mock A13  A13-MeV-H

100= S

55 = .

55m=

A | anti-3-Actin

35 m

25w

Abb. 27: Westernblot zum Nachweis des MeV-H-Proteins in infizierten MeWo-Zellen. Zur primaren Farbung
des MeV-H-Proteins diente ein Kaninchen-Antiserum gegen-MeV-H, das von Prof. Dr. Sibylle Schneider-Schaulies
aus Wirzburg zur Verfligung gestellt wurde. Als zellulare Kontrolle diente 3-Actin. Zur Detektion wurden sekundare,
HRP-gekoppelte Antikérper verwendet. Der PageRuler Plus Prestained Protein Ladder wurde als Grolkenmarker
genutzt. Erwartete Molekularmassen: MeV-H 69 kDa; B-Actin 42 kDa.
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4. Diskussion

Die Entwicklung und Verwendung von Impfstoffen fiihrte zu einem massiven Rickgang der
Inzidenz verschiedener impfpraventabler Infektionserkrankungen (Roush et al., 2007) und er-
moglichte im Jahr 1978 die weltweite Eradikation der Pocken (Strassburg, 1982). Grundlegend
fur die Entwicklung von Impfstoffen waren die Impfversuche, die Edward Jenner bereits im 18.
Jahrhundert mit Kuhpocken durchfiihrte und die bei dem Geimpften eine Immunitat gegen die
Pocken erzeugten (Jenner, 1798). Seither wurden neben passiven Immunisierungen zahlrei-
che Impfstoffe zur aktiven Immunisierung hergestellt. Im Wesentlichen handelt es sich hierbei
um Tot- oder um Lebendimpfstoffe in Form attenuierter Viren. Aktuell stehen die Polioviren,
das Masernvirus und das Rételnvirus im Zentrum der Eliminationsstrategien der Weltge-

sundheitsorganisation.

41 Rekombinante Vektorimpfstoffe

Gegen eine Vielzahl von Infektionserregern konnten auf konventionellem Weg jedoch keine
wirksamen Impfstoffe hergestellt werden. Ein neuerer Ansatz ist dafiir die Herstellung rekom-
binanter Impfvektoren, die nach Applikation zu einer intrazellularen Expression immunrele-
vanter Antigene des entsprechenden Erregers fiihren (Koff & Schenkelberg, 2019). Diese
Herangehensweise bietet verschiedene Vorteile. So kénnen einzelne fur die Auslésung einer
Immunantwort relevanter Antigene eines Erregers ausgewahlt werden. Hierdurch ist bei be-
sonders pathogenen Erregern das Risiko einer Verbreitung und Erkrankung durch Rickmu-
tationen des attenuierten Erregers ausgeschlossen. Zusatzlich verspricht eine Expression des
Antigens im Rahmen der Replikation des Impfvirus eine stabilere zellulare und humorale Ant-

wort des Immunsystems als bei einem Totimpfstoff.

Das Paradigma flr die Anwendung einer rekombinanten, Impfvektor-basierten Vakzine beim
Menschen ist der Ebola-Impfstoff Ervebo® (rVSV-EBOV) der Firma MSD. Hierbei handelt es
sich um ein rekombinantes Vesikulares-Stomatitis-Virus, bei dem das Glykoprotein der VSV-
Virushille entfernt und nach dem Prinzip der Pseudotypisierung durch das Oberflachen-
Glykoprotein des Zaire-Ebola-Virus ersetzt wurde (Geisbert & Feldmann, 2011). Im Rahmen
des bisher schwersten Ebola-Ausbruchs im Jahr 2014 wurde der Impfstoff erstmalig bei
Menschen im Rahmen klinischer Studien getestet und zeigte eine vollstandige Schutzwirkung
in Riegelungs-Ringimpfungen bei moderatem Nebenwirkungsprofil (Callendret et al., 2018;
Henao-Restrepo et al., 2017; Regules et al., 2017). Das Nutzen-Risiko-Verhaltnis wurde an-
schliefend von der Global Advisory Committee on Vaccine Safety der Weltgesundheitsorga-

nisation als positiv bewertet und ein weiterer Einsatz bei einem erneuten Ebola-Ausbruch im
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Jahr 2018 befurwortet (World-Health Organization, 2019). Die Europaische Arzneimittel-Agen-

tur liel 2019 Ervebo® unter Vorbehalt zu.

