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2 Einleitung

Das menschliche Cytomegalovirus (HCMV) ist ein wichtiger Vertreter der
Familie der Herpesviren. Es zeichnet sich durch seine ausgepragte
Wirtsspezifitat, seinen langsamen Replikationszyklus und die Vergrof3erung der
infizierten Zellen (Zytomegalie) aus. Damit unterscheidet es sich von anderen
Vertretern dieser Familie, zu welcher das Herpes-simplex-Virus (HSV) Typ 1
und 2, das Varizella-Zoster-Virus (VZV), das Epstein-Barr-Virus (EBV) und das
humanen Herpesvirus (HHV) Typ 8 zahlen. Aufgrund dieser charakteristischen
Eigenschaften wurde das HCMV der Unterfamilie der B-Herpesviren zugeordnet
(Roizman, 1993).

2.1 Bedeutung von HCMV als Krankheitserreger

Das HCMV st ein weltweit verbreitetes Virus. Untersuchungen in
verschiedenen Regionen und BevoOlkerungsgruppen ergaben eine
Durchseuchungsrate von 50 bis 100% (Alford, 1993). In Industriestaaten und
Deutschland liegt sie zwischen 40 und 70% (Lamberson & Dock, 1992). Eine
andere Situation zeigt sich in den Entwicklungslandern und unteren sozialen
Schichten der entwickelten Lander, wo die Durchseuchungsrate deutlich héher
liegt (de Jong et al., 1998; Pass, 2001).

Auffallig sind altersabhanige Unterschiede, wobei die Pravalenz nach der
Kindheit stetig ansteigt (de Jong et al., 1998). Die HCMV-Infektion zeichnet sich
durch eine enorme Variabilitat in Symptomatik und Verlauf aus. Die
Ubertragung des Virus erfolgt intrauterin, auf hdmatogenem Wege oder durch
Korpersekrete wie Muttermilch, Speichel, Urin, Stuhl, Sperma und Sekrete des
Genitalbereichs (Pass, 2001), sowie Organtransplantationen (Pass, 1985) und

Bluttransfusionen.



Die intrauterine Ubertragung wahrend der Schwangerschaft kann in 10% der
Falle zu einer schweren Schadigung des ungeborenen Kindes flihren (Alford,
1990; Jahn et al., 1988). Bei dieser kommt es zu einem Multiorganbefall, bei
dem eine Hepatosplenomegalie, Thrombozytopenische Purpura, lkterus und
zentralnervése Stdérungen wie Mikrozephalus und Gehdérschaden im
Vordergrund stehen (Arvin, 1997; Jahn et al., 1988; Modrow, 1997; Pass,
2001). Eine perinatale Infektion verlauft nur bei Frihgeborenen in Einzelfallen

klinisch manifest.

Die Primarinfektion bei immunkompetenten Personen verlauft dagegen meist
asymptomatisch und nur in wenigen Fallen kommt es zu einem mononukleose-

ahnlichen Krankheitsbild und grippeahnlichen Erscheinungen (Alford, 1993).

Nach der akuten Primarinfektion persistiert das Virus, wie es fur alle
humanpathogenen Herpesviren charakteristisch ist, lebenslang im Koérper und
kann sporadisch aus der Latenzphase reaktiviert werden. Durch die Diversitat
der Antigene verschiedener Virusstamme kann es aber auch zu einer erneuten
Infektion mit HCMV kommen (Alford, 1993).

Die Ausbreitung des HCMV ist ganz entscheidend vom Immunstatus des
Infizierten abhangig. So kann eine Infektion oder auch Reaktivierung bei
immunsupprimierten Patienten, wie beispielsweise Empfangern von Organ-
oder Knochenmarkstransplantaten, Patienten mit einer HIV-Infektion und
folgendem erworbenem Immunmangelsyndrom (AIDS) sowie Frihgeborenen,
deren Immunsystem noch nicht voll ausgereift ist, schwerste Erkrankungen mit

zum Teil lebensbedrohlichen Folgen hervorrufen.

Bei AIDS-Patienten zahlt das HCMV neben Pseudomonas aeruginosa zu den
haufigsten opportunistischen Erregern (Spector et al., 1984). Die Infektion mit
HCMV wird sogar als ein moglicher Kofaktor bei der Entwicklung und dem

Fortschreiten der erworbenen Immunschwache diskutiert (Webster, 1991).

Die Infektion von Leukozyten (Gerna et al., 1992; Grefte et al., 1994; Grefte et
al., 1992), Makrophagen (Sinzger et al., 1996a) und zirkulierender



Endothelzellen (Grefte et al., 1993) befahigen das HCMV zu hamatogenen
Disseminierung, aus der generalisierte systemische Infektionen resultieren
kénnen (Sinzger & Jahn, 1996). Durch seinen breiten Zelltropismus kann das
HCMV auf diesem Wege nahezu jedes Organ infizieren (Sinzger et al., 1995).
In der Folge kdnnen sich eine HCMV-Hepatitis (Barkholt et al., 1994), -Retinitis
(Danner, 1995), -Pneumonie (Einsele et al., 1993), -Enzephalitis (Alford, 1993)
sowie gastrointestinale Erosionen und Ulzera entwickeln (Sinzger et al., 1993)

folgen.

2.2 Struktur des HCMV

HCMV weist die charakteristische Virionstruktur eines Herpesvirus auf. Das
reife infektiose Viruspartikel mit einem Durchmesser von 150-200nm, besteht
aus drei Hauptstrukturkomponenten: dem Nukleokapsid, dem Tegument und

der Hdlle ("Envelope").

Das Nukleokapsid, das aus 162 Kapsomeren besteht und eine ikosaedrische
Gestalt besitzt, umgibt das Protein-Core, welches die lineare, doppelstrangige
Desoxyribonukleinsaure (DNA) enthalt. Dieses Nukleokapsid ist in eine Schicht,
die Tegument genannt wird, eingebettet. Es flllt den Raum zwischen Hulle und
Kapsid aus und besteht aus einer amorphen Masse aus Strukturproteinen.
Nach auf3en hin wird das Virion durch eine von zytoplasmatischen Membranen
abgeleitete Hulle, einer Lipid-Doppelschicht, begrenzt (Mocarski, 2001;
Roizman, 1993). Hier sind die viralen Oberflachenproteine, wie zum Beispiel die
Glykoproteine gB (UL55), gH (UL75), gM (UL100) und gL (UL115) eingelagert
(Britt & Mach, 1996). Diese Glykoproteine sind bei der Adsorption der
Viruspartikel an die Rezeptoren der Wirtszellen, der Penetration und Aufnahme
der Partikel in die Zellen, sowie der Ubertragung der Infektion von Zelle zu Zelle
funktionell beteiligt. Wichtige Ziele der neutralisierenden Antikdrper sind unter
anderem gB (UL55), gH (UL75) und der Glykoproteinkomplex Il (Britt et al.,
1990; Urban et al., 1996).

Das Kapsid des HCMV wird aus vier Proteinen aufgebaut, dem ,major capsid
protein® (MCP, UL86) — das grofdte Kapsidprotein, welches 90% der
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Kapsidproteinmasse ausmacht -, dem ,minor capsid protein“ (mCP, UL46), dem
,mCP-binding protein“ (mC-BP, UL46) sowie dem ,smallest capsid protein®
(SCP, UL48/49). In Analogie zu ihren HSV-Homologen bilden sie die
Kapsidhulle (Gibson, 1996).

Das sich zwischen Hille und Kapsid befindende Tegument ist eine
Proteinmatrix, die bei Infektion mit in die Zelle gelangt. Es macht annahernd
40% der Virion-Proteinmasse aus (Gibson, 1996; Irmiere & Gibson, 1983; Jahn
et al., 1987a). Es besteht vorwiegend aus sechs Strukturproteinen, dem ,high-
molecular-weight protein“ (HMWP, UL48), dem ,HMWP-binding protein“ (hmw-
BP, UL47), dem ,basic phosphoprotein“ (BPP oder pp150, UL32), dem ,upper
matrix protein® (UM oder pp71, UL82), dem ,lower matrix protein“ (LM oder
pp65, UL83) und dem ,24K-phosphoprotein® (pp28) (Gibson, 1996). Das BPP
(pp150, UL32), das UM (pp71, UL82) und pp28 (UL99) bleiben auch nach einer
Behandlung mit Detergenzien eng mit dem Nukleokapsid verbunden (Baldick &
Shenk, 1996; Gibson, 1996).

Daneben gibt es noch mehr als 20 weitere Tegumentproteine, die in HCMV
identifiziert wurden (Chen et al., 1999). Zu diesen zahlt das UM (pp71, UL82),
dem eine mutmalliche strukturelle Rolle im Virion zugeschrieben wird (Gibson,
1996). Zusatzlich konnte eine Funktion als ein transktriptionaler Transaktivator
des major immediate-early Promotors von HCMV nachgewiesen werden (Liu &
Stinski, 1992), also des Promotors der Gene, die nach Infektion zuerst

exprimiert werden.

Neben ihrer starken immunogenen Wirkung (Jahn et al.,, 1987a) wird den
Phosphoproteinen pp65 (UL83) und pp150 (UL32) eine Funktion bei der
Phosphorylierung durch die virionassoziierte Proteinkinase zugeschrieben
(Baldick & Shenk, 1996; Gibson, 1996). Allerdings scheint das pp65 (UL83) fur
die virale Replikation in Gewebekulturen entbehrlich zu sein (Schmolke et al.,
1995).

Das im Inneren des Kapsids liegende 235kbp grole HCMV-Genom ist das

gréflite der 8 humanpathogenen Herpesviren (Mocarski, 2001). Es besteht aus
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einer linearen doppelstrangigen DNA, die durch die Assoziation mit Proteinen
dicht gefaltet vorliegt (Furlong et al., 1972). Das HCMV-Genom ist ahnlich wie
das von HSV-1 aufgebaut und besteht aus zwei unterschiedlich langen, singular
vorkommenden Segmenten, der sogenannten Unique long- (UL) und der
Unique short-Region (US). An den Genomenden und an der Verbindungsstelle
zwischen UL und US, die als ,junction region“ bezeichnet wird, befinden sich
Genomregionen, die je nach Lage als ,terminal repeats” (am Genomende, TRL
bzw. TRS) und ,internal repeats® (innerhalb des Genoms, IRL bzw. IRS)
bezeichnet werden (Stinski, 1991). Dies bringt die Genomkonfiguration TRL-UL-
IRL-IRS-US-TRS hervor (Mocarski, 2001). Eine direkt wiederholte a-Sequenz
findet sich am Genomende und liegt auch in inverser Orientierung an der
Verbindungsstelle zwischen UL und US. Diese Anordnung der a-Sequenzen
fordert die Genominversion (Mocarski, 2001). Durch die Lage der
Sequenzwiederholungen und ihrer Orientierung zueinander kdénnen vier
verschiedene Isomere des Genoms entstehen, die mit gleicher Haufigkeit
auftreten (Fleckenstein et al., 1982; La Femina, 1980).

Das Genom des Laborstammes AD169 wurde vollstandig sequenziert und
enthalt die Information flr ca. 160 potentielle offene Leserahmen (ORF) mit
zum Teil noch unbekannter Funktion (Jahn & Mach, 1990). Im Vergleich zu den
Laborstammen AD169 und Towne besitzen klinische Isolate zusatzlich ein 15
kbp-Fragment, welches 22 ORF umfasst, die Uberwiegend flir Glykoproteine
kodieren. Dieser Unterschied im Genom aufert sich u.a. in der
unterschiedlichen Virulenz der verschiedenen Stdamme. So fihrt eine Infektion
mit AD169 oder Towne zwar zu einer Serokonversion, aber nicht zu einer CMV-
Erkrankung (Cha et al., 1996).

2.3 Replikationszyklus von HCMV

Der lytische Replikationszyklus beginnt durch die Adsorption der Viren an die
Zelloberflache der Wirtszelle, die durch die Glykoproteine vermittelt wird
(Compton, 1995). Nach dem Verschmelzen des Virus-Envelopes mit der

Zellmembran, der Penetration, wird das Nukleokapsid zusammen mit Anteilen
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des Teguments zum Zellkern transportiert (Compton, 1995; Mocarski, 2001).
Beim sogenannten ,uncoating® wird anschlielend die virale DNA in den

Zellkern freigesetzt.

Die produktive Replikation in permissiven Zellen folgt durch die koordinierte
Expression viraler Gene, die durch verschiedene Kinetikklassen- abhangig von
der Zeit der Expression und der Sensitivitat der Inhibition der Proteinsynthese
oder viralen DNA-Synthese- bestimmt wurden. Diese Klassen wurden als o-
oder ,immediate early“ (sehr frihe Gene, IE), B oder ,early“ (frihe Gene, E) und
y oder ,late” (spate Gene, L) bezeichnet, entsprechend der drei Phasen der

viralen Genexpression.

Obwonhl der Replikationszyklus des HCMV langsam ist und bis zur Freisetzung
von Nachkommenviren 48 bis 72 Stunden vergehen, beginnt die Expression der
IE-Gene unmittelbar nach dem viralen Eintritt in die Zelle. Hierfur ist keine de
novo Proteinsynthese notwendig. Diese friiheste Phase der Infektion wird von
viralen Tegumentproteinen beeinflusst (Mocarski, 2001). Der genaue
Mechanismus ist allerdings noch nicht vollstandig verstanden. Die |E-Gene
kodieren flr Proteine, denen sowohl regulatorische Funktionen als
Transaktivatoren von frihen (,early’, E) und einigen spaten (,late“, L), aber
auch von zellularen Genen, als auch eine Mitwirkung bei der viralen DNA-
Replikation zugesprochen wird. Unter |IE-Bedingung zeigt die sogenannte
Haupt-IE-Region (MIE; UL122/123) eine besonders starke Expression (Jahn et
al., 1984).

In der darauf folgenden E(,early“)-Phase werden Proteine, die fur die virale
DNA-Replikation bendtigt werden, synthetisiert. So zum Beispiel das Protein
p52 (UL44), das mit der DNA-Polymerase assoziiert ist und deren Aktivitat
stimuliert (Anders & McCue, 1996). Diese Proteine werden ungefahr 6-24
Stunden nach Infektion nachweisbar (Mocarski, 2001). In der letzten Phase des
viralen Replikationszyklus, der L(,late“)-Phase, werden schliel3lich die
Strukturproteine der Nachkommenviren, wie zum Beispiel das Tegumentprotein
pp150 (UL32) oder das Hauptkapsidprotein (MCP; UL86), exprimiert (Chee et
al., 1989; Jahn et al., 1987b).
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Der Wechsel von der friihen auf die spate Phase erfolgt in Fibroblasten nach 24
bis 36 Stunden (Mocarski, 2001). Der Zusammenbau der Kapside (,assembly*)
und die Verpackung der DNA erfolgen im Zellkern der Wirtszelle. Die DNA-
Beladung im Zellkern und die Tegumentalisation der Kapside im Kern bzw. an
der Kernmembran scheinen wie in HSV-infizierten Zellen zu verlaufen (Gibson,
1996) und finden im Zytoplasma statt. Nach dem Durchtritt durch die
Kernmembran liegen nackte Partikel vor, die im Zytoplasma dann weiter
tegumentalisiert und von Vesikeln umschlossen werden. So entsteht eine
zweifache Membran, wobei der &auflere Anteil bei Verlassen der Zelle
zuruckgelassen wird, der innere hingegen die Hulle der Nachkommenviren
bildet (Gibson, 1996). Der Replikationszyklus von HCMV verlauft produktiv mit
Freisetzung der Viruspartikel, wobei die infizierte Zelle zerstort wird (Mocarski,
2001).

2.4 Pathogenese und Zelltropismus von HCMV

Um die Pathogenese des HCMV verstehen zu kdnnen, ist es notwendig die
Ubertragungswege infektidser HCMV-Partikel und die Zielzellen, in denen es
repliziert, zu identifizieren. Weitere wichtige Faktoren der Pathogenese sind die
biologischen Mechanismen, die den Zelltropismus von HCMV beeinflussen, die
Ausbreitung des Virus sowie die Strategien, die das Virus im Laufe der
Evolution entwickelt hat, um dem menschlichen Immunsystem zu entrinnen,

und so eine lebenslange Persistenz im Wirtsorganismus zu erreichen.

Die Definition der Virulenzfaktoren ist entscheidend, um die unterschiedlichen
klinischen Verlaufe erklaren und Therapieansatze sowie Impfstrategien
entwickeln zu konnen. Ein wichtiger Faktor ist dabei das breite Zielzellspektrum
von HCMV in vivo. Dieses ermoglicht dem Virus die hamatogene
Disseminierung, und somit die Ausbreitung im Organismus und die Infektion
zahlreicher Organe. HCMV infiziert in erster Linie Fibroblasten, Epithelzellen
und Endothelzellen, die im Organismus sehr haufig und ubiquitar verbreitet
vorkommen (Sinzger et al., 1995). Es werden aber auch Makrophagen,

polymorphkernige und mononukledre Leukozyten im peripheren Blut infiziert
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(Gerna et al., 1992; Grefte et al., 1994; Grefte et al., 1992). Makrophagen
wurden in akut infizierten Organen (Plazenta, Lunge und Gastrointestinaltrakt)
als Zielzellen identifiziert (Sinzger & Jahn, 1996). Zusatzlich sind auch
spezialisierte Parenchymzellen, wie Trophoblasten der Plazenta (Halwachs-
Baumann et al, 1998), Hepatozyten, glatte Muskelzellen im
Gastrointestinaltrakt sowie Neurone im Gehirn und der Retina Zielzellen von
HCMV (Horn et al., 1992; Plachter et al., 1996; Rummelt et al., 1994; Sano &
lzumi, 1991; Schmidbauer et al., 1989; Schmolke et al., 1995; Sinzger et al.,
1999; Sinzger et al., 1993; Wiley & Nelson, 1988).

Infizierte Endothelzellen konnten in vielen Organen, wie zum Beispiel Gehirn
(Wiley & Nelson, 1988), Herz (Arbustini et al., 1992), Lunge,
Gastrointestinaltrakt und Plazenta (Sinzger et al., 1995; Sinzger et al., 1993)
nachgewiesen werden. Es wurde gezeigt, dass spat infizierte Zellen
endothelialen Ursprungs im peripheren Blut akut infizierter Patienten zirkulieren.
Diese Endothelzellen sind sehr wahrscheinlich fur die hamatogene Ausbreitung
des Virus mitverantwortlich (Grefte et al., 1994; Grefte et al., 1992; Percivalle et
al., 1993; Sinzger et al., 1995), da sie sich wahrend der spaten Phase des
viralen Replikationszyklus von der Basalmembran der GefalRwand ablésen und
so in die Blutzirkulation gelangen (Grefte et al., 1995). Es wird angenommen,
dass diese infizierten Endothelzellen aufgrund ihrer Grof3e in den feinen
Gewebekapillaren der Organe hangen bleiben und so eine Organinfektion
auslosen konnen, da sie an dieser Stelle das HCMV-Virus an die
Kapillarendothelzellen Gbertragen (Sinzger & Jahn, 1996). Es hat sich bestatigt,
dass Endothelzellen kleiner Gefalke Hauptzielzellen von HCMV sind (Sinzger et
al., 1995). Aulerdem wurden spat infizierte Riesenzellen mit nukledren
Einschlissen gefunden, die das Lumen von Kapillaren verschlossen (Sinzger et
al.,, 1995). Durch elektronenmikroskopische Untersuchungen konnten hier
HVMV-Partikel nachgewiesen werden, was die produktive Infektion dieser
Zellen bestatigt (Grefte et al., 1993).