Dasselbe Prinzip stellte sich flir das Spike-Protein des mit dem Schweren Atemnotsyndrom
assoziierten Coronavirus Typ 2 aber als nicht funktionell heraus. Bei diesem neuen pandemi-
schen Erreger kommen bisher auch zwei in der Europdischen Union zugelassene unabhangig
entwickelte, rekombinante, replikationsdefekte Adenovirusvektor-Impfstoffe zum Einsatz, mit
hoher Wirksamkeit, aber mit sehr seltenen, relevanten unerwiinschten Nebenwirkungen im
Bereich der Blutgerinnung. Der Impfstoff Vaxzevria® von Astra-Zeneca basiert auf einem an
der Universitat Oxford entwickelten, replikationsdefekten Schimpansen-Adenovirusvektor und
erfordert zwei Impfungen im Intervall zur vollstandigen Impfung (Ramasamy et al., 2021). Der
Impfstoff COVID-19 Vaccine Janssen wurde von Johnson & Johnson entwickelt, nutzt das
menschliche Adenovirus 26 als replikationsdefekten Vektor und genligt zur vollstandigen
Impfung als Einzeldosis (Sadoff et al., 2021). Der in der Europaischen Union noch nicht zuge-
lassene Adenovirus-Impfstoff Sputnik V aus russischer Entwicklung verwendet zwei unter-
schiedliche replikationsdefekte Adenovirusvektoren flr zwei Injektionen. Erstmals kommen
also im Rahmen der Coronavirus-Pandemie rekombinante, replikationsdefekte Impfstoffe bei
Massenimpfungen zum Einsatz und weitere Vektor-Impfstoffe befinden sich in der Entwick-

lung.

4.2 Varicella-Zoster-Virus als Impfvektor

Bereits seit vielen Jahren werden einige weitere Viren als Impfvektoren getestet. VZV bietet
bezogen auf eine spatere klinische Anwendung viele Vorteile (Gray, 2013). Die Grélke des
Genoms von 125 kb im Vergleich zu kleineren viralen Genomen bietet ausreichend Kapazitat
zur Aufnahme von Fremdsequenzen, was insbesondere fir die Erstellung polyvalenter re-
kombinanter Impfstoffe von Bedeutung ist. Zudem konnte in Experimenten gezeigt werden,
dass die Expression ein Spleif’en der Fremdgene sowie posttranslationale Modifikationen
entsprechend einer naturlichen Infektion ermdglicht und somit potenziell eine hohe Immuno-
genitat erzeugt (Heineman et al., 2004). Durch Replikation des Impfvektors sowie durch die
VZV-spezifischen, subklinischen Reaktivierungen aus der Latenz und der damit einher-
gehenden, wiederholten Prasentation der Fremdantigene ist eine andauernde Immunantwort

anzunehmen (Schinemann et al., 1998).

Nicht zuletzt ist die Anwendung replikationsfahiger Viren auch mit einem Risiko der Uber-
tragung und ggf. Erkrankung durch den Vektor verbunden. Eine entscheidende Anforderung
an den Impfvektor ist daher die Sicherheit. Im Falle von VZV gibt es mit vVOKA einen

Impfstamm mit sehr gutem Risikoprofil und ausreichender Erfahrung in der klinischen Praxis.
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Tab. 7: Ubersicht iiber virale Gene in VZV-Impfvektor-Varianten.

Virus Virusantigen Immunantwort (Tiermodell) Quelle
Epstein-Barr-Virus  gp350 nicht getestet Lowe et al., 1987
Hepatitis-B-Virus HBs-Antigen Antikérper-Produktion gegen HBs- Shiraki & Takahara, 1993
Antigen
Herpes-Simplex- gD neutralisierende Antikorper, abge- Heineman et al., 1995
Virus Typ 2 schwachter Verlauf der Infektion bei
Meerschweinchen
Herpes-Simplex- gD und gB neutralisierende Antikdrper, milderer Heineman et al., 2004
Virus Typ 2 Verlauf einer Infektion bei Meerschwein-
chen

Humanes Immun-  env-Glykoprotein humorale und zellulare Immunantwort Shiraki et al., 2001
defizienz-Virus

Mumpsvirus Hamagglutinin- neutralisierende Antikorper gegen Somboonthum et al., 2007
Neuraminidase Mumps

Mumpsvirus Hamagglutinin- und neutralisierende Antikdrper auch gegen  Matsuura et al., 2013
Fusions-Protein F-Protein

Respiratorisches Fusions- humorale Immunantwort bei Meer- Murakami et al., 2015

Syncytialvirus Glykoprotein schweinchen

Simianes Immun-  gp160 neutralisierende Antikorper, verstarkte Staprans et al., 2004

defizienz-Virus Infektion bei Affen

In verschiedenen vorklinischen Experimenten wurden unterschiedliche heterologe Gene flr
virale Antigene in das VZV-Genom mit dem Ziel eingebracht, die Virusantigene nach Infektion
zu exprimieren und eine Immunantwort zu induzieren (Tab. 7). Hierbei wurden unter anderem
Vertreter der Herpesviren ausgewahlt. Das Glykoprotein gp380 aus dem Epstein-Barr-Virus
konnte in Zellkultur erfolgreich exprimiert werden. Tierversuche wurden allerdings nicht durch-
geflhrt (Lowe et al., 1987). Mit der Expression des viraler Antigene gD und gB des Herpes-
Simplex-Virus Typ 2 konnte bei Meerschweinchen die Bildung neutralisierender Antikdrper
sowie ein abgeschwachter Infektionsverlauf beobachtet werden (Heineman et al., 1995;
Heineman et al., 2004).

Bei zwei Konstrukten wurden Antigene von Lentiviren verwendet. Die Expression des Env-
Glykoproteins des Humanen Immundefizienz-Virus flhrte zur Ausbildung einer humoralen und
zellularen Immunantwort nach Infektion von Meerschweinchen (Shiraki et al., 2001). Ein
weiteres Konstrukt fihrte zur Expression des aus dem Simianen Immundefizienz-Virus stam-
menden Antigens gp160. Nach intramuskularer Applikation bei Rhesus-Affen konnten Antikor-
per, allerdings ohne neutralisierende Wirkung detektiert werden. Eine zellulare Immunantwort
blieb aus. Erstaunlicherweise konnte nach Impfung eine erhéhte Virusreplikation und ein ra-
scherer Progress zur Immundefizienz festgestellt werden (Staprans et al., 2004). Als mdgliche
Ursache diskutierten die Autoren eine ineffiziente Replikation des rekombinanten Impfvektors
in Gewebe der Rhesusaffen, sowie eine erhdhte CD4-Zellproliferation, die eine Virusreplika-

tion begunstigte.
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Rekombinantes VZV, welches das Hepatitis-B-Virus-Oberflachenantigen HBsAg exprimierte,
konnte ebenfalls eine humorale Immunantwort im Tiermodell induzieren (Shiraki & Takahara,
1993). Auch gegen das Fusions-Glykoprotein des Respiratorischen Syncytial-Virus konnten
mit Hilfe eines rekombinanten VZV-Impfvektors Antikérper bei Meerschweinchen gebildet

werden (Murakami et al., 2015).