Im Weiteren besteht zwischen den zirkulierenden HCMV-infizierten Zellen und

der Entstehung von symptomatischen Organmanifestationen bei Patienten nach
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Transplantation eine gewisse Korrelation (Grefte et al., 1993; Percivalle et al.,
1993). In Analogie zu dem breiten Zelltropismus von HCMV in vivo existieren
zahlreiche Zellkultursysteme, die fir eine HCMV-Infektion in vitro permissiv
sind. Da HCMV streng wirtsspezifisch ist und keine geeigneten Tiermodelle flr
HCMV existieren, ist man fur die Untersuchung der Pathogenese von HCMV
auf Zellkulturmodelle angewiesen. Als Standardzellkultursystem werden
ublicherweise Fibroblasten verwendet. Des Weiteren wurden Infektionen von
Endothelzellen unterschiedlicher Herkunft, Epithelzellen, neuronale Zellen,
glatte Muskelzellen, Trophoblasten, Makrophagen und antigenprasentierende
Zellen (APC), wie zum Beispiel dendritische Zellen, in vitro beschrieben
(Halwachs-Baumann et al., 1998; Heieren et al., 1988; Ibanez et al., 1991; Kahl
et al., 2000; Pulliam et al., 1988; Riegler et al., 2000; Tumilowicz, 1990;
Waldman et al., 1991).

Bereits in den frithen 80er Jahren wurde entdeckt, dass es
Virulenzunterschiede zwischen verschiedenen HCMV-Stammen gibt (Quinnan
et al., 1984). Laborstamme, die lange auf Fibroblasten propagiert wurden, sind
im Gegensatz zu niedrig passagierten Isolaten nicht mehr humanpathogen
(Quinnan et al.,, 1984). Auch im Hinblick auf den Zelltropismus wurden
Unterschiede zwischen niedrig passagierten Isolaten und Laborstammen
nachgewiesen. Im Rahmen von Impfstudien mit attenuierten Stammen war
aufgefallen, dass die meisten klinischen Isolate sowohl einen ausgepragten
Tropismus als auch Zytopathogenitat flir Endothelzellen aufweisen.
Laborstamme hingegen, die lange Zeit auf Fibroblasten propagiert wurden,
besitzen diese Eigenschaft nicht mehr (Sinzger et al., 1997; Waldman et al.,
1989; Webster, 1991). Klinische endotheliotrope Stdmme scheinen also durch
Passagierung auf Fibroblasten Uber langere Zeit ihre Zytopathogenitat fur
Endothelzellen zu verlieren. Werden klinische Isolate hingegen auf
Endothelzellen propagiert so bleibt der Endothelzellltropismus erhalten. Damit
Ubereinstimmend wurde in SCID-Mausen mit humanen Leber- und
Thymustransplantaten festgestellt, dass der niederig passagierte HCMV-Stamm
Toledo in hohen Titern innerhalb von 14 Tagen nach Inokulation replizierte,

wohingegen die Fibroblasten-adaptierten Laborstamme Towne und AD169 mit
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100- bis 1000-fach reduzierter Effizienz replizierten (Brown et al., 1995). Die
Autoren nahmen an, dass diese Stammunterschiede in der Replikation durch
Unterschiede im Zelltropismus verursacht sind. Dies konnte von klinischer
Bedeutung sein, da es wahrscheinlich ist, dass die Fahigkeit von HCMV-
Stammen Endothelzellen zu infizieren, den klinischen Verlauf einer HCMV-
Infektion beeinflusst (Grefte et al., 1995). Aulierdem sind wie oben beschrieben
vaskulare Endothelzellen Zielzellen von HCMV (Roberts et al., 1989; Sinzger et
al., 1995; Sinzger & Jahn, 1996; Sinzger et al., 1993) und spielen eine wichtige
Rolle bei der hamatogenen Disseminierung des Virus (Sinzger et al., 1999).
Daher wird der Phanotyp Endothelzelltropismus als ein entscheidender
Virulenzfaktor diskutiert (Percivalle et al., 1993; Sinzger et al., 1999).

Arbeiten von Cha et al. zeigten, dass bei den apathogenen Laborstammen
AD169 und Towne in den Genomen Sequenzen von einigen Kilobasen fehlen,
die in allen klinischen Isolaten vorkommen (Cha et al., 1996). Dies flhrt zu der
Hypothese, dass sich die klinischen HCMV-Isolate sowohl untereinander als
auch im Vergleich zu den Laborstdmmen in ihrem Zelltropismus und ihrer
Virulenz unterscheiden, und dass diese Phanotyp-Variation vielleicht in
genomischen Unterschieden begrindet liegt (Sinzger et al., 1997). Auch
verloren endotheliotrope klinische Isolate bei Langzeitadaptation in
Fibroblastenkulturen ihren Endotheltropismus, wohingegen dieselben Isolate
bei Langzeitadaptation in  Endothelzellen den Fibroblasten- und
Endothelzelltropismus beibehielten. Auffallig waren dabei Genomunterschiede
der unterschiedlich adaptierten Stamme, was zu der Folgerung flihrte, dass der
Endothelzelltropismus eine angeborene Eigenschaft ist, die genetisch

determiniert wird (Sinzger et al., 1999).

Unklar ist dabei aber noch die Bedeutung einzelner Gene flr die Unterschiede
im Zelltropismus. So wurde bei Mause-CMV (MCMV) ein Ribonukleotid-
Reduktase-Homolog (kodiert durch M45 ORF) identifiziert, das fur das
Viruswachstum in Endothelzellen unentbehrlich ist (Brune et al., 2001).
Allerdings zeigte sich in Arbeiten von Hahn et al., dass das HCMV-

Ribonukleotid-Reduktase-Homolog UL45 nicht mit dem Endothelzelltropismus
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assoziiert ist und damit fiir das Wachstum in Endothelzellen entbehrlich ist
(Hahn et al., 2004).

2.5 Zelluldare Transportmechanismen bei HCMV-Infektion

Slobbe-van Drunen et al. zeigten Ende der 90er Jahre, dass die begrenzte
Permissivitat des Laborstamms AD169 in Endothelzellen, im Gegensatz zu
Fibroblasten, nicht durch einen limitierten Eintritt des Virus in die Zelle
begrindet ist, sondern die virale DNA nicht effizient zum Zellkern der
Endothelzellen transportiert wird (Slobbe-van Drunen et al., 1998). Schliellich
wurde nachgewiesen, dass auch bei anderen nichtendotheliotropen Stammen
zwar eine erfolgreiche Adaptation und Penetration von HCMV erfolgt, die virale
DNA aber ineffektiv von der Peripherie zum Zellkern transportiert wird (Sinzger
et al., 2000). Die Fahigkeit der nichtendotheliotropen HCMV-Varianten zur
Freisetzung ihrer DNA in Endothelzellen war um den Faktor 100 bis 1000
reduziert, wohingegen alle endotheliotropen Stamme auch in Endothelzellen zu
einem effizienten Uncoating befahigt waren. Dabei korreliert die Effizienz der
Translokation viraler DNA mit dem Endothelzelltropismus von HCMV-Varianten
(Sinzger et al., 2000).

Da Viren selbst keine Bewegung erzeugen konnen, sind sie in der Zelle auf
zellulare Transportmechanismen angewiesen, um zum Zellkern zu gelangen.
Daher ist die Interaktion der Viren mit den zellularen Transportmechanismen ein
wichtiger Faktor fur die Auspragung des Zelltropismus von HCMV. Alle
Vorgange des intrazellularen Transports werden durch Bestandteile des
Zytoskeletts, dem Mikrotubulussystem, vermittelt. Dabei lassen sich drei
verschiedene Arten des zellularen Transports unterscheiden: (1) Aktin und
Myosin sind fur lokale Transportvorgange verantwortlich, (2) das Kinesin dient
als Transporter in Richtung Peripherie, dem Plus-Ende des Mikrotubulus und
(3) das Dynein transportiert von der Peripherie bzw. dem Plus-Ende in Richtung
Zellkern bzw. dem Minus-Ende des Mikrotubulus. (Alberts, 1994; Hirokawa,
1998a; Hirokawa et al., 1998).
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Dass Dynein an der Vermittlung von viralen Infektionen beteiligt ist, wurde u.a.
von Sodeik 1997 beobachtet. Diese Arbeit untersuchte, wie das HSV Typ 1 in
kultivierten Zellen transportiert wird. Dabei wurde gezeigt, dass der Transport
der viralen Kapside zum Zellkern von einem intakten Mikrotubulussystem
abhangt, und dass das zytoplasmatische Dynein eng an die viralen Kapside
gebunden ist (Sodeik et al., 1997).

Penetration

@ @ Dynein/Dynaktin

Uncoating
—°
Zellkern Virale
/ DNA VW

Abb. 2: Modell des Transports von HCMV zum Zellkern mittels Dynein- Dynaktin-Komple:

Der Dyneinkomplex, der wahrscheinlich fur den Transport des HCMV-Partikels
zum Zellkern verantwortlich ist, besteht aus mehreren Untereinheiten und ist
wiederrum eng mit dem Proteinkomplex Dynaktin verbunden (Hirokawa, 1998a;
Hirokawa et al., 1998; Karki & Holzbaur, 1999). Dynein bildet dabei die
Bindungsstelle an das Mikrotubulussystem, fungiert als Motor und ist an
zahlreichen Ereignissen in der Zelle wie anterograden Transport der
Zellorganellen, Mitose und nuklearer Migration beteiligt (Hirokawa, 1998a;
Hirokawa et al., 1998; Nurminsky et al., 1998).

Dynaktin besteht ebenfalls aus mehreren Untereinheiten, ist ein Aktivator des
Dynein in vitro (Gill et al., 1991) und wird fir die Funktion des Dyneins in vivo
bendtigt (McGrail et al., 1995; Muhua et al., 1994; Nurminsky et al., 1998). Es
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dient wahrscheinlich als eine Bindungsplattform des Dyneins und vermittelt so

die Assoziation von Dynein an seine Ladung (Karki & Holzbaur, 1999).

Die Interaktion zwischen den Viruspartikeln und dem Dyneinkomplex der Zelle
wird durch entsprechende Proteine auf beiden Seiten vermittelt. Diese kdnnten
im Prinzip zu den beschriebenen Zelltropismusunterschieden beitragen (Abb.
2). Auf viraler Seite sind dies in erster Linie die Strukturproteine, die die
Unterschiede im Partikel determinieren. In diesem Falle sollten
Sequenzunterschiede dieser Proteine zwischen den verschiedenen

Virusvarianten nachweisbar sein.

2.6 Generierung des Isolatpaares 40E/F mit unterschiedlichem

Endothelzelltropismus

Da zwei beliebige HCMV-Stamme aufgrund ihres groRen Genoms von ca.
235kbp einen ausgepragten genetischen Polymorphismus aufweisen, der sich
in einer zahlreichen Menge an Genomunterschieden in unterschiedlichen
Bereichen des Genoms zeigt, ist ein direkter Rlckschluss von
Genomunterschieden auf einen bestimmten Phanotyp bei zwei beliebigen
HCMV-Stammen nicht madglich. Selbst HCMV-Stamme, die sich in ihrem
Phanotyp sehr ahnlich sind, zeigen in ihrem Restriktionsmuster noch zahlreiche

Unterschiede.

Bei der Auswahl der zu untersuchenden Stamme kam es daher darauf an,
diese moglichst so auszuwahlen, dass sie einen moglichst geringen
genetischen Polymorphismus aufweisen, und dass sie sich in ihrem Phanotyp
Endothelzelltropismus unterscheiden. Treffen diese beiden Eigenschaften zu,
so ist es naheliegend, dass die Unterschiede, die im Restriktionsmuster

auftreten, fur den Zelltropismus von Bedeutung sind.

Aus diesem Grund wurde fur unsere Untersuchungen ein Isolatpaar
ausgewahlt, bei dem diese Voraussetzungen gegeben waren. Dieses war
ausgehend von einem gemeinsamen Ursprungsisolat, genannt TB40, eines

infizierten Patienten entstanden.
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Abb. 3: Schematische Darstellung der Generierung des Isoatpaares HCMV
40E und HCMV 40F aus dem Ursprungsisolat TB40.

HCMV TB40
VA
Propagierung Propagierung
in Fibroblasten in Endothelzellen
HCMV TB40/F HCMV TB40/E
VAN
blau = nichtendotheliotrop ‘Propagierung ~ Propagierung
rot = endotheliotrop in Fibroblasten in Endothelzellen
HCMV 40F HCMV 40E

Dieses Patientenisolat wurde parallel an Humanen Hautfibroblasten (HFF) und
Humanen Endothelzellen der Umbilikalvene (HUVEC) adaptiert und dazu Uber
22 Passagen in HUVEC und HFF passagiert. Nach der 22. Passage erfolgte
eine Plaquereinigung im jeweiligen Zelltyp und das generierte Isolatpaar wurde
mit TB40/E (endothelzelladaptiert) und TB40/F (fibroblastenadaptiert)

bezeichnet.

Die vergleichende Restriktionsfragment-Langenanalyse (RFLA) zeigte bei dem
so entstandenen Paar multiple Genomunterschiede, die Uber das gesamte
Genom verteilt lagen. Ein Genomvergleich im Hinblick auf den
Endothelzelltropismus an dieser Stelle hatte also keinen Sinn gemacht, da es
bei so vielen Unterschieden nahezu unmdglich gewesen ware, den

entscheidenden bestimmen zu kdnnen.

Aus diesem Grund wurden genetisch enger verwandte Stamme generiert.
TB40/E  wurde wieder zuriuck auf HFF adaptiet, um so eine
nichtendotheliotrope Variante von TB40/E zu erhalten, die durch einzelne
Mutationen wahrend der Ruckadaptation entstehen wirde. Nach einem Jahr

zeigte sich ein Fokusexpansionswert auf HUVEC von 0 Herden. Es zeigte sich
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aber auch, dass bei sehr hoher Viruskonzentration eine Minderheitenpopulation
mit Endothelzelltropismus verblieb. Dieser neue Stamm, genannt TB40E/F
wurde anschlieRend fur wenige Passagen auf HUVEC passagiert, wobei sich
dann im Fokusexpansionsassay auf HUVEC 70 Herde zeigten, was zur
Bezeichnung TB40E/F/E fuhrte. Durch dreifache Plaquereinigung wurden aus
TB40E/F/E einzelne Klone gewonnen, von denen ein Teil endotheliotrop und
ein Teil nichtendotheliotrop war. Die so entstandenen Stamme TB40E
(endotheliotrop) und TB40F (nichtendotheliotrop) zeigten eine sehr enge
genetische Korrelation mit nur einem einzigen Fragmentunterschied in der
RFLA. Dieses Isolatpaar weist also einen gemeinsamen genetischen
Hintergrund mit geringem genetischem Polymorphismus auf und zeigt den

geforderten unterschiedlichen Phanotyp.

2.7 Auswahl der Kandidatengene UL24, UL32, UL48, UL128,
UL130 und UL131A

Wie bereits zuvor erwahnt, werden die Unterschiede im Endothelzelltropismus
durch die unterschiedliche Effizienz, mit der penetrierte Partikel zum Zellkern
transportiert werden, determiniert (Sinzger et al., 2000). Im Prinzip kdnnen alle
viralen Proteine, die am Transport zum Zellkern beteiligt sind, durch
entsprechende Interaktion mit zellularen Proteinen zum Endothelzelltropismus

beitragen.

Im Besonderen kommen hierfur die Kapsidproteine und die kapsidassoziierten
Tegumentproteine in Frage. Chen et al. zeigten in einer dreidimensionalen
Darstellung des Kapsidproteins, dass dieses weitgehend von Tegument
bedeckt bzw. maskiert wird (Chen et al., 1999). Auch war eine Anfarbung des
»,major capsid protein“ (MCP) durch Antikorper bei einer Infektion erst in der
Late-Phase madglich, was nahe legt, dass dieses vorher durch Tegument
maskiert wurde (Sinzger et al., 2000). Daher ist anzunehmen, dass bei HCMV
das Tegument die Bindungsstelle an das zellulare Transportsystem, den

Dyneinkomplex, darstellt.
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Das “high-molecular-weight protein“ (HMWP, UL48) bildet das Homolog zum
Tegumentprotein UL36 bei HSV Typ 1. UL36 determiniert einen ahnlichen
Phanotyp bei einer termperatursensitiven (ts) Mutante von HSV Typ 1.
Versuche von Roizman et al. zeigten, dass die ts-Mutante bei entsprechender
Temperatur die Zelle infizieren kann, in die Zelle penetriert und das Kapsid zum
Zellkern transportiert wird. Da die virale DNA aber nicht aus dem Kapsid
freigesetzt werden kann, kommt es nicht zu einer produktiven Infektion
(Roizman, 1993). Entscheidend ist, dass das UL36 bei HSV Typ1, und damit
sein Homolog UL48 bei HCMV, ein wahrscheinlicher viraler Bindungspartner an

zellulare Transportstrukturen ist.

Das Tegumentprotein ,basic phosphoprotein“ (BPP oder pp150, UL32) wurde
von Gibson et al. als eines der drei Hauptkandidaten benannt, die in
ausreichend hoher Quantitat vorhanden sind (Baldick & Shenk, 1996; Gibson,
1996). Es ist, im Gegensatz zu den anderen beiden Kandidaten, am engsten
mit dem Kapsid assoziiert und weist somit eine sehr hohe Bindungskraft zum
Kapsid auf (Baxter & Gibson, 2001; Gibson, 1996; Landini & Jahn, 2000). BPP
blieb auch noch nachweisbar, als alle anderen Tegumentproteine durch
Behandlung mit Detergenzien bereits abgelost waren (Gibson, 1996). Da es
sich um ein eng mit dem Kapsid assoziierten Tegumentprotein handelt ist es mit
hoher Wahrscheinlichkeit einer der viraler Bindungspartner fur zellulare
Transportstrukturen. Tragen diese ausgesuchten Tegumentproteine zum
beschriebenen Endothelzelltropismus bei, so sollten in diesem Falle

Unterschiede in der Sequenz zwischen den Virusvarianten nachweisbar sein.

Neben diesen Uberlegungen zum Mechanismus des Endothelzelltropismus gab
es in den vergangenen Jahren auch genetische Hinweise auf virale Proteine,
die moglicherweise den Endothelzelltropismus von HCMV-Varianten
determinieren. Die systematische Analyse entsprechender Deletionsmutanten
hatte gezeigt, dass bei einem Wegfall der von UL24, UL128, UL130 und
UL131A kodierten Proteine die Virusvermehrung in Endothelzellen reduziert ist
(Dunn et al., 2003; Hahn et al., 2004). Ob eines dieser Gene jedoch auch fur
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die Zelltropismusunterschiede natlrlich  auftretender HCMV-Varianten

bedeutsam ist, ist derzeit noch unklar.

2.8 Zielsetzung dieser Arbeit

HCMV-Stamme zeigen Unterschiede im Zelltropismus, welcher eine
angeborene Eigenschaft ist, die genetisch determiniert wird. Es wurde gezeigt,
dass Veranderungen im Zelltropismus von HCMV-Stammen mit Veranderungen
der DNA assoziiert sind. Dabei ist entscheidend, dass die gesamte Information
fur die Expression des Phanotyps allein in der DNA enthalten ist (Sinzger et al.,
1999). Bisher wurden die daflir verantwortlichen Gene jedoch noch nicht
identifiziert. Somit ist unklar, welche einzelnen Veranderungen in der
Aminosauresequenz letztlich zu Veranderungen im Zelltropismus flhren.
Zellbiologische Arbeiten zum Zelltropismus von HCMV haben jedoch zu einer
begrenzten Auswahl von viralen Genen geflhrt, die flr diese Eigenschaft von
HCMV-Stammen entscheidend sein kdnnten. Dabei zeigte sich auch, dass fur
Unterschiede im Zelltropismus entscheidend ist, mit welcher Effizienz die
Viruspartikel von HCMV-Stammen nach der Penetration zum Zellkern
transportiert werden (Sinzger et al., 2000). Der Phanotyp wird also durch
Strukturproteine vermittelt. Hier spielen die Kapsidproteine und die
kapsidassoziierten Tegumentproteine eine entscheidende Rolle (Chen et al.,
1999; Sinzger et al., 2000).