Eine japanische Arbeitsgruppe beschaftigte sich mit der Herstellung eines VZV-basierten
Impfvektors gegen das Mumpsvirus. Zunachst wurde ein Impfstamm generiert, der das Ober-
flachenantigen Hamagglutinin-Neuraminidase exprimierte. In Impfexperimenten mit Meer-
schweinchen konnten neutralisierende Antikdrper nachgewiesen werden (Somboonthum et
al., 2007). Der Impfvektor wurde anschlieiend um ein weiteres Mumpsvirus-Antigen, das F-
Protein erweitert, das ebenfalls zur Ausbildung einer humoralen Immunantwort flhrte
(Matsuura et al., 2013).

4.3 Weiterentwicklung des Varicella-Zoster-Virus als Impfvektor

In dieser Arbeit sollten basierend auf dem VZV Impfstamm vOKA rekombinante, polyvalente
potenzielle Impfviren erstellt werden. Hierfiir wurden Expressionskassetten hergestellt, welche
die impfrelevanten Oberflachenantigene des Masern- und des Rételnvirus enthielten. Diese
Kassetten sollten anschliefend in den VZV vOKA-Stamm mittels en-passant-Mutagenese
eingebracht werden und nach Transfektion permissiver Zellen sollte replikationsfahiges Virus

rekonstituiert werden.

Drei verschiedene Expressionskassetten konnten in Transfervektoren erfolgreich kloniert
werden. Der Vektor pcDNA-MeV-H besall den Leserahmen fir das Masernvirus-Antigen
Hamagglutinin, der zwischen CMV-Enhancer-Promotor und dem BGH-Polyadenylierungs-
Signal positioniert wurde. Das zweite, impfrelevante Masernvirus-Gen flr das Fusionsprotein
wurde in den Vektor pBS-PGK-MeV-F kloniert. Die Masernvirus-Antigene kdnnten somit ein-
zeln oder auch gemeinsam in einen Impfvektor eingebracht werden. Die fir das Rételnvirus
bekannten immunogenen Antigene RuV-E2 und RuV-E1 wurden entsprechend der Struktur
im Virusgenom als ein Gen zwischen den Promotor des Humanen T-Zellleukdmievirus und
das Polyadenylierungs-Signal des Simianen Virus 40 kloniert. In vivo wird nach Infektion einer
Zelle durch das Rételnvirus das E2- und E1-Protein als Polyprotein translatiert und an-
schlieBend durch zellulare Peptidasen in die funktionalen Einzelproteine gespalten (Oker-Blom
et al., 1984). Durch Ausnutzen dieses natlrlichen Mechanismus konnten beide Proteine unter
Verwendung eines Promotors und eines Terminators im Impfvektor transkribiert werden. Hier-
durch kann die Fremdsequenz im Impfvektor geringgehalten werden. Durch die Anwendung

homologer Rekombinationen bei der en-passant-Mutagenese mussten repetitive Sequenzen
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vermieden werden, die zu ungewollten Rekombinationsereignissen fihren kénnten. Daher
sollten die viralen Fremdgene in den Expressionskassetten unter Kontrolle unterschiedlicher
Promotor- und Terminatorsequenzen exprimiert werden. Unter Verwendung der in dieser Ar-
beit erstellten Expressionskassetten wirden sich vier impfrelevante Antigene von zwei Viren
unter Kontrolle von drei Promotor und Terminatorpaaren in einem polyvalenten Impfvektor ex-
primieren lassen kénnen. Zum Ausschluss etwaiger zwischenzeitlicher Veranderungen wur-
den die Zwischenkonstrukte der Expressionskassetten ebenfalls auf verschiedenen Ebenen
kontrolliert und abschliefiend wurde der Bereich des Fremdgens und der Promotor- und Ter-

minatorabschnitte sequenziert und fir korrekt befunden.

Im Rahmen der Sequenzierung der MeV-F-Kassette wurde allerdings eine Mutation im 3*-
Bereich des MeV-F-Gens nachgewiesen. Eine Adenosinbase war in der Expressionskassette
durch eine Guanosinbase ausgetauscht. Hierbei handelte es sich um eine stille Mutation, da
beide Varianten des Codons in die Aminosaure Lysin translatiert werden. Aufgrund der identi-
schen Sequenz des Proteins wurde die Kassette fur die folgenden Experimente weiterverwen-
det. Im Fall einer relevanten Mutation hatte auf dieser Ebene eine gerichtete Rickmutation
durch homologe Rekombination in mehreren Schritten durchgefihrt und damit die urspriinglich

beabsichtigte Sequenz wiederhergestellt werden kénnen.

Die Expressionskassetten sollten in vVOKA-BACs eingebracht werden. Als Empfangerstamm
dienten unterschiedliche vOKA-Deletionsvarianten und Insertionsstellen im vOKA-Genom.
Hierfiir wurde zunachst ein Cluster aus drei, in vitro nicht essenziellen, offenen Leserahmen
ausgewahlt (ORF11-13). In Vorexperimenten konnte jedoch gezeigt werden, dass eine Dele-
tion von ORF11 zu einer Verkleinerung der PlaquegrdfRe und reduzierten Replikationsfahigkeit
des Virus in Zellkultur fihrt (Daten nicht publiziert). ORF11 kodiert fir ein RNA-bindendes
Protein im Virustegument. Die Replikation in menschlicher Haut in SCID-Maus-Xenograft-
Experimenten zeigte eine deutlich eingeschrankte Replikation der ORF11-Deletionsmutante.
Interessanterweise wurden in Zellkulturexperimenten bisher aber keine wesentlichen Unter-

schiede der Replikationsfahigkeit nachgewiesen (Che et al., 2008; Zhang et al., 2010).

Zur Sicherstellung, damit in vitro ausreichend replikationsfahiges Virus erhalten werden kann,
wurde aufgrund der Vorexperimente bei dem Empfangerstamm dennoch auf eine Deletion von
ORF11 verzichtet. Daher wurden nur ORF13 und ORF12 deletiert. Die Deletionsmutanten
pvOKAA13 und pvOKAA13/12 wurden hinsichtlich zahlreicher Aspekte bis hin zur Sequenzie-
rung der Deletionsstelle und deren Umfeld Uberprift und standen nun als Empfangerstamme

zur Verfugung.
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Perspektivisch soll eine Deletionsvariante angestrebt werden, die durch Deletion samtlicher in
vitro nicht essenziellen Leserahmen zum einen eine erhdhte Aufnahmekapazitat fir Fremd-
gene und anderseits moglicherweise in vivo ein geringeres Nebenwirkungsprofil aufweist. Die-
ser Minimalvektor wurde parallel zu den Arbeiten flr dieses Projekt erstellt und stand deshalb
noch nicht als Empfangerstamm zur Verfligung (Vogt, 2014; Taher, 2014). Die Expressions-
kassetten kénnen jedoch durch Verwendung der en-passant-Mutagenese in verschiedene
vOKA-BACs eingebracht werden und stehen somit zur Insertion in verschiedene Deletions-

varianten zur Verfligung.

Als Insertionsort wurden zwei Varianten getestet. Eine Insertion zwischen ORF17 und ORF18
erfolgte in den BAC-Varianten pvOKAA13/12-MeV-H und pvOKAA13/12-RuVE2E1. Eine Re-
konstitution von replikationsfahigem Virus in humanen MeWo-Zellen gelang trotz mehrfacher
Wiederholung und Variation der Rekonstitutionsbedingungen aber nicht. Entsprechend durfte

diese Position fur die Insertion von heterologen Genen weniger gut geeignet sein.

Die MeV-H-Kassette wurde aber zusatzlich in den deletierten Bereich von pvOKAA13 einge-
bracht. Nach Uberpriifung der BAC-Variante konnte replikationsfahiges Virus gewonnen wer-
den. Bereits zuvor flhrte an selber Stelle eine Insertion der Mumpsvirusgene zu einer erfolg-
reichen Expression der Fremdgene (Somboonthum et al., 2007) und lasst diesen Bereich des
OKA-Genoms weiterhin als aussichtsreiche Insertionsstelle fiir die Aufnahme von Fremd-DNA

erscheinen.