In dieser Arbeit sollten ausgewahlte Gene von HCMV-Stammen mit
unterschiedlichem Zelltropismus durch Sequenzierung verglichen werden, um
so Informationen Uber ihre mdgliche Bedeutung fur den Zelltropismus von
HCMV zu erhalten. Erweist sich das jeweils untersuchte Gen in den beiden
HCMV-Stammen mit unterschiedlichem Zelltropismus als identisch, ware damit
nahezu ausgeschlossen, dass es einen Einfluss  auf  die
Zelltropismusunterschiede der HCMV-Stamme hat. Zeigt sich hingegen ein
oder sogar mehrere Unterschiede auf Aminosaureebene, so kommt das

entsprechende Protein als Ursache fur den unterschiedlichen Zelltropismus in
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Frage. Je groRer die Ubereinstimmung der anderen Gene ist, desto mehr fallen

solche Unterschiede ins Gewicht.

So war eine wesentliche Aufgabe in dieser Arbeit geeignete Stdamme flr den
Sequenzvergleich auszuwahlen. Es ist bekannt, dass ein direkter
Sequenzvergleich zweier beliebiger HCMV-Stamme eine Vielzahl von
Unterschieden in nahezu jedem untersuchten Gen aufweist, ohne dass diese
fur den Phanotyp bedeutsam waren (Cha et al., 1996). Daher wurde flr diese
Arbeit ein HCMV-Isolatpaar gewahlt, das nach Gewinnung aus einem
Patientenisolat durch selektive Propagierung auf Endothelzellen bzw.
Fibroblasten entstanden war. Aufgrund des gemeinsamen genetischen
Hintergrundes lasst sich fur Gene, die fur den Phanotyp Zelltropismus nicht
relevant sind, mit hoher Wahrscheinlichkeit eine Ubereinstimmung in der

Sequenz erwarten.

In dieser Arbeit wurden die Tegumentproteine UL24, UL32 und UL48 sowie die
Leserahmen UL128-131A untersucht, deren Lokalisation im Virion derzeit noch
unbekannt ist. Fur die Sequenzierung dieser Gene wurden Primerpaare
(forward und reverse) im Abstand von ungefahr 400 Basenpaaren ausgesucht.
Die entsprechenden Genabschnitte wurden zunachst mit Hilfe der Primerpaare
und der PCR ampilifiziert. AnschlieRend wurde das Amplifikat zur Kontrolle von
Sequenzierungsfehlern in beide Richtungen sequenziert. Beim Auftreten von
Unterschieden in der Genomsequenz wurden die entsprechenden
Genomabschnitte, zum Ausschluss eines Synthesefehlers, durch die Tag-
Polymerase bei der Amplifikation erneut amplifiziert und sequenziert. Durch
Translation wurde als nachster Schritt die resultierende Aminosauresequenz
ermittelt. Unter diesen Bedingungen war zu erwarten, dass eine Identifizierung
und Charakterisierung von Unterschieden in der Basenfolge in den zu
untersuchenden Genomabschnitten des Isolatpaares mdglich ist, sofern diese
vorhanden sind. Sollte sich in einem oder mehreren der untersuchten Gene
eine Sequenzidentitat zeigen, so waren diese Genomabschnitte mit hoher
Wahrscheinlichkeit als Ursache flr die Unterschiede im Zelltropismus

auszuschlie3en.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

Bromphenolblau Sigma, Taufkirch

Calciumchlorid Merck Eurolab GmbH, Darmstadt
Chloroform/ Isoamylalkohol (24:1) Sigma, Taufkirch
a-Chymotrypsin Sigma, Taufkirch

D-Glukose Sigma, Taufkirch
Dinatriumhydrogenphosphat Fluka, Seelze

Ethanol Merck Eurolab GmbH, Darmstadt

Ficoll HCMV 400 Sigma, Taufkirch

Fotales Kalberserum Gibco, Karlsruhe

Gentamycin Fluka, Seelze

HPLC-H>0O Merck Eurolab GmbH, Darmstadt
Isopropanol Sigma, Taufkirch

Kaliumchlorid Merck Eurolab GmbH, Darmstadt
Kaliumdihydrogenphosphat Merck Eurolab GmbH, Darmstadt
Magnesiumchlorid Merck Eurolab GmbH, Darmstadt
Minimal essential medium (MEM) Gibco, Karlsruhe
Natriumacetat Sigma, Taufkirch

Natriumdodecylsulfat (SDS) Serva Elektrophoresis GmbH, Heidelberg
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Natrium-EDTA Sigma, Taufkirch
Natriumhydrogencarbonat Fluka, Seelze
Phenol Roth, Karlsruhe

Tris HCL Sigma, Taufkirch

Trypsin Gibco, Karlsruhe

100bp-Marker Peqglab, Erlangen

Dextranblau Merck Eurolab GmbH, Darmstadt
dNTP-Mix Peqglab, Erlangen

EDTA Sigma, Taufkirch

Taq DNA Polymerase Boehringer, Mannheim

3.1.1 Zellen
HFF: Humane Vorhautfibroblasten (siehe 2.2.2 )

HUVEC: Humane Endothelzellen der Nabelschnurvene (siehe 2.2.2)

3.1.2 Virusstamme
HCMV AD 169: HCMV-Laborstamm, der ursprunglich von Rowe isoliert wurde
(Rowe et al. 1956).

TB40/E und TB40/F: HCMV-Isolatpaar, das in Endothelzellen und Fibroblasten
adaptiert wurde. Das Ausgangsisolat TB40 stammte aus Rachenspulwasser

eines knochenmarktransplantierten HCMV-infizierten Patienten.

40F und 40E HCMV-Isolatpaar, das in Endothelzellen und Fibroblasten

adaptiert wurde und aus dem Patientenisolat TB40 entstand.

3.1.3 Bakterienstamme

E.coli
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3.1.4 Puffer und Losungen
10x Bromphenolblau-Auftragspuffer fir Agarosegele: 20% Ficoll HCMV 400, 0,1
M NaEDTA pH 8,1% SDS, 0,25% Bromphenolblau

PBS 137mmol/l NaCl, 2,7mmol/l KCL, 7,3mmol/l NasHPO,4, 0,9mmol/l CaCls,,
0,5mmol/l MgCl;

Taq Polymerase Puffer mit MgCl, Boehringer, Mannheim
TSR-Puffer Applied Biosystems, Weiterstadt

Losung A 137mmol/l NaCl, 5,4mmol/l KCL, 4,2mmol/l NaHCO3, 5mmol/l D-
Glukose in 500 ml H,O, pH 7,3

Lysispuffer Lysispufferstock: 10mM Tris-HCI pH 7,5, 100mM NaCl, 10mM
EDTA pH 8,0, Lysispuffer frisch ansetzen: Lysispufferstock, 0,6% SDS, 100mg/I

Protease K

3.1.5 Nukleinsauren
DNA-GroRRenstandard Raoul-Marker

3.1.6 Vektoren
pZErO™ 1.1,highcopy” Vektor, Zeocinresistent invitrogen Groningen,

Niederlande

3.1.7 Synthetisch hergestellte Oligonukleotide

Alle Primer haben eine Lange von ca. 400 Basenpaaren (bp), einen Guanin-
Cytosin-Gehalt von 50-60% und wurden mit Hilfe des Computerprogramms
DNAsis ausgewahlt. Dabei sind die Primer mit ungerader Zahl ,forward-primer®
(fw) in Leserichtung des untersuchten Genomabschnitts, die mit gerader Zahl

die ,reverse-primer (re).
Primer far UL 32 Roth, Karlsruhe
UL32P1 fw: 5’ gac atg caa ttg ccc gcg gacaact 3’

UL32P2 re: 5’ tac ttt ggg cgg caa ggc ggt ggta 3’



UL32P3 fw:

UL32P4 re:

UL32P5 fw:

UL32P6 re:

UL32P7 fw:

UL32P8 re:

UL32P9 fw:

UL32P10 re:

UL32P11 fw:

UL32P12 re:

UL32P13 fw:

UL32P14 re:

UL32P15 fw:

UL32P16 re:

UL32P17 fw:

UL32P18 re:

UL32P19 fw:

UL32P20 re:

UL32P21 fw:

UL32P22 re:

28

5’ ggt aaa cgg tgg tta ccg cgg gat a 3’
5’ gcc ggt tca ggg aag gct aga gaaa 3’
5 cgc gcc aga agt cac gtt ccttgat 3’
5’ cgg tga cac aaa cag cgt ctc ggg a 3’
5’ tcg teg tet tee tee teg ctg tet t 3

5’ cac cac cgc gta caa gtt cga gca a 3’
5 ggt ttg ggt acc cgc gaa ggt agg t 3’
5’ cta gtg gtg gcg gtg ttt ccagcat 3’

5’ gaa agc cgc gtg acg ctgttg ttg t 3’

5’ gtt ccg ctt cga ggc cca tgg ttc t 3’

5 cgc ctc gtc tcg gtatcc gtg atg t 3

5’ cct gca gca acg tcagcagcaacca 3
5’ cat cgt cgt cgt cct cat cgg cac t 3’

5’ tcc cac agt cgg cg caca cgt ttt t 3’

5’ gcg get gcg tgg gga cat gtt tet t 3

5 acctgg agg gtgtgcgcc gtaacat 3
5’ cgg ccc gtg tac acg agec ttg ttg a 3’
5’ cgg tgc tgt tca acg agc tca tgc t 3’

5’ cca cga tca ccg aac ggg taagtgt 3’

5’ ccg cgt atc cgec ctc cgec tattaa a 3
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Primer fur UL 48 Roth, Karlsruhe

UL 48P1 fw:

UL 48P2 re:

UL 48P3 fw:

UL 48P4 re:

UL 48P5 fw:

UL 48P6 re:

UL 48P7 fw:

UL 48P8 re:

UL 48P9 fw:

UL 48P10 re:

UL 48P11 fw:

UL 48P12 re:

UL 48P13 fw:

UL 48P14 re:

UL 48P15 fw:

UL 48P 16 re:

UL 48P17 fw:

UL 48P18 re:

UL 48P19 fw:

UL 48P20 re:

5’ cgg gca tct tcg act ttc tgc ggt a 3’

5 tcc ttg cgg cgt ttc tcg gat gtt t 3

5" agc att ccc gtc tac gat ccc tcg t 3’

5’ cgg tga gga aag ctt cgt cga agga 3’
5’ agg agt tga agg ctc tga cgctgc c 3’
5’ ggg cat cgg tcg ctt ggt tac gaa a 3’
5’ tca tcg cct ggg tgg agg agatgct 3
5’ cag ttt cag gtc gcg cag gtc gtaa 3’
5’ gac gcg cgt gca caa tca cat cct t 3’
5 cgtcgcgacgtaacatctcgcgtaa 3
5’ ccg cct cta cgaagaggaagaggaa 3
5’ cgc tcg tag agt tcc gtt acctga g 3’

5’ cca cgt acg cg caga tgg tca aga a 3’
5’ aac ggc gtc cac cac gcg ttg caa a 3’
5’ ggc acc gag ccatcg tgt catgcat 3’
5’ gcc tge tge gtc tca tgg atc aga a 3’
5’ aga cgg gcg aat caa cga gtg tct g 3’
5’ cag cgt ttt gaa aac ggg ctg ctg g 3’
5 cga ctttgc acg cta ccgcagcagt 3’

5’ tcc gcg gtg att tgc gca agg get t 3’



UL 48P21 fw:

UL 48P22 re:

UL 48P23 fw:

UL 48P24 re:

UL 48P25 fw:

UL 48P26 re:

UL 48P27 fw:

UL 48P28 re:

UL 48P29 fw:

UL 48P30 re:

UL 48P31 fw:

UL 48P32 re:

UL 48P33 fw:

UL 48P34 re:

UL 48P35 fw:

UL 48P36 re:

UL 48P37 fw:

UL 48P 38 re:

UL 48P39 fw:

UL 48P40 re:
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5’ gct gtt ggg caa agc cac gca aca a 3’
5’ cag ccc gta gct gaa ggt ctg gat t 3’
5’ ccg cgc gtc atc aaa aag tgc agg a 3’
5’ gtg tcg tgg tga cgc gcg aag cata 3’
5’ gac acg tcc agc tgg gtc acc agt a 3’
5’ gtg cca ggc ggt gct cac cag ata a 3’
5 gccacagatctcgcagtacgacctad
5’ ggg cct acc tgg cac agt tgc tgt a 3’
5’ ccc gaa cag gtc aag gec ttc tgta 3’
5’ aca tgc acg cc gaga cac acgggta 3’
5’ atc cgc gtg cca cgt cag gac aca a 3’
5 ccagccgactgtggtcctgttcgaa 3
5’ gcg ttt ccc cac ccg cct aga gttt 3’

5’ tga tag gcg gcg agg cga aactgg t 3’
5’ gcg ttt ccc cac ceg ctt aga gttt 3

5’ tga tag gcg gcg agg cga tgg 3’

5 tac cgc ctt tgg cgg gtc cgt ctt t 3’

5’ cgt ttt gga gct gcc gac cgagata 3’
5’ gca aca ggt cca gct taa agg cgc a 3’

5’ ccg tgt acg atc acc ggc tgg ctt t 3’
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Primer fur UL 24 Roth, Karlsruhe

UL 24P1 fw:

UL 24 P2 re:

UL 24 P3 fw:

UL 24 P4 re;

UL 24 P5 fw:

UL 24 P6 re:

5’ tcg cgg tcg cgce gtc ggt gga caa a 3’

5 gtggaa ggc ggtcacttgctgcgca 3

5’ gag aac gcg cat tcc gaa agc ggt t 3’

5’ agg aga tcg aga cgg acg agg act t 3’

5’ ctc caa gcc ttc acg tcc tcc ggt t 3

5’ gaa aac gct gtc ctc cgc ctc ctc a 3’

Primer fur UL 128-131 Roth, Karlsruhe

UL 128-131 P1 fw:

UL 128-131 P2 re:

UL 128-131 P3 fw:

UL 128-131 P4 re:

UL 128-131 P5 fw:

UL 128-131 P6 re:

UL 128-131 P7 fw:

UL 128-131 P8 re:

5’ cgt cgt caa gaa cgg cgt cag gtc t 3’

5’ ggg gtt cca gca ggt atc aac ggg t 3’

5’ ccc agg tgg agce ttc tct cca ccaa 3

5’ ccg agg tgt cgt tgc tca tca gcga 3’

5 ccggcggegttgaacgtggtc ctt t 3

5’ tcec ccg ccc cat cac ctc gec tat a 3’

5’ agc cac acc cga cac agc cgc atgt 3’

5’ gcg gtt ccc gac gag gtt ctcaga t 3’
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UL 128-131 P9 fw: 5’ ctc ctc ctc gtc cca gtc ccg agt t 3’

UL 128-131 P10 re: 5°cct cgt tac acg tcg ttc gcg gac a 3’

UL 128-131 P11 fw: 5’ attttt cca atatcgccatctctat 3

UL 128-131 P12 re: 5’ gac gag ctg caa cta caa tcc gtaa 3’

UL 128-131 P13 fw: 5’ cat agg ctg taa ggc cct cgaggaa 3’

UL 128-131 P14 re: 5’ ttt tga aaa ccg cgc gtc atg agt ¢ 3’

3.1.8 Enzyme
EcoRI, Sacl, BamHI, Sstl, Xbal, Hindlll, Qbiogene, Heidelberg

T4-DNA-Polymerase, Stratagene, La Jolla, USA
Tag-Polymerase, Roche, Mannheim

3.1.9 Kits
ABI PRISM® BibDye™ Terminator

Cycle Sequenzing Ready Reaction Kit Applied Biosystems, Weiterstadt
NuckleoSpin Multi 8 Exact Kit Macherey-Nagel, Diren

3.1.10 Gerate
Peltier Thermal Cycler 200 MJ Research, Waltham, USA

BIO Photometer, Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
ABI PRISM™ 310 Genetic Analyzer Applied Biosystems, Weiterstadt

Gel Doc 2000 Bio Rad, Minchen
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellkulturverfahren
Die Kultivierung aller Zellen erfolgte bei 37°C, 5%CO, und 90% Luftfeuchtigkeit

in einem Begasungsbrutschrank.

3.2.2 Isolierung und Kultur der Zellen

Humane Vorhautfibroblasten (HFF)

Far die Isolierung  von humanen  Vorhautfibroblasten  wurden
Beschneidungsabschnitte (Universitatsklinik Tibingen) mechanisch mit einem
Skalpell zerkleinert und anschlieBend mit 50ml Trypsin eine Stunde bei
Raumtemperatur gerthrt. Danach wurde die Losung durch eine dinne Lage
Mull in ein steriles Gefal} filtriert. Je 25ml der Lésung wurden mit Medium auf
50ml aufgeflllt und bei 250g ohne Bremse flr 10min zentrifugiert. Das so
gewonnene Pellet wurde in 5ml MEM Medium (5% FKS, Gentamycin)
resuspendiert und bei 250g erneut fur 10min zentrifugiert. Das gewaschene
Pellet wurde in 6 ml MEM Medium (% FKS, Gentamycin) geldst und auf eine
25cm? Kulturflasche gegeben. Ein Mediumwechsel erfolgte alle drei bis vier

Tage.

Humane Nabelschnurvenen-Endothelzellen (HUVEC)

Fir die Isolierung der humanen Nabelschnurvenen-Endothelzellen
(Frauenklinik, Universitatsklinik Tubingen) wurde die Nabelschnur auf einer
Seite abgeklemmt und mit Lésung A geflllt. Nachdem die Nabelschnurvenen
mehrmals mit Losung A gespult worden waren, wurden sie mit
Chymotrypsinldosung gefullt und bei 37°C fur 10min inkubiert. Das Eluat wurde
bei 250g fiur 10min zentrifugiert. Das so entstandene Zellpellet wurde
resuspensiert und in eine 25cm? Kulturschale gegeben. Nach Zelladharenz
wurde das Zellmedium gewechselt. Fur die Versuche wurden Endothelzellen
aus funf bis sechs Isolierungen gepoolt und bis zur Verwendung

kyrokonserviert.
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3.2.3 DNA-Analyse

3.2.3.1 Préaparation von Virus-DNA mit Nukleaseverdau aus infizierten
Zellen

DNA- Isolierung

Zur lIsolierung der HCMV-DNA wurden die infizierten Zellen einer 175cm?-
Zellkulturschale mit kaltem PBS 1x gewaschen und mit 15ml eiskaltem C1-
Puffer auf Eis 10min unter Schwenken lysiert. Der Uberstand wurde komplett
verworfen und die Zellschicht nochmals mit 15ml eiskaltem C1-Puffer flir 10min
gewaschen. Der Uberstand wurde erneut komplett verworfen und die lysierte
Zellschicht mit 4ml Nuklease-Lésung bei 37°C fur 20min inkubiert. Um die
Nuklease-Reaktion zu stoppen wurden 80ul 0,2mol/l EDTA hinzugegeben,

geschwenkt und der Uberstand wieder komplett verworfen.

DNA- Extraktion

Fir die DNA-Extraktion wurden 3ml Digestionspuffer (Proteinase K und SDS)
zugesetzt und anschlieRend bei 37°C Uber Nacht inkubiert. Die Extraktion der
DNA erfolgte dann weiter nach dem Protokoll von D. Wolff (Juli 1993).