Die Expression des MeV-H-Gens wurde auf Transkriptions- und Translationsebene Uberprift.
Die Immunfluoreszenz mit anti-H-Serum zeigte die Expression des Masernvirusproteins Ham-
agglutinin in mit pvOKAA13-MeV-H infizierten MeWo-Zellen. Eine genauere zellulare Zuord-
nung zu dem Zellkompartiment, in dem sich das Fremdprotein ansammelt, war aufgrund der
Experimentbedingungen nicht moglich. Weiterhin bleibt die Frage relevant, ob das Fremdpro-
tein in Viruspartikeln nachweisbar ware. In Versuchen mit dem oligovalenten rvOKA, welches
die Mumpsvirus Hamagglutinin-Neuraminidase exprimierte, konnten elektronenmikroskopisch
aber keine Einschlisse des Fremdproteins in Virionen nachgewiesen werden (Somboonthum
etal., 2007). Aufgrund der stark unterschiedlichen Biologie des VZV und des Masernvirus ware
eine derartige Pseudotypisierung mit Masernvirus-Glykoprotein auf der Oberflache eines Her-

pesvirus wenig wahrscheinlich.

In dieser Arbeit konnten also drei Expressionskassetten hergestellt werden, mit denen die
Gene fir die impfrelevanten Oberflachenantigene des Masern- und des Rételnvirus unter
Verwendung der en-passant-Mutagenese in verschiedene vVOKA-BAC-Varianten eingebracht

werden konnten. Die MeV-H-Kassette wurde auch erfolgreich in das BAC pvOKAA13 einge-
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bracht. Das rekonstituierte Virus ryOKAA13-MeV-H zeigte vergleichbare Replikationseigen-
schaften im Vergleich zum Ausgangstamm rvOKA. Die Stabilitadt der Fremdgeninsertion wurde
auf DNA-Ebene gezeigt. Zusatzlich konnte die Transkription mit der RT-PCR dokumentiert
werden. Durch Immunfluoreszenzmikrokopie konnte die Expression des Maservirusproteins
Hamagglutinin in infizierten MeWo-Zellen nachgewiesen werden. Im Westernblot wurde die
molekulare Masse des rekombinanten MeV-H Proteins mit etwa 69 kDa bestimmt und ent-

spricht damit der Grolie des natirlich vorkommenden Masernproteins.

Fir die Expressionskassetten RuV-E2E1 und MeV-F konnte in dieser Arbeit kein Virus rekon-
stituiert werden. Die Grinde hierfir sind nicht abschlieRend geklart. Eventuell war der Inser-
tionsort zwischen ORF17 und ORF18 ursachlich. In spateren Experimenten sollte daher ver-
sucht werden, die genannten Expressionskassetten zunachst einzeln und dann auch in Kombi-

nation an den nachweislich erfolgreichen Insertionsort der ORF13-Deletion einzubringen.

In dieser Arbeit konnte also erstmalig ein rekombinanter VZV-Impfvektor erstellt werden, der
nach Infektion von permissiven Zellen das Masernvirus-Antigen Hamagglutinin exprimiert. Das
rekombinante Virus repliziert effizient in Zellkultur und steht sowohl zur Untersuchung der
Antikérperproduktion in initialen Tierexperimenten als auch als Ausgangstamm zur Insertion
weiterer viraler Expressionskassetten zur Verfliigung. Zusatzlich wurde mit der Erzeugung der
Expressionskassetten fir das Fusionsprotein des Masernvirus, sowie fur die Roételnvirus-
proteine RuV-E2 und RuV-E1 ein wichtiger Schritt getan, damit spater ein polyvalenter vVOKA-
basierter Impfvektor erstellt werden kann, der impfrelevante Gene gegen VZV, Masern- und

Roételnvirus exprimiert.
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5. Zusammenfassung

Mit Einflhrung attenuierter Lebendimpfstoffe konnte die Krankheitslast in der Bevolkerung
durch verschiedene Infektionskrankheiten deutlich reduziert werden. Dennoch gibt es einige
Infektionskrankheiten, gegen die konventionelle Impfstoffe bislang nicht entwickelt werden
konnten. Bei rekombinanten Impfstoffen werden Plasmide oder Virusvektoren verwendet.
Nach der Applikation des Vektors werden rekombinante Antigene eines Krankheitserregers
intrazellular produziert und somit eine Immunantwort des Geimpften induziert. Hierdurch
kénnen neue Impfstoffe gegen bislang nicht impfpraventable Erkrankungen entwickelt werden.
Aulerdem kann durch rekombinante Impfstoffe deutlich schneller auf neu auftretende Infek-
tionserreger reagiert werden. Das Varicella-Zoster-Virus (VZV) flhrt nach der Primarinfektion
zum Krankheitsbild Windpocken und kann nach Reaktivierung aus der Latenz die Gurtelrose
(Herpes zoster) verursachen. Zur Prophylaxe der Windpocken steht ein effektiver und sicherer,

attenuierter Lebendimpfstoff auf Basis des VZV-Stamms vOKA zur Verfligung.

In dieser Arbeit sollte vVOKA als Vektor zur Expression der impfrelevanten Oberflachenantigene
des Masernvirus und des Rételnvirus verwendet werden. Hierfir wurden die entsprechenden
Gene mit der Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) amplifiziert und je-
weils zusammen mit Promotor und Terminator in Zwischenvektoren kloniert. Diese Expres-
sionskassetten wurden sequenziert und anschlielend mit der en-passant-Mutagenese in den
als bakterielles artifizielles Chromosom (BAC) kloniert vorliegenden vVOKA-Stamm inseriert.
Nach Uberpriifung wurde replikationsfahiges Virus rekonstituiert. Das rekonstituierte Virus
wurde hinsichtlich der Replikationseigenschaften und die Expression der viralen Fremdgene
auf DNA-, RNA- und Proteinebene untersucht.

Das Hamagglutinin MeV-H und das Fusionsprotein MeV-F sind die impfrelevanten Antigene
des Masernvirus. Der Offene Leserahmen fur MeV-H wurde zwischen den immediate-early-
Enhancer-Promotor des Cytomegalovirus und den zugehdérigen Terminator kloniert und
anschliel®end in die Deletionsvariante VOKAA13 eingebracht. Das resultierende VZV-BAC
vOKAA13-MeV-H konnte erfolgreich in der menschlichen Melanomzelllinie MeWo rekonsti-
tuiert werden. Das rekonstituierte Virus zeigte ahnliche Replikationsfahigkeiten wie der Impf-
stamm vOKA. Die stabile Insertion des viralen Fremdgens konnte in Zellkultur auf DNA-Ebene
bestatigt werden. Die Transkription des Masernvirus-Gens wurde mit der RT-PCR nachge-
wiesen. Die MeV-H-Expression wurde durch die indirekte Immunfluoreszenz in infizierten Me-
lanomzellen bestatigt. Im Westernblot hatte das rekombinante MeV-H etwa 69 kDa, was der
GrolRe des naturlich vorkommenden Masern-Proteins entspricht. Das MeV-F-Gen wurde mit
dem Promotor und Terminator der Phosphoglycerinkinase versehen und sollte zusatzlich in

vOKA eingebracht werden. Die Rekombination der Expressionskassette in vVOKAA13-MeV-H
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konnte jedoch nicht erreicht werden. Das Rotelnvirus besitzt zwei zur Ausbildung einer Immun-
antwort wichtige Oberflachenantigene E2 und E1. Die entsprechenden Gene wurden zwischen
den Promotor des Humanen T-Zellleukdmievirus und den Terminator des Simianen Virus 40
kloniert und in das BAC vOKAA13/12 eingebracht. Die Rekonstitution des rekombinanten

BACs zu replikationsfahigem Virus war aber nicht mdglich.