Dazu wurden der Zellkulturflasche 6ml Phenol hinzugegeben und anschlielRend
unter nicht zu starkem Schutteln bei Raumtemperatur fir 2-3 Stunden inkubiert.
Der Inhalt der Zellkulturflasche wurde dann in Idsungsmittelresistente
Zentrifugenrohrchen dberfuhrt und far 10min bei 11.000rpm zentrifugiert. Die
DNA-haltige Oberphase wurde anschlieRend mit einer abgeschnittenen blauen
Spitze in ein neues Zentrifugenréhrchen Uberfihrt, dabei war zu beachten, dass
die Losung sehr zah ist und so das Material der Interphase leicht mitangesaugt
werden konnte. Nach Zugabe von 3ml Phenol und 3ml Chloroform/
Isoamylalkohol (24:1) wurde das Rohrchen 10 mal auf den Kopf und wieder
zurtckgedreht. Es folgte eine Zentrifugation fir 10min bei 11.000rpm. Die
entstandene Oberphase wurde mit einer abgeschnittenen blauen Spitze in ein

neues Zentrifugenréhrchen dberfihrt und 3ml Chloroform/ Isoamylalkohol
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hinzugegeben. Anschlieend wurde fir 10min bei 11.000rpm durchmischt und

zentrifugiert.

Féllung und Isolierung

Die Oberphase wurde dann in ein neues Réhrchen Uberfuhrt und vorsichtig mit
dem zweifachen Volumen an Isopropanol tUberschichtet. Dann wurde eine lange
Pasteurpipetten an der Spitze kurz am Bunsen-Brenner geschmolzen und ein
Hakchen geformt. Fur das Aufspulen der DNA in der Interphase wurde das
Hakchen kreisformig, aber auch auf- und abbewegt. Dabei sollte die DNA auf
jeden Fall sichtbar sein. In dieser Form war die DNA gut fir die Transfektion

geeignet.

Far die verbliebene DNA wurde das Réhrchen mit 3-4 Saltos gedreht damit sich
die Phasen durchmischten. Dabei prazipitierte die DNA und konnte so leichter
mit einem Hakchen aufgespult werden. Diese DNA zeigte allerdings nach

Transfektion eine weniger hohe Infektiositat.

Die Pasteurpipette wurde anschlieBend zum Trocknen flr eine Stunde bei
Raumtemperatur in einen Stander aufgestellt, wobei hier keine sterilen
Bedingungen vorliegen mussten. Die Pasteurpipette wurde dann in ein
Eppendorfgefa® nach wunten gestellt und so abgebrochen, dass das
Eppendorfgefald geschlossen werden konnte. Es wurden 100 bis 300ul H20

zugegeben, dabei durfte mit der Pipette nicht resuspendiert werden.

Resuspendiert wurde bei 4°C Uber Nacht. Bei dieser Temperatur wurde auch

gelagert.

Anschlieend wurde die DNA-Konzentrationsbestimmung und Probe-

Restriktionsspaltung (wie unten beschrieben) durchgefthrt.

Alternativ zum Aufspulen der DNA mittels eines Hakchens wurde auch
folgendermallen vorgegangen, da es sich hier um keine zellulare DNA

handelte:
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Wie oben wurde die Uberfiihrte Oberphase mit 6ml Isopropanol vorsichtig
Uberschichtet und dann die DNA mittels Saltos gefallt. AnschlieRend wurde fur
30min bei 11.000rpm zentrifugiert, wonach ein DNA-Pellet sichtbar wurde. Das
Phenol wurde nun vorsichtig abgegossen und 1ml 70%iges Ethanol
hinzupipettiert, um dien noch verbliebenen Salze herauszulésen. Dieser wurde
wieder vorsichtig abgegossen und wieder 1ml 70%iges Ethanol hinzugegeben.
Die Losung wurde nun mit dem Pellet in ein Eppendorfgefald Uberfihrt und bei
14.000rpm fur 2min zentrifugiert. Anschlieend wurde unter dem Abzug mit
einer sterilen Pipette das Ethanol vorsichtig abgesaugt und bei offenem Gefaly
das Pellet flr ca. 10min getrocknet. AnschlielRend wurden 20ul TE-Puffer (pH 8,
Tris EDTA) hinzugegeben, das Gefald verschlossen und Uber Nacht bei 4°C
gekuhlt.

Konzentrationsbestimmung der DNA

Zunachst erfolgte eine DNA-Konzentrationsbestimmung am Photometer (BIO
Photometer, Eppendorf, Wesseling-Berzdorf) bei 260 nm. Dazu wurde in ein
Eppendorfgefall 6ul DNA-L6ésung und 54ul H,O gemischt. Das Photometer
wurde mit H,O geeicht und die Verdlinnung eingegeben, hier 5:45. Beim
Ergebnis sollte der errechnete Quotient bei 260/230 zwischen 1,8 und 2,0
liegen, um eine qualitativ gute DNA zu gewahrleisten. Anschliellend musste

noch die absolute DNA-Konzentration rechnerisch bestimmt werden.

Qualitédtsiiberpriifung der isolierten DNA

Fir die Uberprifung der Qualitdt der isolieten DNA wurde die
Restriktionsfragment-Langenanalyse (RFLA) durchgefihrt. Die DNA-Spaltung
mit einem Uberschuss an Restriktionsenzymen wurde in den vom Hersteller
mitgelieferten Puffersystemen bei empfohlenen Inkubationstemperaturen
durchgefuhrt. Dabei wurden folgende Regeln beachtet: Fur ein langes DNA-Gel
wurden etwa 5ug genomische DNA verwendet. Die Enzymkonzentration lag bei
5-10U/ug DNA. Das Gesamtvolumen entsprach mindestens einem 10-fachen

des Enzymvolumens. Es wurde 1/10 des Gesamtvolumens vom passenden



37

Puffer verwendet (10-fach). Aufgefullt wurde mit DNAse-freiem H,O auf das
Gesamtvolumen. Inkubiert wurde bei Temperaturoptimum fir 60min und die
Inkubation durch Zugabe der entsprechenden Menge an 6-fach Probenpuffer

beendet.

Nach der Zugabe von 10-fach Bromphenolblau-Auftragspuffer zum Spaltansatz
(mit Gesamtvolumen von 20ul) erfolgte die Auftrennung der DNA-Fragmente in
0,6-0,8%-igen Agarosegelen in 1x TBE-Puffer und versetzt mit 1ug/ml
Ethidiumbromid. Als Fragmentlangenstandard diente Raoul-Marker (1:10). Die
Elektrophorese wurde zwischen 40V und 100V in 1-fach TBE-Puffer
durchgefuhrt. Im Gel wurden die DNA-Fragmente unter UV-Licht (2564nm)

sichtbar gemacht und mit einer Polaroidkamera dokumentiert

3.2.3.2 Shotgunklonierung von Virus-DNA aus infizierten Zellen in den
Vektor pZErO ™ -1.1

Restriktionsverdau

Es wurde je ein Restriktionsverdau fur die isolierte DNA (wie oben beschrieben)
und fur den Vektor angesetzt, und zwar mit einem Gesamtvolumen von 40ul fur
die DNA und von 20ul fir den Vektor. Damit wurde ein mdglichst optimales

Verhaltnis von Vektor zu insert-DNA, namlich 1:2 angestrebt.

Dazu kamen Enzym und 1/10 des Gesamtvolumens an Puffer, anschliel’end

wurde mit H,O aufgefulit.

Der Gesamtansatz wurde gut durchmischt, kurz zentrifugiert und anschlief3end

bei 37°C fur 30min in den Warmer gestellt.

In dieser Zeit wurden die phase-lock-gel Light tubes (Eppendorf, Wesseling-
Berzdorf) fur die Extraktion vorbereitet und 30sec bei 14.000rpm
herunterzentrifugiert. Dann wurden je 100ul Phenol/Chloroform pro Gefal
hinzugegeben. Anschliefiend wurde zum DNA- und pZEro-Ansatz auf 100ul mit
H,0 aufgeflllt, entsprechend bei der DNA 60ul und bei pZEro je 80ul. Danach

wurden die DNA- und pZEro-Ldsungen in die vorbereiteten phase-lock-gel Light
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tubes (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf) Uberfihrt und das ganze durchmischt,
bis eine weilke Emulsion entstand. Es folgte eine Zentrifugation flr 5min bei
14.000rpm. Anschlieliend wurden pro Ansatz 100ul Chloroform hinzugegeben,
durchmischt und wieder fur 5min bei 14.000rpm zentrifugiert. Die Ansatze
wurden in normale EppendorfgefalRe uUberfihrt und jeweils 200ul gekuihltes
Ethanol absolut hinzugegeben und bei 4°C im Kihlschrank gekuhlt. Dann
wurden die Ansatze in der auf 4°C abgekuhlten Zentrifuge fir 20min bei

14.000rpm zentrifugiert

Anschliefend wurde das Ethanol unter dem Abzug mit einer Pasteurpipette
vorsichtig abgesaugt und je 200ul gekihltes 70%iges Ethanol hinzugegeben
und durchmischt. Es folgte eine weitere Zentrifugation fur 5min bei 14.000rpm.
Dann wurde das Ethanol wieder unter dem Abzug vorsichtig abgesaugt und bei
offenen Gefallen trocknen lassen. Um die entstanden Pellets wieder zu I6sen
wurden den DNA-Ansatzen 40ul und den pZEro-Ansatzen 20ul TE-Puffer (pH
8) hinzugegeben.

Ligation

Fir die Ligation wurden bei einem typischen Ansatz 2ul H,O und 2ul 5-fach T4
DNA-Ligase-Puffer vorgelegt und anschlieRend 1ul Vektor, 4ul DNA und 1pl
Enzym hinzupipettiert. Dann wurden die Ansatze flr 3 Stunden bei 16°C im
Wasserbad inkubiert.

Transformation (nach Protokoll von Invitrogen)

Dazu wurden 2ul des Ligationansatzes zu 50ul kompetenten One shot-
Bakterien gegeben und mit 2ul Mercaptoethanol 30min auf Eis inkubiert. Nach
genau 30sec im Wasserbad bei 42°C wurden je 250ul vorgewarmtes SOC-
Medium zu jedem Ansatz hinzugegeben und bei 37°C eine Stunde bei 225rpm

geschuttelt.

Die LB-Zeocin-Agarplatten wurden mit 25-100ul der transformierten Zellen
beimpft und Uber Nacht bei 37°C inkubiert.
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Sichtbare Bakterienkolonien wurden mit dem Qiaprep 8 Turbo Miniprep-Kit von

Qiagen prapariert, um die DNA der neu entstanden Klone zu isolieren.

An Hand einer Restrikitionsfragmentlangenanalyse wurde die Grolde der
Plasmid-DNA bestimmt und so nach den UL32 und UL48 entsprechenden
Klonen gesucht. Diese wurden dann auf Einzelkolonien ausgestrichen und in
einem Zeoxin-haltigen SOC-Medium bei 37°C Uber Nacht inkubiert. Aus den
Bakterien wurde die DNA fur die Sequenzierung mit dem Midi-Prapararions-Kit
von Qiagen prapariert. Die Bakterien wurden in 20%igem Glycerol bei -80°C

aufbewahrt.

3.2.4 Southern-Blot-Analyse
Fiar die Southern-Blot-Analyse wurde der , DIG DNA Labeling und Detection

Kit“ von Boehringer, Mannheim verwendet.

Die DNA des Plasmids mit viralem insert, die als Sonde verwendet werden

sollte, wurde mit DIG-dUTP nach Angaben des Herstellers markiert.

Fir den Southern Blot wurden die DNA-Fragmente durch eine
Restrikitionsfragmentlangenanalyse in einem Agarosegel aufgetrennt. Das Gel
wurde in 1N KOH fir 30 min inkubiert, mit 0,5M Tris-HCL pH 7,5 flr 30min
neutralisiert und anschlielend fur 5min in 10x SSC eingelegt. Die DNA wurde in
20xSSC fur mindestens 3 Stunden auf eine Nylonmembran transferiert und
durch anschlieRendes ,UV-Crosslinking® fixiert. Alternativ konnte die
Nylonmembran auch bei Raumluft getrocknet werden. Die Vorhybridisierung
wurde mit DIG Easy Hyb fir 30min bei 42°C durchgeflhrt, hybridisiert wurde mit
der denaturierten DIG-markierten DNA-Probe nach Abgiellen der
Vorhybridisierungslosung fur mindestens 6 Stunden bei 42°C. Die

Waschschritte und Detektion erfolgten nach Angaben des Herstellers.

3.2.5 DNA-Sequenzierung
Die DNA-Sequenzierung der Klone erfolgte mit Primerpaaren der Firma Roth
mit einer Primerkonzentration von 50ng/ul und einer DNA-Menge der Plasmide

von 1ug.
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Ein typischer Ansatz fir die Sequenzierungsreaktion enthielt bei einem
Gesamtmenge von 10ul, 2ul Sequenziermix (Big Dye Terminator Cycle Applied
B), 1ul Primer und 1l Plasmid-DNA und 6pul H20O.

Das Cyclerprogramm ABI am Gerat ABI PRISM™ 310 Genetic Analyzer
lautete: Schritt 1: 2min bei 96 °C, Schritt 2: 10sec bei 96 °C, Schritt 3: 5sec bei
50 °C, Schritt 4: 4min bei 60°C. Die Schritte 2-4 wurden 30x wiederholt. Zum
Schluss wurde auf 4°C abgekuhlt.

Der typische Ansatz fur die Fallungsreaktion enthielt 10yl Ansatz, 10pl
Dextranblau (1mg/ml), 10yl NaAc (3M, pH 5), 70ul H,O und 250yl gekihltes
Ethanol absolut. Nach Durchmischung wurde fir 30min bei 14.000rpm bei
Raumtemperatur zentrifugiert und anschlieRend abgesaugt. Gewaschen wurde
dann mit 100pl 70%igem gekuhltem Ethanol. Nach erneutem Absaugen wurde
das Pellet getrocknet und mit 20ul TSE-Puffer resuspendiert. Es folgte im
Cycler nach dem Programm Seqg-Heat fur 4min eine Abkihlung von 90°C auf
4°C.

Die anschlieRende Polymerasenkettenreaktion (PCR) erfolgte mit einem Ansatz
von 50ul. Das Template bestand aus einer Verdinnung von 1ul DNA in 1ml
H20. Der PCR-Ansatz setzte sich folgendermalRen zusammen: 5ul 10x PCR-
Puffer, 1ul dNTP, 0,5ul je Primer, 1ul Tag-Polymerase, 1ul Template und 41pl
H,O. Dieser wurde zentrifugiert, durchmischt und nochmals kurz zentrifugiert.
Anschlielend folgte im Cycler das folgende Programm: Schritt 1: 4min bei
94°C, 2: 1min bei 94°C, 3: 1min bei 57°C, 4: 1min bei 72°C, wobei die Schritte
2-4 30x wiederholt wurden. Als Schritt 5: 4min bei 72°C und schliellich
Abkuhlung auf 10°C.

Die Aufreinigung der PCR-Produkte erfolgte mit Microcon-Tubes laut

Empfehlung des Herstellers.

Der ABI PRISM™ 310 Genetic Analyzer ist in Kombination mit dem hier
verwendeten BigDye RR Terminator Kit in der Lage, Fluoreszenssignale vier

verschiedener Farben, welche benutzt wurden, um die Basen Adenin, Guanin,
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Cytosin und Thymidin zu bezeichnen, zu unterscheiden und durch die
Kettenabbruchreaktion, die DNA-Basenabfolge des zu sequenzierenden
Abschnitts  wiederzugeben. Die unterschiedlichen Wellenlangen der
verschiedenen Farben werden bei der Bestrahlung mit Laserlicht im Sinne einer
Extinktionsreaktion genutzt und so die Basenabfolge wiedergegeben. Die
Auswertung erfolgte mit Hilfe der Computerprogramme DNAsis und
CHROMAS.
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4 Ergebnisse

Da es sich bei dem HCMV-Genom um insgesamt 235 kbp handelt, ist ein
direkter Vergleich des gesamten Genoms auf DNA-Ebene nicht mdglich. Daher
sollte eine gezielte Auswahl von Genen erfolgen, die aus theoretischen
Uberlegungen heraus eine Rolle fiir den Zelltropismus von verschiedenen
HCMV-Stammen spielen koénnten. Bei dem zu untersuchenden lIsolatpaar
HCMV 40F und HCMV 40E war der nichtendotheliotrope HCMV-Stamm 40F in
seiner Fahigkeit zur DNA-Freisetzung in Endothelzellen um den Faktor 100-
1000 reduziert, wohingegen der endotheliotrope Stamm HCMV 40E auch in
Endothelzellen zu einem effizienten Uncoating befahigt war. So konnte sich
HCMV 40E im Gegensatz zu HCMV 40F in Endothelzellen replizieren. Dabei
korrelierte die Effizienz der Translokation viraler DNA mit dem

Endothelzelltropismus von HCMV-Varianten.

Beim Transport der Viren von der Peripherie der Wirtszelle zum Zellkern spielen
auf viraler Seite besonders die Tegumentproteine eine entscheidende Rolle.
Daher waren besonders Gene, die flr diese kodieren, von Interesse. Ziel war
eine vergleichende Sequenzanalyse und die Klarung der Frage, ob sich in den
zu untersuchenden Genen (UL48 und UL32) auf DNA-Ebene Unterschiede
zwischen HCMV 40E und HCMV 40F finden wiirden, ob sich diese auch auf die
Aminosauresequenz auswirken wirden und somit eine entscheidende Rolle fir

den unterschiedlichen Zelltropismus spielen kdnnten.

Die Methode der Wahl war daher eine vergleichende Sequenzanalyse. Hierzu
sollten die Gene der Tegumentproteine mit den Leserahmen UL32 und UL48
kloniert werden. Dazu wurden anhand der DNA-Sequenz des Laborstammes
AD169 die Enzyme EcoR1 fur den Leserahmen UL32 und Sacl fur den
Leserahmen UL48 ausgewahlt, um die entsprechenden Fragmente
anschlie®end in den Vektor pZErO klonieren zu kénnen. Die Klone von UL32
und UL48 sollten Uber die Nutzung fir die vergleichende Sequenzanalyse
hinaus spater auch zur Herstellung rekombinanter Viren zur Verfugung stehen.

Auf diese Weise wirde dann die Moglichkeit bestehen zu Uberprufen, ob sich
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durch Transfer der fraglichen Genomfragmente der jeweilige Zelltropismus auf
den Stamm mit gegensatzlichem Phanotyp Ubertragen lasst. Die fur die
Klonierung passenden Fragmente sollten aufgrund der vorhergesagten
Fragmentgrofle identifiziet und durch Southern Blot-Analysen verifiziert
werden. Die skizzierten Klonierungsarbeiten wurden erfolgreich durchgefinhrt.
Die Tegumentproteine UL48 und UL32 liegen als pZErO-Klone vor. Im Laufe
der Arbeit wurden von anderen Arbeitsgruppen genetische Hinweise auf eine
modgliche Bedeutung der offenen Leserahmen UL24 sowie UL128-131A
publiziert (Dunn et al., 2003; Hahn et al., 2004). Diese Genregionen wurden mit
Hilfe einer Direktsequenzierung viraler DNA untersucht um zu klaren, ob die
entsprechenden Gene auch fur die Phanotypunterschiede im HCMV-

Stammpaar 40E und 40F eine Rolle spielen.

Ein Sequenzvergleich des endotheliotropen Stammes 40E und des
nichtendotheliotropen Stammes 40F in den offenen Leserahmen UL24, UL32,
UL48, UL128, UL130 und UL131A sollte mogliche Unterschiede auf DNA-
Ebene feststellen und deren Auswirkungen auf die Aminosauresequenz

untersuchen. Dabei kamen folgende Ergebniskonstellationen in Frage:

(1) Es besteht Sequenzidentitat auf Basenebene. Daher kénnen auch keine
Unterschiede in der Aminosauresequenz entstehen. Somit kann
ausgeschlossen werden, dass dieses Gen eine Rolle flir den Zelltropismus
spielt.

(2) Es bestehen Unterschiede in der Basensequenz zwischen den untersuchten
Stammen. Diese wirken sich aber nicht auf die Aminosauresequenz aus. Somit
kann auch hier mit hoher Sicherheit ausgeschlossen werden, dass dieses Gen
eine  Rolle im Bezug auf den untersuchten Phanotyp spielt.
(3) In der Basensequenz zeigen sich ein oder mehrere Unterschiede, die zu
Veranderungen der Aminosauresequenz fuhren. Hier besteht potentiell die
Moglichkeit, dass diese Unterschiede eine entscheidende Rolle fur den
verschiedenen Phanotyp Zelltropismus spielen, was dann durch weitere

funktionelle Untersuchungen abgeklart werden musste.



44

4.1 Die Tegumentproteine UL24 und UL48 tragen nicht zu
Zelltropismusunterschieden zwischen den Stammen HCMV
40E und HCMV 40F bei

Der offene Leserahmen UL24 (Abb. 4) umfasst in der publizierten Sequenz 903
Basenpaare und kodiert flr ein Tegumentprotein von 300 Aminosauren. Die
Basensequenz war zwischen dem Stamm AD169 einerseits und den Stammen
40E und 40F andererseits zu 99,4 % konserviert, die Stamme 40E und 40F
waren sequenzidentisch (Anhang 1). Entsprechend waren diese Stamme auch
in ihrer Proteinsequenz identisch, wahrend sie gegenuber der publizierten
Sequenz von AD169 zwei Aminosaurenaustausche aufwiesen (Anhang 2). Eine
der Aminosauren-Mutationen ist konservativ (G79A), bei der anderen andert
sich im Sinne einer "missense"-Mutation der Charakter der Aminosaure von
ungeladen-polar nach sauer (Q66E). Auffallig ist, dass alle Basen-Mutationen
im zweiten Sechstel des Leserahmens akkumuliert sind und die restlichen funf
Sechstel komplett konserviert sind, was auf eine zusatzliche Funktion dieser

DNA-Abschnitte Uber die Proteinkodierung hinaus schliel3en lasst.

U, U

HCMV-Genom

UL24

Basen- ) e Unterschiede 40E/F zu AD169
| I
austausche  og 30 kbp Y Unterschiede 40E zu 40F
Aminoséauren- | ‘
austausche ‘ ‘
29 30 kbp

Abb. 4. Schematische Darstellung der Unterschiede in Basen- und
Aminosauresequenz zwischen HCMV 40 E/F und HCMV AD169 im
offenen Leserahmen UL 24. HCMV 40E/F waren sequenzidentisch.
Es zeigten sich 2 Aminosdurenaustausche im Vergleich

HCMV 40 E/F zu HCMV AD169.
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Der offene Leserahmen UL48 (Abb. 5) umfasst in der publizierten Sequenz
6726 Basenpaare und kodiert flr ein Tegumentprotein von 2241 Aminosauren.
Die Basensequenz war zwischen dem Stamm AD169 einerseits und den
Stammen 40E und 40F andererseits zu 98,7 % konserviert, die Stamme 40E
und 40F waren sequenzidentisch (Anhang 3). Entsprechend waren diese
Stamme auch in ihrer Proteinsequenz identisch, wahrend sie gegenuber der
publizierten Sequenz von AD169 14 Aminosaurenaustausche und eine
Aminosaurendeletion aufwiesen (Anhang 4). Unter den
Aminosaurenaustauschen Uberwiegen konservative Mutationen, bei denen der
Charakter der Aminosaure erhalten bleibt. Es finden sich aber auch funf
"missense"-Mutationen, die den Charakter der Aminosaure jeweils von unpolar
nach polar verandern: so sind an den Positionen 212 und 1940 der
Aminosauresequenz jeweils Prolin durch Serin, an den Positionen 1347 und
2756 jeweils Alanin durch Threonin sowie an Position 1917 Prolin durch Arginin
ersetzt. Die 83 Basenaustausche und 3 Basendeletionen sind relativ
gleichmalig Uber den Leserahmen verteilt mit einer bemerkenswerten
Ausnahme: der zentrale Bereich von nt 2411-3983 ist komplett konserviert, was
wiederum auf eine funktionelle Bedeutung dieses DNA-Abschnittes Uber die

Proteinkodierung hinaus hinweist.

Die Sequenzidentitat der Stamme 40E und 40F in den Leserahmen UL24 und
UL48 auf DNA-Ebene und folglich auch auf Proteinebene schliel3t eine
Bedeutung dieser Gene fiur die Auspragung des Zelltropismusunterschiedes
zwischen beiden Stdmmen nahezu sicher aus. Auf dem Hintergrund der
zahlreichen Sequenzunterschiede zum Laborstamm AD169 bestatigt die
Sequenzidentitat von 40E und 40F das enge Verwandtschaftsverhaltnis dieser
beiden HCMV-Stamme.
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U, U

HCMV-Genom

Unterschiede 40E/F zu AD169
| Y Unterschiede 40E zu 40F

UL48 .
Basen- - | i | | | ! T |
austausche 84 85 66 6/ 68 69 70 kbp
Aminosauren- | | | | | | |
austausche 54 65 66 67 68 69 70 kbp

Abb.5: Schematische Darstellung der Unterschiede in Basen- und
Aminosauresequenz im offenen Leserahmen UL 48. HCMV 40E/F waren
sequenzidentisch. Im Vergleich von HCMV 40E/F zu HCMV AD169 zeigten
sich 14 Aminosaurenaustausche und eine Aminosaurendeletion.

4.2 Im Leserahmen von UL32 zeigt  sich ein
Sequenzunterschied zwischen HCMV 40E und HCMV 40F.

Der offene Leserahmen UL32 (Abb. 6) umfasst in der publizierten Sequenz
3150 Basenpaare und kodiert flr ein Tegumentprotein von 1048 Aminosauren.
Die Basensequenz (Anhang 5) war zwischen dem Stamm AD169 einerseits und
den Stammen 40E und 40F andererseits zu 98,6 % konserviert , die Stamme
40E und 40F wiesen einen Basenaustausch auf (Abb. 7), der sich auch auf die
Aminosauresequenz auswirkt (Abb. 8 und Anhang 6). Der Stamm 40F hat an
Position 308 wie auch AD169 ein Leucin, wahrend beim Stamm 40E an dieser
Position ein Phenylalanin steht. Der nichtpolare Charakter bleibt also bei dieser
Mutation erhalten. Der Vergleich von AD169 einerseits und 40E/40F
andererseits zeigt neben 6 konservativen Mutationen auch 5 "missense"-
Mutationen, zwei Insertionen und eine Deletion: bei Y657H ist das ungeladen-
polare Tyrosin durch ein basisches Histidin ersetzt; bei R693Q ist das basische
Arginin durch ein ungeladen-polares Glutamin ersetzt, bei D694N ist die saure
Asparaginsaure durch ein ungeladen-polares Asparagin ersetzt, bei AG695T ist

das unpolare Alanin durch ein ungeladen-polares Threonin ersetzt, bei N1045K
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ist das ungeladen polare Asparagin durch ein basisches Lysin ersetzt, ein
Asparaginsaure-Stretch von 431-436 weist bei 40E/F eine Asparaginsaure
mehr auf, an Position 689 ist ein Asparagin deletiert, an Position 900 ist ein
Valin eingefugt (Abb. 8).

Die 35 Basenaustausche, 6 Baseninsertionen und 3 Basendeletionen sind
relativ gleichmaRig Uber den Leserahmen verteilt, wohingegen die
Aminosauresequenz in der N-terminalen Halfte deutlich besser konserviert ist
als in der C-terminalen Halfte. Dies weist auf eine besondere funktionelle

Bedeutung dieses Protein-Abschnittes hin.

U, Uy

HCMV-Genom

Unterschiede 40E/F zu AD169

“) Y Unterschiede 40E zu 40F
Basen- /| V. | S
austausche 4 Ak 4% b3 kbp
Aminosauren- | \ i | |
austausche 40 11 42 43 kbp

Abb.6:Schematische Darstellung der Unterschiede in Basen- und
Aminosauresequenz zwischen HCMV 40 E/F und HCMV AD 169 im
offenen Leserahmen UL32. Im Vergleich von HCMV 40E zu HCMV 40F
zeigte sich ein Basenaustausch, der sich auf die Aminosauresequenz
auswirkt.
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CGCAATATCCTCAAGCACGCCGTGGAAAACGGCGACTCGGCCGACACGCT
CGCAATATCCTCAAGCACGCCGTGGAAAACGGCGACTCGGCCGACACGCT
CGCAATATCCTCAAGCACGCCGTGGAAAACGGCGACTCGGCCGACACGCT

GETGGAGCTGCTCATCGAGGACT TTGATATCTACGTGGACAGCTTCCCRC
GCTGGAGCTGCTCATCGAGGACTTTGATATCTACGTGGACAGCTTCCCGC
GCTGGAGCTGCTCATCGAGGACTTTGATATCTACGTGGACAGCTTCCCGC

AGTCGGCGCACACETTTTTGGGCGCGCGCTCGCCGTCGTTGGAGTTTGAS
AGTCGGCGCACACCTTTTTGGGCGCGCGCTCGCCGTCGTTGGAGTTTGAT
AGTCGGCGCACACCTTTTTGGGCGCGCGCTCGCCGTCGTTGGAGTTTGAT

GATGACGCCAATCTCCTCTCH8TCGGCGGCGGTTC€GCCTTCTCGTCGGT
GATGACGCCAATCTCCTCTCGTTCGGCGGCGGTTCAGCCTTCTCGTCGGT
GATGACGCCAATCTCCTCTCH8TCGGCGGCGGTTCAGCCTTCTCGTCGGT

ACCCAAGAAACATGTCCCCACGCAGCCGCTGGACGGCTGGAGCTGGATCG
ACCCAAGAAACATGTCCCCACGCAGCCGCTGGACGGCTGGAGCTGGATCG
ACCCAAGAAACATGTCCCCACGCAGCCGCTGGACGGCTGGAGCTGGATCG

C@AGTCCCTGGAAGGGACACAAACCGTTCCGCTTCGAGGCCCATGGTTCT
CTAGTCCCTGGAAGGGACACAAACCGTTCCGCTTCGAGGCCCATGGTTCT
CTAGTCCCTGGAAGGGACACAAACCGTTCCGCTTCGAGGCCCATGGTTCT

CTGGCACCGGCCGCCGRARAGCCCACGCTGCCCGTTCGGCGGCCGTCGGCTA
CTGGCACCGGCCGCCGACGCCCACGCTGCCCGTTCGGCGGCCGTCGGCTA
CTGGCACCGGCCGCCGACGCCCACGCTGCCCGTTCGGCGGCCGTCGGCTA

TTACGACGAAGAGGAAAAGCGTCGCGAGCGGCAGAAACGGGTGGACGACG
TTACGACGAAGAGGAAAAGCGTCGCGAGCGGCAGAAACGGGTGGACGACG
TTACGACGAAGAGGAAAAGCGTCGCGAGCGGCAGAAACGGGTGGACGACG

AGGTGGTGCAGCGTGAGAAACAGCAGCTGAAGGCTTGGGAGGAGAGGCAG
AGGTGGTGCAGCGTGAGAAACAGCAGCTGAAGGCTTGGGAGGAGAGGCAG
AGGTGGTGCAGCGTGAGAAACAGCAGCTGAAGGCTTGGGAGGAGAGGCAG

CAGAACCTGCAGCAACGTCAGCAGCAACCACCGCCCCCGGCACGTAAACC
CAGAACCTGCAGCAACGTCAGCAGCAACCACCGCCCCCGGCACGTAAACC
CAGAACCTGCAGCAACGTCAGCAGCAACCACCGCCCCCGGCACGTAAACC

GAGCGCCTCCCGGAGGCTCTTTGGCTCCAGTGCCGATGAGGACGACGACG
GAGCGCCTCCCGGAGGCTCTTTGGCTCCAGTGCCGATGAGGACGACGACG
GAGCGCCTCCCGGAGGCTCTTTGGCTCCAGTGCCGATGAGGACGACGACG

A TGATGATGACGAGAAAAACATCTTTACGCCCATCAAGAAACCGGGA
ACGATGATGATGACGAGAAAAACATCTTTACGCCCATCAAGAAACCGGGA
ACGATGATGATGACGAGAAAAACATCTTTACGCCCATCAAGAAACCGGGA

ACTAGCGGCAAGGGCGCCGCTAGTGGTGGCGGTGTTTCCAGCATTTTCAG
ACTAGCGGCAAGGGCGCCGCTAGTGGTGGCGGTGTTTCCAGCATTTTCAG
ACTAGCGGCAAGGGCGCCGCTAGTGGTGGCGGTGTTTCCAGCATTTTCAG

CGGCCTGTTATCCTCGGGCAGTCAGAAACCGACCAGGGTCCCTTGAACA
CGGCCTGTTATCCTCGGGCAGTCAGAAACCGACCAGTGGTCCCTTGAACA
CGGCCTGTTATCCTCGGGCAGTCAGAAACCGACCAGTGGTCCCTTGAACA

TCCCGCARCAACAACAGCGTCACGCGGCTTTCAGTCTCGTCTCCCCGCAG
TCCCGCAGCAACAACAGCGTCACGCGGCTTTCAGTCTCGTCTCCCCGCAG
TCCCGCAGCAACAACAGCGTCACGCGGCTTTCAGTCTCGTCTCCCCGCAG
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Abb. 7: Ausschnitt aus dem DNA-Sequenzvergleich der HCMV-Stamme 40 E,
40F und AD169 im offenen Leserahmen UL32 mit dem Unterschied an Position
922. Rot unterlegt: Unterschiede im Vergleich von HCMV 40E/F zu HCMV
AD169. Schwarz unterlegt: Unterschiede im Vergleich von HCMV 40E zu
HCMV 40F und HCMV AD169.
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MSLOFIGLORRDVVALVNEFLRHLTOQKPDVDLEAHPKILKKCGEKRLHRRT
MSLOFIGLORRDVVALVNFLRHLTOKPDVDLEAHPKILKKCGEKRLHRRT
MSLOFIGLORRDVVALVNFLRHLTOKPDVDLEAHPKILKKCGEKRLHRRT

VLFNELMLWLGYYRELRFHNPDLSSVLEEFEVRCEAVARRGYTYPFGDRG
VLENELMLWLGYYRELREFHNPDLSSVLEEFEVRCAAVARRGYTYPFEFGDRG
VLENELMLWLGYYRELREFHNPDLSSVLEEFEVRCAAVARRGYTYPFEFGDRG

KARDHLAVLDRTEFDTDVRHDAE IVERALVSAVITAKMSVRETLVTAIGQ
KARDHLAVLDRTEFDTDVRHDAE IVERALVSAVITAKMSVRETLVTAIGQ
KARDHLAVLDRTEFDTDVRHDAE IVERALVSAVITAKMSVRETLVTAIGQ

TEPIAFVHLKDTEVORIEENLEGVRRNMEFCVKPLDLNLDRHANTALVNAV
TEPTAFVHLKDTEVORIEENLEGVRRNMEFCVKPLDLNLDRHANTALVNAV
TEPIAFVHLKDTEVORIEENLEGVRRNMEFCVKPLDLNLDRHANTALVNAV

NKLVYTGRLIMNVRRSWEELERKCLARTIQERCKLLVKELRMCLSEDSNYC
NKLVYTGRLIMNVRRSWEELERKCLARIQERCKLLVKELRMCLSEFDSNYC
NKLVYTGRLIMNVRRSWEELERKCLARTIQERCKLLVKELRMCLSEDSNYC

RNILKHAVENGDSADTLLELLIEDEFDIYVDSFPQSAHTEFLGARSPSLEEFD
RNILKHAVENGDSADTLLELLIEDEFDIYVDSFPOSAHTEFLGARSPSLEED
RNILKHAVENGDSADTLLELLIEDEFDIYVDSEFPQSAHTEFLGARSPSLEEFD

DDANLLSHEGGGSAFSSVPKKHVPTQPLDGWSWIAS PWKGHKPFRFEAHGS
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LAPAABAHAARSAAVGY YDEEEKRRERQKRVDDEVVQREKQQLKAWEERQ
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RNPHLAHNPFRMPTTSTASQONTVSTTPRRPSTPRAAVIQTASONTADEVH
RNPHLAHNPFRMPTTSTASQONTVSTTPRRPSTPRAAVIQTASONTADEVH
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Abb. 8: Ausschnitt aus dem Aminosauresequenzvergleich der HCMV Stamme
40 E, 40F und AD169 im offenen Leserahmen UL32 mit dem Unterschied an
Position 908. Rot unterlegt: Unterschiede im Vergleich von HCMV 40E/F zu
HCMV AD169. Schwarz unterlegt: Unterschiede im Vergleich von HCMV 40E
zu HCMV 40F und HCMV AD169.
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4.3 Der Genombereich UL128-131A weist Polymorphismen
zwischen HCMV 40E und HCMV 40F auf.

Der offene Leserahmen UL128 (Abb. 9) umfasst in der publizierten Sequenz
758 Basenpaare. Von diesem Leserahmen wird eine RNA transkribiert in der
drei kodierende Exonbereiche von zwei nichtkodierenden Intronbereichen
unterbrochen werden. Die gespleite mRNA kodiert flr ein Protein von 171
Aminosauren. Die Basensequenz war zwischen dem Stamm AD169 einerseits
und den Stammen 40E und 40F andererseits zu 97,2 % konserviert, die
Stamme 40E und 40F unterschieden sich durch eine Deletion von zwei Basen
im dritten Exon von 40E (Abb. 9), was sich auf Aminosaureebene als
Leserasterverschiebung auswirkt (Abb. 10). Der endotheliotrope Stamm 40E
unterscheidet sich vom Stamm 40F durch eine von Position 136-152 komplett
veranderte Aminosauresequenz. Dann fahrt ein durch die
Leserasterverschiebung entstandenes Stoppcodon zum Translationsabbruch,
wohingegen 40F noch weitere 9 Aminosauren aufweist. Dieser C-terminale Teil
ist bei dem nichtendotheliotropen Stammen 40F und AD169 identisch. Nur im
N-terminalen Bereich des UL128-Proteins gibt es drei Aminosaureunterschiede
zwischen AD169 einerseits und 40E/40F andererseits. Bei allen drei Mutationen
andert sich der Charakter der Aminosaure. Bei D5N ist eine Asparaginsaure
durch ein polares Asparagin ersetzt, bei T12A ist ein polares Threonin durch ein
nichtpolares Alanin ersetzt, bei G18D ist das nichtpolare Glycin durch eine

Asparaginsaure ersetzt.

Ein GroBteil der 21 Mutationen auf DNA-Ebene akkumuliert in den beiden
Introns, was gegen eine regulatorische Funktion dieser nichtkodierenden

Regionen spricht.
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austausche k78 178 177 kbp

Aminosauren- WAA_J | A |
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Abb 9: Schematische Darstellung der Unterschiede in Basen- und
Aminosauresequenz zwischen HCMV 40 E/F und HCMV AD169

im offenen Leserahmen UL128, 130, 131A. Im Vergleich HCMV 40E zu
HCMYV 40F zeigte eine Deletion von 2 Basen im 3. Exon von HCMV 40E,
wodurch eine Leserasterverschiebung auf Aminosdurenebene entstand.