In dieser Arbeit konnte erstmals ein rekombinanter vVOKA-Stamm erzeugt werden, der in einer
permissiven humanen Zelllinie effektiv repliziert und das impfrelevante Masernvirusantigen
Hamagglutinin exprimiert. Hiermit steht ein rekombinanter bivalenter Impfstoffkandidat fir
weiterflihrende immunologische Untersuchungen im Tiermodell zur Verfliigung. Dariber
hinaus kénnen die erstellten Expressionskassetten flir das Masernvirus-Fusionsprotein und
fur die Rételvirusantigene E1 und E2 durch Anpassung der Versuchsbedingungen zur Ent-

wicklung polyvalenter vOKA-Varianten genutzt werden.
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6. Summary

The introduction of live-attenuated vaccines has relevantly reduced the disease burden in the
population from various infectious diseases. Nevertheless, there are some infectious diseases
against which conventional vaccines have not yet been developed. Recombinant vaccines use
plasmids or viral vectors. After application of the vector, recombinant antigens of a pathogen
are produced intracellularly and, thus, an immune response of the vaccinated is induced. This
makes it possible to develop new vaccines against previously non-vaccine-preventable disea-
ses. In addition, recombinant vaccines can be used to react much more quickly to newly emer-
ging infectious agents. The varicella zoster virus (VZV) leads to chickenpox after primary infec-
tion and can cause shingles (herpes zoster) after reactivation from latency. An effective and
safe live attenuated vaccine based on the VZV strain vOKA is available for the prophylaxis of

chickenpox.

In this project, VOKA was used as a vector to express the vaccine-relevant surface antigens
of measles virus and rubella virus. For this purpose, the corresponding genes were amplified
by reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) and cloned into intermediate
vectors together with promoter and terminator. These expression cassettes were sequenced
and then inserted by en passant mutagenesis into the vVOKA strain cloned as a bacterial arti-
ficial chromosome (BAC). After verification, replication-competent virus was reconstituted. The
reconstituted virus was examined for replication properties and expression of the viral foreign

genes at the DNA, RNA, and protein levels.

The hemagglutinin MeV-H and the fusion protein MeV-F are the vaccine-relevant antigens of
measles virus. The open reading frame for MeV-H was cloned between the immediate-early
enhancer-promoter of cytomegalovirus and the corresponding terminator and then inserted
into the vVOKAA13 deletion variant. The resulting VZV-BAC vOKAA13-MeV-H was successfully
reconstituted in the human melanoma cell line MeWo. The reconstituted virus showed similar
replication capabilities as the vVOKA vaccine strain. Stable insertion of the foreign viral gene
was confirmed in cell culture at the DNA level. Transcription of the measles virus gene was
detected by RT-PCR. MeV-H expression was confirmed by indirect immunofluorescence in
infected melanoma cells. In Western blot, the recombinant MeV-H had approximately 69 kDa,
which is the size of the naturally occurring measles protein. The MeV-F gene was provided
with the promoter and terminator of phosphoglycerol kinase and should be additionally
introduced into vVOKA. However, recombination of the expression cassette in VOKAA13-MeV-
H could not be achieved. Rubella virus possesses two surface antigens E2 and E1, which are
important for the formation of an immune response. The corresponding genes were cloned

between the promoter of human T-cell leukemia virus and the terminator of simian virus 40
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and inserted into the vVOKAA13/12 BAC. However, reconstitution of the recombinant BAC into

replication competent virus was not possible.

In this work, for the first time, a recombinant vVOKA strain could be generated that effectively
replicates in a permissive human cell line and expresses the vaccine-relevant measles virus
antigen hemagglutinin. This provides a recombinant bivalent vaccine candidate for further
immunological studies in animal models. In addition, the expression cassettes prepared for the
measles virus fusion protein and for the rubella virus antigens E1 and E2 can be used for the

development of polyvalent vOKA variants by further adapting the experimental conditions.
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Cytomegalovirus

Cytopathischer Effekt
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Fusionsprotein
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Reverse Transkriptase
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vzv
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Standige Impfkommission
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