HCMYV 40E zeigte von Position 136-152 eine komplett veranderte
Aminosauresequenz.

Abb. 10 (rechte Seite): DNA-Sequenzvergleich der HCMV Stamme 40 E, 40F
und AD169 im offenen Leserahmen UL128. Rot unterlegt sind Unterschiede im
Vergleich von HCMV 40E/F zu HCMV AD169. Schwarz unterlegt sind
Unterschiede im Vergleich von HCMV 40E zu HCMV 40F und HCMV AD169.
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ATGAGTCCCAANEACCTGACGCCGTTCTTGACCACGT TGTGGCTA@TATT
ATGAGTCCCAAAAACCTGACGCCGTTCTTGACGGCGT TGTGGCTGTITATT
ATGAGTCCCAAAAACCTGACGCCGTTCTTGACGGCGT TGTGGCTGTTATT

GGETCACAGCCGCGTGCCGCGGGTECGCGCAGAAGAATGT TGCGAATTCA
GGATCACAGCCGCGTGCCGCGGGTACGCGCAGAAGAATGTTGCGAATTCA
GGATCACAGCCGCGTGCCGCGGGTACGCGCAGAAGAATGTTGCGAATTCA

TAAACGTCAACCACCCGCCGGAACGCTGTTACGATTTCAAAATGTGCAAT
TAAACGTCAACCACCCGCCGGAACGCTGTTACGATTTCAAAATGTGCAAT
TAAACGTCAACCACCCGCCGGAACGCTGTTACGATTTCAAAATGTGCAAT

CGCTTCACCGTCGCGTACGTATTTTIATGATTGTCTGCGTTCTGTGGTGC
CGCTTCACCGTCGCGTACGTATTTTCATGATTGTCTGCGTTCTGTGGTGC
CGCTTCACCGTCGCGTACGTATTTTCATGATTGTCTGCGTTCTGTGGTGC

GTCTGGATETGTCTCTCGACGTTTCTGATAGCCATGTTCCATCGACGATC
GTCTGGATCTGTCTCTCGACGTTTCTGATAGCCATGTTCCATCGACGATC
GTCTGGATCTGTCTCTCGACGTTTCTGATAGCCATGTTCCATCGACGATC

CTCGGGAATGCCAGAGTAGATTTTCATGAATCCACAGGCTGCGGTGTCCG
CTCGGGAATGCCAGAGTAGATTTTCATGAATCCACAGGCTGCGGTGTCCG
CTCGGGAATGCCAGAGTAGATTTTCATGAATCCACAGGCTGCGGTGTCCG

GACGGCGAAGTCTGCTACAGTCCCGAGAAAACGGCTGAGATTCGCGGGAT
GACGGCGAAGTCTGCTACAGTCCCGAGAAAACGGCTGAGATTCGCGGGAT
GACGGCGAAGTCTGCTACAGTCCCGAGAAAACGGCTGAGATTCGCGGGAT

CGTCACCACCATGACCCATTCATTGACACGCCAGGTCGTACACAACAAAC
CGTCACCACCATGACCCATTCATTGACACGCCAGGTCGTACACAACAAAC
CGTCACCACCATGACCCATTCATTGACACGCCAGGTCGTACACAACAAAC

TGACGAGCTGCAACTACAATCCGTAAGTCTCTTCCTCGAGGGCCTTACAG
TGACGAGCTGCAACTACAATCCGTAAGTCTCTTCCTCGAGGGCCTTACAG
TGACGAGCTGCAACTACAATCCGTAAGTCTCTTCCTCGAGGGCCTTACAG

CCTATGGGARAGTAAGACAGACMGGACAAAACATCATTAAAAAAAANGG
CCTATGGGAGAGTAAGACAGAGAGGGACAAAACATCATTAAAAAAAAAAG
CCTATGGGAGAGTAAGACAGAGAGGGACAAAACATCATTAAAAAAAAAAG

TCTAATTTCACGTTTTGTACCCC/Sehp®CC8TCCGTGTTGTAGGTTATA
TCTAATTTCACGTTTTGTACCCC—==——— CCITCCGTGTTGTAGGTTATA
TCTAATTTCACGTTTTGTACCCC====—= CCITCCGTGTTGTAGGTTATA

CCTCGAAGCTGACGGGCGAATACGCTGCGGCAAAGTGAACGACAAGGCGC
CCTCGAAGCTGACGGGCGAATACGCTGCGGCAAAGTGAACGACAAGGCGC
CCTCGAAGCTGACGGGCGAATACGCTGCGGCAAAGTGAACGACAAGGCGC

AGTACCTGCTGGGCGCCGCTGGCAGCGTTCCCTATCGATGGATCAACCTG
AGTACCTGCTGGGCGCCGCTGGCAGCGTTCCCTATCGATGGATCAACCTG
AGTACCTGCTGGGCGCCGCTGGCAGCGTTCCCTATCGATGGATCAACCTG

ERAATACGACAAGATAACCCGGATCGTGGGCCTGGATCAGTACCTGGAGAG
——ATACGACAAGATAACCCGGATCGTGGGCCTGGATCAGTACCTGGAGAG
EA TACGACAAGATAACCCGGATCGTGGGCCTGGATCAGTACCTGGAGAG

CGTTAARAAACACAAACGGCTGGATGTGTGCCGCGCTAAAATGGGCTATA
CGTTAAGAAACACAAACGGCTGGATGTGTGCCGCGCTAAAATGGGCTATA
CGTTAAGAAACACAAACGGCTGGATGTGTGCCGCGCTAAAATGGGCTATA
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748 TGCTGCAGTGA UL128 AD169.SEQ
743 TGCTGCAGTGA UL128 40E.SEQ
745 TGCTGCAGTGA UL128 40F.SEQ

Decoration 'Decoration #1': Shade (with solid light gray)
residues that differ from UL128 AD169.SEQ.

Decoration 'Decoration #2': Shade (with solid black) residues
that differ from UL128 40E.SEQ.

Abb. 10 (Legende siehe Seite 51)

1 MSPKELTPFLTELWLLLEHSRVPRVRAEECCEFINVNHPPERCYDFKMCN UL128 AD169.SEQ
1 MSPKNLTPFLTALWLLLDHSRVPRVRAEECCEFINVNHPPERCYDFKMCN UL128 40E.SEQ
1 MSPKNLTPFLTALWLLLDHSRVPRVRAEECCEFINVNHPPERCYDFKMCN UL128 40F.SEQ

151 RETVALRCPDGEVCYSPEKTAEIRGIVTTMTHSLTRQVVHNKLTSCNYNP UL128 AD169.SEQ
151 REFTVALRCPDGEVCYSPEKTAEIRGIVTTMTHSLTRQVVHNKLTSCNYNP UL128 40E.SEQ
151 RETVALRCPDGEVCYSPEKTAEIRGIVTTMTHSLTRQVVHNKLTSCNYNP UL128 40F.SEQ

301 LYLEADGRIRCGKVNDKAQYLIGAAGSVPYRWINLIZNORNNRVEINDOIF U128 AD169.SEQ
301 LYLEADGRIRCGKVNDKAQYLIGAAGSVPYRWINLIRODNPDRGPGSVPG UL128 40E.SEQ
301 LYLEADGRIRCGKVNDKAQYLILGAAGSVPYRWINIjZp¢a @R IRvEImseNgl U128 40F.SEQ

451 ERKKHKRLDVCRAKMGYMLOQ. UL128 AD169.SEQ
451 E UL128 40E.SEQ
451 ESKKHKRLDVCRAKMGYMLOQ. UL128 40F.SEQ

Decoration 'Decoration #1': Shade (with solid light gray)
residues that differ from UL128 AD169.SEQ.

Decoration 'Decoration #2': Shade (with solid black) residues
that differ from UL128 40E.SEQ.

Abb. 11: Aminosauresequenzvergleich der HCMV Stamme 40 E, 40F und AD
169 im offenen Leserahmen UL128. Rot unterlegt sind Unterschiede im
Vergleich von HCMV 40E/F zu HCMV AD169. Schwarz unterlegt sind
Unterschiede im Vergleich von HCMV 40E zu HCMV 40F und HCMV AD169.
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Der offene Leserahmen UL130 (Abb. 9) umfasst in der publizierten Sequenz
645 Basenpaare und kodiert flr ein Protein von 214 Aminosauren. Die
Basensequenz war zwischen dem Stamm AD169 einerseits und den Stammen
40E und 40F andererseits zu 97,7 % konserviert, die Stamme 40E und 40F
unterschieden sich durch eine Basenaustausch am C-terminalen Bereich des
Proteins (Abb. 12), was sich auf Proteinebene als Aminosaureaustausch an
Position 207 auswirkt (Abb. 13). Der endotheliotrope Stamm 40E weist an
dieser Stelle ein nichtpolares Cystein auf, das beim nichtendotheliotropen
Stamm 40F durch ein polares Serin ersetzt ist. Der nichtendotheliotrope Stamm
AD169 entspricht an dieser Stelle jedoch dem endotheliotropen Stamm AD169,
so dass dieser Unterschied nicht fur eine Erklarung des
Zelltropismusunterschiedes zwischen HCMV 40E und 40F in Frage kommt. Der
Vergleich von AD169 einerseits und 40E/40F andererseits zeigt insgesamt
neben 2 konservativen Mutationen auch 5 ,missense"-Mutationen: bei Q76R
und bei Q127R ist jeweils das ungeladen-polare Glutamin durch ein basisches
Arginin ersetzt; bei S78L ist das ungeladen-polare Serin durch ein nichtpolares
Leucin ersetzt, bei Y113H ist das ungeladen-polare Tyrosin durch ein basisches
Histidin ersetzt, bei C207S ist im Stamm 40F wie schon erwahnt das unpolare

Cystein durch ein ungeladen-polares Serin ersetzt.

Die 15 Mutationen auf DNA-Ebene sind nahezu gleichmaRig Uber das Gen
verteilt, so dass regulatorische DNA-Elemente in diesem Leserahmen nicht zu

vermuten sind.
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1 ATGCTECGGCTTCTGCTTCGTCACCACTTTCACTGCCTGCTTCTGTGCGC UL130 AD169.SEQ
1 ATGCTACGGCTTCTGCTTCGTCACCACTTTCACTGCCTGCTTCTGTGCGC UL130 40E.SEQ
1 ATGCTACGGCTTCTGCTTCGTCACCACTTTCACTGCCTGCTTCTGTGCGC UL130 40F.SEQ

51 GGTTTGGGCAACGCCCTGTCTGGCGTCTCCGTGGT J@ACGCTAACGGAAA UL130 ADI169.SEQ
51 GGITTGGGCAACGCCCTGTCTGGCGTCTCCGTGGTCAACGCTAACGGCGA UL130 40E.SEQ
51 GGTITTGGGCAACGCCCTGTCTGGCGTCTCCGTGGTCAACGCTAACGGCGA UL130 40F.SEQ

101 ACCAGAATCCGTCCCCGU@ATGGTCTAAACTGACGTATTCCAAACCGCAT UL130 AD169.SEQ
101 ACCAGAATCCGTCCCCGCTATGGTCTAAACTGACGTATTCCAAACCGCAT UL130 40E.SEQ
101 ACCAGAATCCGTCCCCGCTATGGTCTAAACTGACGTATTCCAAACCGCAT UL130 40F.SEQ

151 GACGCGGCGACGTTTTACTGTCCTTTTETCTATCCCTCGCCCCCACGGTC UL130 AD169.SEQ
151 GACGCGGCGACGTTTTACTGTCCTTTTATCTATCCCTCGCCCCCACGGTC UL130 40E.SEQ
151 GACGCGGCGACGTITTTACTGTCCTTTTATCTATCCCTCGCCCCCACGGTC UL130 40F.SEQ

201 CCCCTTGCAATTCTCGGGGTTCCAGCRAGGTAT@AACGGGTCCCGAGTGTC ULL30 AD169.SEQ
201 CCCCTTGCAATTCTCGGGGTTCCAGCGGGTATTAACGGGTCCCGAGTGTC UL130 40E.SEQ
201 CCCCTTGCAATTCTCGGGGTTCCAGCGGGTATTAACGGGTCCCGAGTGTC UL130 40F.SEQ

251 GCAACGAGACCCTGTATCTGCTGTACAACCGGGAAGGCCAGACCTTGGTG UL130 AD169.SEQ
251 GCAACGAGACCCTGTATCTGCTGTACAACCGGGAAGGCCAGACCTITGGTG UL130 40E.SEQ
251 GCAACGAGACCCTGTATCTGCTGTACAACCGGGAAGGCCAGACCTTGGTG UL130 40F.SEQ

301 GAGAGAAGCTCCACCTGGGTGAAAAAGGTGATCTGCHABCTGAGCGGTCG UL130 AD169.SEQ
301 GAGAGAAGCTCCACCTGGGTGAAAAAGGTGATCTGGCACCTGAGCGGTCG UL130 40E.SEQ
301 GAGAGAAGCTCCACCTGGGTGAAAAAGGTGATCTGGCACCTGAGCGGTCG UL130 40F.SEQ

351 CAACCAGACCATCCTCCAACGGATGCCCCRAACGGCTTHEAAACCGAGCG UL130 AD169.SEQ
351 CAACCAGACCATCCTCCAACGGATGCCCCGAACGGCTTCAAAACCGAGCG UL130 40E.SEQ
351 CAACCAGACCATCCTCCAACGGATGCCCCGAACGGCTTCAAAACCGAGCG UL130 40F.SEQ

401 ACGGAAACGTGCAGATCAGCGTGGAAGACGCCAAGATTTTTGGAGCGCAC UL130 AD169.SEQ
401 ACGGAAACGTGCAGATCAGCGTGGAAGACGCCAAGATTTTTGGAGCGCAC UL130 40E.SEQ
401 ACGGAAACGTGCAGATCAGCGTGGAAGACGCCAAGATTTTTGGAGCGCAC UL130 40F.SEQ

451 ATGGTGCCCAAGCAGACCAAGCTGCTACGCTTCGTCGTCAACGATGGCAC UL130 AD169.SEQ
451 ATGGTGCCCAAGCAGACCAAGCTGCTACGCTTCGTCGTCAACGATGGCAC UL130 40E.SEQ
451 ATGGTGCCCAAGCAGACCAAGCTGCTACGCTTCGTCGTCAACGATGGCAC UL130 40F.SEQ

501 [ECGTTATCAGATGTGTGTGATGAAGCTGGAGAGCTGGGHECACGTCTTCC UL130 AD169.SEQ
501 ACGTTATCAGATGIGTGTGATGAAGCTGGAGAGCTGGGCTCACGTCTTCC UL130 40E.SEQ
501 ACGTTATCAGATGIGTGTGATGAAGCTGGAGAGCTGGGCTCACGTCTTCC UL130 40F.SEQ

551 GGGACTACAGCGTGTCTTTTCAGGTGCGATTGACGTTCACCGAGGCCAAT UL130 AD169.SEQ
551 GGGACTACAGCGTGTCTTTTCAGGTGCGATTGACGTTCACCGAGGCCAAT UL130 40E.SEQ
551 GGGACTACAGCGTGTCTTTTCAGGTGCGATTGACGTTCACCGAGGCCAAT UL130 40F.SEQ

601 AACCAGACTTACACCTTCTCHACCCATCCCAATCTCATCGTTTGA UL130 AD169.SEQ
601 AACCAGACTTACACCTTCTGCACCCATCCCAATCTCATCGTTITGA UL130 40E.SEQ
601 AACCAGACTTACACCTTCTECACCCATCCCAATCTCATCGTTTGA UL130 40F.SEQ

Decoration 'Decoration #1': Shade (with solid light gray)
residues that differ from UL130 AD169.SEQ.

Decoration 'Decoration #2': Shade (with solid black) residues
that differ from UL130 40E.SEQ.

Abb. 12: DNA-Sequenzvergleich der HCMV Stamme 40 E, 40F und AD169 im
offenen Leserahmen UL130. Rot unterlegt sind Unterschiede im Vergleich von
HCMV 40E/F zu HCMV AD169. Schwarz unterlegt sind Unterschiede im
Vergleich von HCMV 40E zu HCMV 40F und HCMV AD169.
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1 MLRLLLRHHFHCLLLCAVWATPCLASPWSTLTANQNPSPEWSKLTYSKPH UL130 AD169.SEQ
1 MLRLLLRHHFHCLLLCAVWATPCLASPWSTLTANQONPSPLWSKLTYSKPH UL130 40E.SEQ
1 MLRLLLRHHFHCLLLCAVWATPCLASPWSTLTANONPSPLWSKLTYSKPH UL130 40F.SEQ

151 DAATFYCPEEYPSPPRSPLQFSGFQ@VETGPECRNETLYLLYNREGQTLV UL130 AD169.SEQ
151 DAATEFYCPFIYPSPPRSPLQFSGFQRVLTGPECRNETLYLLYNREGQTLV UL130 40E.SEQ
151 DAATFYCPFIYPSPPRSPLQFSGFQRVLTGPECRNETLYLLYNREGQTLV UL130 40F.SEQ

301 ERSSTWVKKVIWMLSGRNQTILQRMPETASKPSDGNVQISVEDAKIFGAH UL130 AD169.SEQ
301 ERSSTWVKKVIWHLSGRNQTILORMPRTASKPSDGNVQISVEDAKIFGAH UL130 40E.SEQ
301 ERSSTWVKKVIWHLSGRNQTILORMPRTASKPSDGNVQISVEDAKIFGAH UL130 40F.SEQ

451 MVPKQTKLLREFVVNDGTRYQMCVMKLESWAHVFRDYSVSFQVRLTFTEAN UL130 AD169.SEQ
451 MVPKQTKLLREFVVNDGTRYQMCVMKLESWAHVFRDYSVSFQVRLTFTEAN UL130 40E.SEQ
451 MVPKQTKLILREFVVNDGTRYQMCVMKLESWAHVFRDYSVSFQVRLTFTEAN UL130 40F.SEQ

601 NQTYTFCTHPNLI UL130 40E.SEQ

601 NQTYTFCTHPNLI UL130 AD169.SEQ
601 NQTYTFETHPNLI UL130 40F.SEQ

Decoration 'Decoration #1': Shade (with solid light gray)
residues that differ from UL130 AD169.SEQ.

Decoration 'Decoration #2': Shade (with solid black) residues
that differ from UL130 40E.SEQ.

Abb. 13: Aminosauresequenzvergleich der HCMV Stamme 40 E, 40F und
AD169 im offenen Leserahmen UL130. Rot unterlegt sind Unterschiede im
Vergleich von HCMV 40E/F zu HCMV AD169. Schwarz unterlegt sind
Unterschiede im Vergleich von HCMV 40E zu HCMV 40F und HCMV AD169.

Der offene Leserahmen UL131A (Abb. 9) umfasst in der kirzlich anhand
klinischer HCMV-Isolate neu definierten Sequenz 499 Basenpaare. Von diesem
Leserahmen wird eine RNA transkribiert in der zwei kodierende Exonbereiche
von einem nichtkodierenden Intronbereich unterbrochen werden. Die gespleildte
MRNA kodiert fur ein Protein von 129 Aminosauren. Die Basensequenz war
zwischen dem Stamm AD169 einerseits und den Stammen 40E und 40F
andererseits zu 97,8 % konserviert, die Stamme 40E und 40F unterschieden
sich durch eine einzige stumme Mutation (Anhang 5), so dass die beiden
Stamme auf der Proteinebene sequenzidentisch sind (Anhang 6). AD169 weist

gegenuber den Stammen 40E/F zunachst zwei stumme Mutationen an den
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Positionen 69 und 75 auf. Ein zusatzliches Adenin innerhalb einer Poly-A-
Strecke bewirkt aufgrund der resultierenden Leserasterverschiebung ab
Aminosaure 28 dann jedoch eine komplett veranderte Aminosauresequenz und
durch ein vorzeitiges Stoppcodon ein Trunkierung des Proteins nach
Aminosaure 74, wahrend das Wildtypprotein der Stdmme 40E und 40F
insgesamt 129 Aminosauren umfasst. Eine Erklarung fur die Unterschiede im
Zelltropismus kann dieser Leserahmen aufgrund der Aminosauresequenz-

Identitat zwischen 40E und 40F jedoch nicht liefern.

Insgesamt weist die Region UL128-131A verglichen mit den vorher
besprochenen Genen eine etwa doppelt so hohe Sequenzvariabilitat im
Vergleich zwischen AD169 und 40E/F auf. Auch zwischen den Stammen 40E
und 40F gibt es in allen drei Genen einen Polymorphismus auf DNA-Ebene. Auf
Proteinebene kann jedoch nur in UL128 eine Veranderung der
Aminosauresequenz  gefunden werden, welche die phanotypischen

Unterschiede im Zelltropismus der beiden Stamme erklaren kdnnte.

4.4 Zusammenfassende Darstellung der Sequenzvariabilitat
zwischen dem Laborstamm HCMV AD169 und dem
Isolatpaar HCMV 40E und HCMYV 40F.

Die Analyse der genetischen Determinanten bestimmter phanotypischer
Eigenschaften von HCMV-Stammen ist erschwert durch den ausgepragten a
priori vorhandenden genetischen Polymorphismus. Aufgrund des mit 230.000
Basenparen sehr umfangreichen HCMV-Genoms konnte vermutet werden,
dass zwei unabhangig voneinander gewonnene HCMV-Isolate zahlreiche Uber
das Genom verteilte Unterschiede in ihrer DNA-Sequenz aufweisen. Auf
diesem Hintergrund ware die Zuordnung einzelner Sequenzunterschiede zu
Unterschieden ihrer Eigenschaften, wie beispielsweise im Zelltropismus,
nahezu unmoglich. Ein Weg zur Lésung dieses Problems wurde in der

vorliegenden Arbeit getestet, namlich die vergleichende Analyse phanotypisch
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unterschiedlicher HCMV-Varianten, die genetisch so eng verwandt sind, dass

der a priori Gen-Polymorphismus so gering wie mdglich ist

Die beiden untersuchten HCMV-Stamme 40E und 40F stammen nicht nur aus
der gleichen Patientenprobe - selbst unter den genetischen Varianten eines
Patienten findet sich noch ein erheblicher a priori Polymorphismus - sondern
wurden aus einem genetisch homogenen plaquegereinigten Viruspraparat
aufgrund ihrer Unterschiede im Endothelzelltropismus selektioniert.  Die
Annahme war, dass diese beiden HCMV-Stamme nur wenige genetische
Unterschiede aufweisen und diese deshalb mit einer grélieren
Wahrscheinlichkeit den phanotypischen Unterschied im Endothelzelltropismus

determinieren.

Die vergleichende Sequenzanalyse ausgewahlter Gene von HCMV 40E, HCMV
40F und dem Standard-Laborstamm AD169 bestatigte (1) die Vermutung eines
sehr ausgepragten genetischen Polymorphismus zwischen unabhangigen
HCMV-Stammen und (2) die Grundannahme dieses Projektes, dass dieser
Polymorphismus  weitgehend ausgeschaltet werden kann durch die

Verwendung sehr eng verwandter HCMV-Varianten.

Insgesamt wurden 6 offene Leserahmen mit ca. 12.700 Basenpaaren
untersucht, was etwa 5,5% des gesamten viralen Genoms entspricht. In den
untersuchten Leserahmen wies der endotheliotrope Stamm 40E gegenuber
dem nichtendotheliotropen Laborstamm AD169 insgesamt 181
Basenaustausche auf, was einer Mutationsfrequenz von 1,43% entspricht.
Verglichen mit dem nichtendotheliotropen Stamm 40F wies der endotheliotrope
Stamm 40E hingegen nur 5 Mutationen auf, was einer Mutationsfreugenz von
0,04% entspricht.

Die Anzahl der zu beachtenden Mutationen auf DNA-Ebene wurde um Uber
97% von 181 auf 5 gesenkt.
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Tab. 1: Frequenz von Basenaustauschen zwischen den HCMV-Stammen 40E

und 40F beziehungsweise 40E und AD169 in den untersuchten Leserahmen.

Basenaustausche
Offener Basenpaare Basenaustausche :
) zwischen 40E und
Leserahmen gesamt  |zwischen 40E und 40F
AD169
uL24 903 0 6
uL48 6726 0 86
UL32 3150 1 43
UL128 758 2 21
UL130 645 1 14
UL131A 499 1 11
Summe 12.681 5 181

In der Analyse, wie sich diese Mutationen auf der Proteinebene auswirken,
erwies sich die Reduktion des a priori Polymorphismus als besonders
vorteilhaft. Eine Bedeutung der Leserahmen UL24, UL48, UL130 und UL131A
an der Auspragung des Zelltropismusunterschiedes zwischen HCMV 40E und
40F kann als nahezu ausgeschlossen gelten, da die Proteine entweder
sequenzidentisch sind oder - im Falle von UL130 - der gefundene Unterschied
Stamm 40E hier

nichtendotheliotropen Stamm AD169 entspricht. Wahrend also bei einem

bedeutungslos ist, da der endotheliotrope dem
Vergleich der Stamme 40E und AD169 alle sechs Leserahmen als potenzielle
Determinanten des Endothelzelltropismus gelten mussten wurde durch den
Vergleich mit dem eng verwandten Stamm 40F die Zahl der in Frage

kommenden Leserahmen auf zwei eingeschrankt.
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Tab. 2: Frequenz von Aminosaureaustauschen zwischen den HCMV-Stammen

40E und 40F beziehungsweise 40E und AD169

in den untersuchten

Leserahmen.
Aminosauren- Aminosauren-
Offener Aminosauren ) Unterschiede
Unterschiede )
Leserahmen gesamt . zwischen 40E und
zwischen 40E und 40F
AD169
UL24 300 0 2
uL48 2241 0 15
UL32 1048 1 14
uUL128 171 26 29
UL130 214 1 7
UL131A 129 0 55
Summe 4103 28 122

Aufgrund des klaren Unterschiedes im Endothelzelltropismus dieser beiden

Stamme und

ihres nahezu

identisch scheinenden Genoms,

bietet das

Isolatpaar 40E und 40F eine gute Basis, um genetische Ursachen fur

Unterschiede im Zelltropismus zu untersuchen.
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5 Diskussion

Der Endothelzelltropismus von Stammvarianten des humanen Cytomegalovirus
(HCMV) ist ein moglicher Virulenzfaktor, durch den mdglicherweise der
klinische Verlauf der Infektion mit HCMV mitbestimmt wird (Grefte et al., 1995).
Eine akute HCMV-Infektion kann von einer klinisch inapparenten
selbstlimitierenden Reaktivierungen, Uber klinische Manifestation bis hin zu

letalen therapieresistenten Verlaufen reichen.

Jim Waldman hatte 1989 erstmals Zelltropismusvarianten mit ausgepragter
Stammvariabilitiat beschrieben, und gezeigt, dass - im Gegensatz zu den bis
dahin verwendeten fibroblasten-adaptierten HCMV-Stammen - eine
endothelzell-propagierte HCMV-Variante eine deutliche Zytopathogenitat in
Endothelzellkulturen aufwies (Waldman et al., 1991). Solche endothelzell-
propagierten Stamme zeigten auch einen Tropismus flur Makrophagen und
dendritische Zellen, der allen nichtendotheliotropen Varianten fehlte (Jahn et al.,
1999; Riegler et al., 2000). Interessanterweise spielen genau diese Zellen eine
zentrale Rolle in der Pathogenese von HCMV, da sie fur die hamatogene
Ausbreitung des Virus bedeutsam sind. Eine Hypothese, die sich daraus ergibt
ware, dass Stamme ohne Endothelzell- und Makrophagen-Tropismus eine
deutlich geringere Fahigkeit zur Ausbreitung, und damit eine geringere Virulenz
im Sinne von Manifestation in anderen Organen unabhangig vom primaren

Replikationsort hatten.

Bestimmt wird der Endothelzelltropismus von HCMV-Varianten vermutlich durch
das Zusammenspiel von viralen Tegument- und Hullproteinen mit den zellularen
Transportmechanismen, wobei hier das Mikrotubulus-System und der
Dyneinkomplex eine besondere Rolle spielen. Welche viralen Proteine bei
einzelnen HCMV-Varianten tatsachlich die Unterschiede im Zelltropismus

determinieren ist bislang ungeklart.

Ein wesentliches Ergebnis dieser Arbeit ist, dass die in UL24 und UL48

kodierten Proteine im untersuchten lIsolatpaar HCMV 40E/F aufgrund der
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Sequenzgleichheit als Ursache fiur den unterschiedlichen Zelltropismus dieser
beiden Stdmme ausgeschlossen werden koénnen. Im Leserahmen UL32
hingegen wurde ein Unterschied in der Basensequenz gefunden, welcher sich
auch auf die Aminosauresequenz auswirkt. Dieser konnte mdglicherweise fur
den unterschiedlichen Zelltropismus der beiden Stamme mitverantwortlich sein.
Auch in der Genregion UL128-131A, die bei einem anderen HCMV-Stamm als
Tropismusdeterminante beschrieben worden war (Hahn et al., 1998), wiesen
HCMV 40E und HCMV 40F Polymorphismen auf, die im Bereich des UL128-
Genes mit einer Rolle flr die beobachteten Zelltropismusunterschiede vereinbar

sind.

5.1 Die mogliche Rolle der Tegumentproteine UL24, UL48 und
UL32 fiir den Endothelzelltropismus von HCMV

Die mogliche Bedeutung von Tegumentproteinen flr phanotypische
Zelltropismus-Unterschiede zwischen einzelnen HCMV-Stammen ergibt sich
aus der zeitlichen Lokalisation der Blockierung nichtendotheliotroper HCMV-
Stamme im Verlauf des viralen Replikationszyklus. Die Tatsache, dass
endotheliotrope und nichtendotheliotrope HCMV-Stamme zwar beide in
Endothelzellen penetrieren kdnnen, dass jedoch nur endotheliotrope Stamme in
der Zelle zum Kern transportiert werden, hat zur Folge, dass bei
nichtendotheliotropen Stadmmen schon die DNA-Freisetzung aus dem
Viruskapsid misslingt und deshalb Uberhaupt keine Genexpression zustande
kommt. Dies bedeutet, dass zu diesem Phanotyp nur solche Proteine beitragen
konnen, die Bestandteile des Viruspartikels sind, also Kapsidproteine,

Tegumentproteine und Hullproteine.

Da der Mikrotubulus-vermittelte intrazellulare Transport von Herpesviren
offensichtlich durch Interaktion nackter Viruskapside mit dem Dyneinkomplex
erfolgt, sind Hullproteine nicht vorrangige Kandidaten. Die Interaktion mit dem
Zytoskelett sollte eher durch solche Tegumentproteine erfolgen, die nach dem

Entry am Kapsid verbleiben oder duch Kapsidproteine selbst.
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Insbesondere die Proteine, die durch die viralen Leserahmen UL24, UL32 und
UL48 kodiert werden, kommen hierfir in Frage. UL32 und UL48 wurden als
mogliche Komponenten einer elektronenmikroskopisch nachweisbaren
Tegumentschicht benannt, die das Kapsid vollstandig uUberzieht. Fur UL24
wurde gezeigt, dass eine Deletion dieses Gens zu einer Reduktion des
Endothelzelltropismus flhrt. Unklar war jedoch ob dieses Gen auch einen
natlirlichen Polymorphismus aufweist, der das Auftreten naturlicher

Zelltropismusvarianten von HCMV erklaren kdnnte.

Der Sequenzvergleich der HCMV-Stamme 40E und 40F in der vorliegenden
Arbeit spricht gegen eine solche Annahme. Der endotheliotrope Stamm 40E
und der nichtendotheliotrope Stamm 40F waren auf DNA-Ebene
sequenzidentisch, was bei beiden Stammen zu identischen Proteinen flhren
wulrde. Auch im Vergleich zur publizierten Sequenz des Laborstammes AD169
wies dieses Gen den geringsten Polymorphismus auf. Die Literaturberichte tber
die Reduktion des Endothelzelltropismus nach Deletion von UL24 weisen zwar
auf eine Beteiligung dieses Gens bei der Infektion von Endothelzellen hin, der
Phanotypunterschied bei den natirlich vorkommenden HCMV-Varianten 40E

und 40F ist jedoch nicht auf dieses Gen zurickzuflihren.

Auch fur den Leserahmen UL48 wurde in der vorliegenden Arbeit eine vollige
Ubereinstimmung der beiden HCMV-Stamme auf DNA-Ebene gefunden, so
dass auch hier ein Unterschied auf Proteinebene ausgeschlossen ist. Diese
Sequenzidentitdt in einem 6726 Basenpaare umfassenden Leserahmen ist
umso bemerkenswerter, als im Vergleich zur publizierten AD169-Sequenz ein
durchaus nennenswerter Polymorphismus besteht, der immerhin zu 15
Unterschieden in der Aminosauresequenz des UL48-Proteines zwischen HCMV
40E/F einerseits und AD169 andererseits fuhrt. Interessanterweise sparen die
Mutationen sowohl auf Proteinebene als auch auf DNA-Ebene einen zentralen
Bereich des Gens vollig aus (Anhang 3). Dies lasst vermuten, dass sich dort
wichtige regulatorische Nukleinsdureelemente befinden, die auch stumme
Mutationen nicht erlauben. Ob sich die Unterschiede zwischen HCMV 40E/F
und HCMV AD169 auf die Replikation des Virus auswirken ist derzeit vollig
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offen, da Uber die Funktion dieses Proteins nichts bekannt ist. Die Ergebnisse
dieser Arbeit zeigen aber eindeutig, dass dieser Leserahmen nicht zum

Zelltropismusunterschied zwischen 40E und 40F beitragt.

Es besteht allenfalls die Moglichkeit, dass das UL48-Protein indirekt durch
Interaktion mit einem anderen Protein am Zustandekommen des Phanotyps
beteiligt ist. Ein Kandidat hierflir ware das UL47-Protein. UL47 kodiert ebenfalls
fur ein Tegumentprotein. Bechtel und Shenk ordneten 2002 diesem Protein eine
Regulationsfunktion auf das in UL48 kodierte Tegumentprotein zu. Somit
konnte UL47 also sowohl in seiner Eigenschaft als Tegumentprotein als auch
durch seine Regulationsfunktion auf UL48 den Zelltropismus beeinflussen
(Bechtel & Shenk, 2002). Eine Mutation in diesem Bereich konnte zu einer
veranderten Expression des in UL48 kodierten Tegumentproteins fuhren und
somit eventuell zu einer gestorten Interaktion zwischen viralem Bindungspartner
und dem Dyneinkomplex der Wirtszelle fihren. Eine weitere Moglichkeit fur die
Ursache des unterschiedlichen Zelltropismus zwischen HCMV 40E und HCMV
40F ware eine gestorte Interaktion von zellularem Bindungspartner mit dem
UL47 selbst. Bei vergleichender Sequenzanalyse in der Arbeitsgruppe
(personliche Korrespondenz: Lempp, J.) stellte man in UL47 ebenfalls eine
Sequenzidentitat im Isolatpaar HCMV 40E/F fest. Somit hatte im Isoatpaar
HCMV 40E/F weder das durch UL48, noch das durch UL47 Kkodierte

Tegumentprotein einen Einfluss auf den Unterschied im Zelltropismus.

Im Gegensatz zu den vorgenannten Genen wurde im Leserahmen UL32 ein
DNA-Sequenzunterschied zwischen 40E und 40F gefunden, der sich auch auf
der Aminosaure-Ebene auswirkt. An Position 308 des Proteins weist der
endotheliotrope  Stamm 40E ein Phenylalanin auf, wahrend die
nichtendotheliotropen Stdmme 40E und AD169 an dieser Stelle beide ein
Leucin aufweisen. Dies ist eine konservative Mutation, da beide Aminosauren
unpolare Seitenketten haben. Eine Anderung in der Funktion des Proteins ist
von daher eher unwahrscheinlich, aber denkbar und sollte in weiterfiuhrenden
Untersuchungen funktionell geprift werden. Denn von seiner Lokalisation her

als kapsidassoziiertes Tegumentprotein ist das UL32-Protein pradestiniert fur
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eine Interaktion mit dem Dyneinmotorkomplex der Zelle. Das auch als ,basic
phosphoprotein“ (BPP) oder pp150 bekannte Protein wurde von Gibson et al.
als eines der drei Hauptkandidaten benannt, die in ausreichend hoher Quantitat
vorhanden sind (Baldick & Shenk, 1996; Gibson, 1996). Es ist, im Gegensatz zu
den anderen beiden Kandidaten, am engsten mit dem Kapsid assoziiert und
weist somit eine sehr hohe Bindungskraft zum Kapsid auf (Baxter & Gibson,
2001; Gibson, 1996; Landini et al., 1987). BPP blieb auch noch nachweisbar,
als alle anderen Tegumentproteine durch Behandlung mit Detergenzien bereits
abgeldst waren (Gibson, 1996). Da es sich um ein eng mit dem Kapsid
assoziierten Tegumentprotein handelt, ist es mit hoher Wahrscheinlichkeit einer
der viralen Bindungspartner fir zelluldare Transportstrukturen. Diese Annahme
wurde durch die Arbeit von Chen et al.,, 1999 unterstitzt. Hier konnte durch
elektronenmikroskopische Daten gezeigt werden, dass Tegumentstrukturen in
einer ikosaedrischen Anordnung kovalent mit dem Hauptkapsidprotein
verknlpft sind (Chen et al., 1999). Die Oberflache der Nukleokapside wird im
Wesentlichen durch diese Struktur gebildet, fur welche pp150 als
Hauptkandidat benannte wurde. Demnach ware pp150 das exponierte
Virusprotein flr eine Interaktion mit dem Zytoskelett. Die wahrscheinlichste
Ursache der ineffizienten Vermehrung der nichtendotheliotropen HCMV-
Stamme in Endothelzellen ist der ineffiziente Transport des Virus von der

Peripherie der Wirtszelle zum Zellkern (Sinzger et al., 2000).

Da Viren selbst keine Bewegung erzeugen kénnen, sind sie in der Zelle auf
zellulare Transportmechanismen angewiesen, um zum Zellkern zu gelangen.
Daher ist die Interaktion der Viren mit den zellularen Transportmechanismen ein
wichtiger Faktor fur die Auspragung des Zelltropismus von HCMV. Intrazellulare
Transportvorgange werden durch Bestandteile des Zytoskeletts, insbesondere
des Mikrotubulussystems, vermittelt. Das Mikrotubulussystem ist auf der Seite
der Zelle mit dem Dynein/Dynaktin-Komplex an den Transportvorgangen von
der Zellperipherie zum Zellkern beteiligt (Hirokawa, 1998a; Hirokawa et al.,
1998).
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Dass Dynein an der Vermittlung von viralen Infektionen beteiligt ist, wurde u.a.
von Sodeik 1997 beobachtet. Diese Arbeit untersuchte, wie das HSV Typ 1 in
kultivierten Zellen transportiert wird. Dabei wurde festgestellt, dass der
Transport der viralen Kapside zum Zellkern von einem intakten
Mikrotubulussystem abhangt, und dass das zytoplasmatische Dynein eng an

die viralen Kapside assoziiert ist (Sodeik et al., 1997).

Der Dyneinkomplex, der wahrscheinlich auch fir den Transport des HCMV-
Partikels zum Zellkern verantwortlich ist, besteht aus mehreren Untereinheiten
und ist eng mit dem Proteinkomplex Dynaktin verbunden (Hirokawa, 1998a;
Hirokawa et al., 1998; Karki & Holzbaur, 1999).

Die Interaktion zwischen den Viruspartikeln und dem Dyneinkomplex auf
zellularer Seite wird durch entsprechende Proteine auf beiden Seiten vermittelt.
Diese konnten zu den beschriebenen Zelltropismusunterschieden beitragen.
Auf viraler Seite sind dies in erster Linie die Strukturproteine, die die
Unterschiede im Partikel determinieren. Diese viralen Bindungspartner sind die
Tegumentproteine und das Kapsid. In einer Arbeit von Chen et al. wurde in
einer dreidimensionalen Darstellung des Kapsidproteins gezeigt, dass dieses
weitgehend von Tegument bedeckt bzw. maskiert wird (Chen et al., 1999).
Untersuchungen von Sinzger et al. zeigten, dass eine Anfarbung von Partikeln
mit Antikbrpern gegen das Hauptkapsidprotein, welches ein maoglicher
Bindungspartner auf viraler Seite sein kdnnte, nicht moglich war (Sinzger et al.,
2000). So war davon auszugehen, dass das Kapsid durch Tegument maskiert
wird und somit als Bindungspartner nicht zur Verfigung stehen kann. Auch in
anderen Viren der Herpesfamilie wurden die Tegumentproteine als
Bindungspartner beim Kerntransport in beschrieben (Ye et al., 2000). Sieht man
also pUL32 als viralen Bindungspartner fir das zellulare Transportsystem, so
konnte eine Mutation zu einem viralen Bindungspartner mit unterschiedlicher
Affinitdt zum zellularen Transportsystem fuhren. Diese unterschiedliche Affinitat
hat moglicherweise auf die Effizienz des Transports von viraler DNA zum
Zellkern Einfluss. Diese koénnte somit die unterschiedliche Infektionseffizienz

verschiedener Virusstamme begrinden.
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5.2 Die mébgliche Rolle der Genregion UL128-131 fiir den
Endothelzelltropismus von HCMV

Vor kurzem erschienen Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen, die auf eine
Beteiligung der Genregion UL128-131A an der Auspragung des
Endothelzelltropismus hinwiesen (Dunn et al., 2003; Hahn et al., 2004). Auf
dem genetischen Hintergrund eines klinischen HCMV-Isolates flhrten
Deletionen in den Leserahmen UL128, UL130 und UL131A jeweils zu einem
verminderten Endothelzelltropismus bei erhaltenem Fibroblastentropismus. Wie
bei UL24 war auch hier unklar, ob die natirlich entstandenen HCMV-Varianten
40E und 40F in dieser Region einen Polymorphismus aufweisen, der die
Unterschiede im Zelltropismus dieser Stamme bedingt. Anders als bei UL24
gab es in dieser Region immerhin Hinweise auf einen ausgedehnten
genetischen Polymorphismus bei einer Reihe von HCMV-Stammen, der sich

auf das Proteinexpressionsmuster auswirkt.

Die Uberprifung dieser Genregion an dem HCMV-Stammpaar 40E und 40F
bestatigte einen ausgepragten genetischen Polymorphismus in dieser Region.
Mit einem Konservierungsgrad von 97,2% in UL128, 97,7% in UL130 und
97,8% in UL131A zwischen HCMV 40E/F einerseits und HCMV AD169
andererseits war die genetische Stabilitat aller drei Leserahmen weitaus
geringer als bei den zuvor analysierten Leserahmen UL24, UL32 und UL48.
Konsistent mit einer insgesamt erhdhten Variabilitat der UL128-131A-Region
fanden sich in allen drei Leserahmen auch Unterschiede zwischen dem
endotheliotropen Stamm 40E und dem nichtendotheliotropen Stamm 40F.
Wahrend ein einzelner Basenaustausch in UL131A sich nicht auf
Aminosaurenebene auswirkte, fihrte ein Basenaustauch in UL130 zu einem
Aminosaureaustausch eines unpolaren Cysteins bei HCMV 40E durch ein
polares Serin bei HCMV 40F an Position 207. Allerdings ist dieser Unterschied
nicht geeignet die unterschiedliche Eigenschaft im Endothelzelltropismus zu
erklaren, denn der nichtendotheliotrope Stamm AD169 hat an dieser Stelle wie

der endotheliotrope Stamm 40E ein Cystein.
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Bedeutsamer konnte der Stammunterschied im Leserahmen UL128 sein.
HCMV 40E unterscheidet sich auf DNA-Ebene von HCMV 40F zwar nur durch
eine Deletion von 2 Basen an Position 645/646, dies hat aber eine dramatische
Anderung des C-terminalen Proteinabschnittes zur Folge, da sich das
Leseraster verschiebt. Der nichtendotheliotrope Stamm HCMV 40F entspricht in
seiner Aminosauresequenz dem nichtendotheliotropen Stamm AD169, wahrend
beim endotheliotropen Stamm 40E die letzten 19 Aminosauren fehlen und
weitere 17 Aminosauren verandert sind. Auf dem Hintergrund einer sehr
weitgehenden Sequenzidentitat der beiden Stamme 40E und 40F hat eine
solche Mutation durchaus Gewicht. In Zusammenschau mit den Literaturdaten
Uber eine Reduktion des Endothelzelltropismus nach Deletion des UL128-
Leserahmens im Genom eines klinischen HCMV-Isolates ergibt sich folgende
Hypothese: im C-terminalen Abschnitt des UL128-Proteins von HCMV 40E ist
eine flur den Endothelzelltropismus bedeutsame Funktion reprasentiert. Wird
diese Funktion durch einen "Frameshift" oder durch eine Deletion des
gesamten Gens zerstort, so ist eine effiziente Infektion von Endothelzellen nicht
mehr moglich. Ob diese Hypothese zutrifft, werden zuklnftige funktionelle

Analysen der unterschiedlichen UL128-Varianten erweisen.

5.3 Die Eignung des HCMV-Stammpaares 40E/F als
Modellsystem fiir die Genotypanalyse des
Endothelzelltropismus von HCMV

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die HCMV-Stdamme 40E und 40F mit
unterschiedlichem Zelltropismus in ihrem Genom zu vergleichen. Prinzipiell
erlaubt eine vergleichende Genomanalyse zweier Virusstdmme mit
unterschiedlichem Zelltropismus die Definition von Genen, die zum Phanotyp
beitragen. Das ungewohnlich groe Genom von HCMV mit 230.000
Basenpaaren erschwert jedoch die Suche nach Genen, die fur den
Endothelzelltropismus von Bedeutung sein kénnten und ist fur einen direkten

Vergleich der Genome durch Sequenzierung zu grol3. Ein weiteres Problem ist,



69

dass bei zwei beliebig gewahlten HCMV-Stammen der genetische
Polymorphismus sehr ausgepragt ist, d.h. in einem Vergleich der Sequenzen
zeigen sich eine groRe Anzahl von Genomunterschieden in unterschiedlichen
Genomregionen, womit der direkte Schluss auf einen bestimmten Phanotyp

nicht gezogen werden kann.

Selbst HCMV-Stamme, die sich in ihrem Phanotyp sehr ahnlich sind, zeigen in
ihrem Restriktionsmuster noch zahlreiche Unterschiede (Sinzger et al., 1999).
Bei der Auswahl der zu untersuchenden Stamme kam es darauf an, diese
moglichst so auszuwahlen, dass sie einen moglichst geringen genetischen
Polymorphismus aufweisen, und dass sie sich phanotypisch in ihrem
Endothelzelltropismus unterscheiden. Treffen diese beiden Eigenschaften zu,
so ist es nahe liegend, dass die Unterschiede, die im Restriktionsmuster

auftreten, flr den Zelltropismus von Bedeutung sind.

Aus diesem Grund wurde in der hier vorliegenden Arbeit ein Isolatpaar gewahlt,
welches von einem gemeinsamen Ursprungsisolat, genannt TB40, eines

infizierten Patienten ausgenht.

Dieses Patientenisolat wurde zunachst parallel Gber 22 Passagen auf humanen
Hautfibroblasten (HFF) und humanen Endothelzellen der Umbilikalvene
(HUVEC) propagiert. Nach der 22. Passage erfolgte jeweils eine
Plaquereinigung und das generierte Isolatpaar wurde mit TB40/E
(endothelzellpropagiert) und TB40/F (fibroblastenpropagiert) bezeichnet. Die
vergleichende Restriktionsfragment-Langenanalyse (RFLA) zeigte bei dem so
entstandenen Paar multiple Genomunterschiede, die Gber das gesamte Genom
verteilt lagen (Sinzger et al., 1999). Ein Genomvergleich dieses Stammpaares

im Hinblick auf den Endothelzelltropismus hatte also noch keinen Sinn ergeben.

Aus diesem Grund wurden genetisch noch enger verwandte Stamme generiert.
Das plaque-gereinigte Virus TB40/E wurde wieder zurtick auf HFF adaptiert, um
so eine nichtendotheliotrope Variante vonTB40/E zu erhalten, die durch
einzelne Mutationen wahrend der Ruckadaptation entstehen wirde. Nach

einem Selektionszeitraum von Uber einem Jahr hatte die Mehrheitspopulation in
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der ruckadaptierten Viruspopulation ihren Endothelzelltropismus verloren,
wahrend eine Minderheitenpopulation noch den ursprunglichen
Endothelzelltropismus zeigte. Durch dreifache Plaquereinigung wurden
genetische homogene quasi klonale Virusvarianten 40E und 40F gewonnen,
von denen erstere endotheliotrop und letztere nichtendotheliotrop war. Von
diesem lIsolatpaar war anzunehmen, dass das Genom der beiden Stamme
abgesehen von dem oder den entscheidenden, fur den Unterschied im

Zelltropismus verantwortlichen Genomabschnitt sehr ahnlich sei.

Dies wurde durch die Ergebnisse dieser Arbeit bestatigt. Auf ca 12.700 Basen
fanden sich im Vergleich zwischen den beiden Stammen nur 5 Unterschiede,

was einer Ubereinstimmung von 99,96 % entspricht.

Auf Ebene der Aminosauren zeigen drei der untersuchten Gene (UL24, UL48
und UL131A) eine 100%ige Identitdt und zwei weitere Genen jeweils einen
einzigen Aminosaurenaustausch (UL32 und UL130). Bei einem Gen (UL128)
hatte jedoch die Deletion von zwei Basen eine Leserasterverschiebung und
somit eine weitgehende Anderung der Aminosauresequenz zur Folge. Gerade
vor dem Hintergrund der groRen Ubereinstimmung auf DNA-Ebene gewinnt
diese Mutation ein groRes Gewicht. Somit hat sich das Isolatpaar HCMV 40E
und HCMV 40F als ein geeignetes Zell-Virus-System, um Unterschiede im

Zelltropismus bei HCMV naher zu untersuchen.

In Zusammenfassung ergaben die Sequenzvergleiche im Rahmen dieser Arbeit
folgendes Bild: Es wurden zahlreiche Unterschiede im Vergleich zwischen dem
Laborstamm AD169 und dem untersuchten Isolatpaar HCMV 40E/F gefunden,
welche die Annahme eines hohen genetischen a priori-Polymorphismus bei
HCMV bestatigen. Die sehr eng verwandten HCMV-Stamme HCMV 40E und
HCMV 40F zeigen im Gegensatz dazu eine weitgehende Ubereinstimmung.
Nur in zwei der sechs untersuchten Gene waren Anderungen der
Aminosauresequenz nachweisbar, die geeignet sind, die Unterschiede im

Endothelzelltropismus zu erklaren.
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Der in UL32 gefundene Unterschied in Form eines Austausches einer Base bei
HCMV 40E, die auch zur Anderung der Aminosauresequenz fiihrt, sollte nun
funktionell genauer untersucht werden. Insbesondere kdnnte das in dieser
Arbeit klonierte UL32-Gen flr Marker-Transfer-Experimente eingesetzt werden
um zu prifen, ob mit einem Gentransfer dieser Sequenz der Phanotyp eines
Endothelzelltropismus auf einen nichtendotheliotropen Stamm Ubertragen
werden kann. So liele sich die funktionelle Relevanz dieses Unterschiedes

Uberprifen.

In gleicher Weise kénnte auch fir UL128 verfahren werden. Eine Klonierung
dieses Genabschnittes und ein entsprechender Gentransfer sollte die Frage
beantworten, ob dieses Gen fur die Phanotypunterschiede bei natirlich

entstandenen HCMV-Zelltropismusvarianten entscheidend ist.
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6 Zusammenfassung

Stamme des menschlichen Cytomegalovirus (HCMV) zeigen genetisch
determinierte Unterschiede im Zelltropismus. Auch Veranderungen im
Zelltropismus im Rahmen der Zellkulturadaptation von HCMV-Stammen sind
mit Veranderungen der DNA assoziiert. Der entscheidende Schritt im
Replikationszyklus ist hierbei, mit welcher Effizienz die Viruspartikel von HCMV-
Stammen nach der Penetration zum Zellkern transportiert werden. Der
Phanotyp wird demnach durch Strukturproteine vermittelt, also Kapsidproteine,

durch kapsidassoziierte Tegumentproteine oder Hullproteine.

In dieser Arbeit wurden Tegumentproteine, die durch die viralen Leserahmen
UL24, UL32, UL48 wund UL128-131A von HCMV-Stdmmen mit
unterschiedlichem Zelltropismus durch Sequenzierung verglichen, um so
Informationen Uber ihre mogliche Bedeutung fur den Zelltropismus von HCMV

zu erhalten.

Eine weitere wesentliche Aufgabe in dieser Arbeit war geeignete Stamme fur
den Sequenzvergleich auszuwahlen. Es ist bekannt, dass ein direkter
Sequenzvergleich zweier beliebiger HCMV-Stamme eine Vielzahl von
Unterschieden in nahezu jedem untersuchten Gen aufweist, ohne dass diese
fur den Phanotyp bedeutsam waren. Daher wurden fir diese Arbeit HCMV-
Varianten gewahlt, welche einen unterschiedlichen Phanotyp aufweisen und
genetisch so eng verwandt sind, dass der a priori Gen-Polymorphismus so
gering wie mdglich ist. So stammen die untersuchten Stamme 40E und 40F
nicht nur aus einem Patientenisolat, sondern wurden aus einem genetisch
homogenen plaquegereinigten Viruspraparat aufgrund ihrer Unterschiede im

Endothelzelltropismus selektioniert.

Ein wesentliches Ergebnis dieser Arbeit ist, dass die in UL24 und UL48
kodierten Proteine im untersuchten Isolatpaar HCMV 40E/F aufgrund der
Sequenzgleichheit als Ursache fir den unterschiedlichen Zelltropismus dieser

beiden Stamme ausgeschlossen werden koénnen. Im Leserahmen UL32
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hingegen wurde ein Unterschied in der Basensequenz gefunden, welcher
moglicherweise fir den unterschiedlichen Zelltropismus der beiden Stamme
mitverantwortlich sein koénnte. Auch in der Genregion UL128-131A wiesen
HCMV 40E und HCMV 40F Polymorphismen auf, die im Bereich des UL128-
Genes mit einer Rolle flr die beobachteten Zelltropismusunterschiede vereinbar
sind. Mit einem Konservierungsgrad von 97,2% in UL128, 97,7% in UL130 und
97,8% in UL131A zwischen HCMV 40E/F einerseits und HCMV AD169
andererseits war die genetische Stabilitat aller drei Leserahmen weitaus
geringer als bei den zuvor analysierten Leserahmen UL24, UL32 und UL48.
Wahrend ein einzelner Basenaustausch in UL131A sich nicht auf
Aminosaureebene auswirkte, fuhrt ein Basenaustauch in UL130 zu einem
Aminosaureaustausch eines unpolaren Cysteins bei HCMV 40E durch ein
polares Serin bei HCMV 40F an Position 207. Dies ist aber nicht geeinget den
Unterschied im Zelltropismus zu erklaren, denn der nichtendotheliotrope Stamm
AD169 hat an dieser Stelle wie der endotheliotrope Stamm 40E ein Cystein.
Anders im Leserahmen UL128: HCMV 40E unterscheidet sich auf DNA-Ebene
von HCMV 40F nur durch eine Deletion von 2 Basen. Dies hat aber eine
dramatische Anderung des C-terminalen Proteinabschnitts zur Folge, da sich
das Leseraster verschiebt. Somit entsprechen sich hier die nichtendotheliotope
Stamme HCMV 40F und AD169, wahrend beim endotheliotropen Stamm
HCMV 40E die letzten 19 Aminosauren fehlen und weitere 17 Aminosauren
verandert sind. Damit scheint im C-terminale Abschnitt des UL128-Proteins von
HCMV 40E eine fir den Endothelzelltropismus bedeutsame Funktion

reprasentiert zu werden.

Insgesamt wurden in dieser Arbeit zahlreiche Unterschiede im Vergleich
zwischen dem Laborstamm AD169 und dem untersuchten Isolatpaar HCMV
40E/F gefunden, die die Annahme eines hohen genetischen a priori-
Polymorphismus bei HCMV bestatigen. Die sehr eng verwandten HCMV-
Stamme HCMV 40E und HCMV 40F zeigen im Gegensatz dazu eine
weitgehende Ubereinstimmung. Nur in zwei der sechs untersuchten Gene
waren Anderungen der Aminoséuresequenz nachweisbar, die geeignet sind,

die Unterschiede im Endothelzelltropismus zu erklaren. Aufgrund dieser
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Ergebnisse hat sich das Isolatpaar HCMV 40E und HCMV 40F als ein
geeignetes Zell-Virus-System bestatigt, um Unterschiede im Zelltropismus bei
HCMV naher zu untersuchen. Die Bedeutung der Leserahmen UL32 und
UL128 fur die Auspragung des Endothelzelltropismus von HCMV kann nun in

weiterflihrenden phanotypischen Analysen geklart werden.
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7.1.1 Anhang 1
Basensequenzvergleich der HCMV Stamme 40 E, 40F und AD169 im offenen
Leserahmen UL24. Rot unterlegt sind die Unterschiede im Vergleich HCMV
40E/F zu HCMV AD169. Schwarz unterlegt sind die Unterschiede im Vergleich
HCMV 40E zu HCMV 40F und HCMV AD169.

51
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101
101
101

151
151

201
201
201

251
251
251

301
301
301

351
351
351

401
401
401

451
451
451

501
501
501

551
551

601
601
601

651
651
651

701
701
701

ATGAGCGATCTGGCTAGCCTGGCGCTCACGGCCGAGTTCGGCCTGGGCTGUL24

ATGAGCGATCTGGCTAGCCTGGCGCTCACGGCCGAGTTCGGCCTGGGCTG
ATGAGCGATCTGGCTAGCCTGGCGCTCACGGCCGAGTTCGGCCTGGGCTG

TCTGGAAGCTTACGTGCGCATCAACGCAGGCCAGGTGTTGCCCGTGGTCT
TCTGGAAGCTTACGTGCGCATCAACGCAGGCCAGGTGTTGCCCGTGGTCT
TCTGGAAGCTTACGTGCGCATCAACGCAGGCCAGGTGTTGCCCGTGGTCT

GGCCGCCGGGCTGGAACCTAGTGCTGCAGGAGATCGAGACGGACGAGGAC
GGCCGCCGGGCTGGAACCTAGTGCTGCAGGAGATCGAGACGGACGAGGAC
GGCCGCCGGGCTGGAACCTAGTGCTGCAGGAGATCGAGACGGACGAGGAC

TTCAAACCGGAGGACGTGAA[GCTTGGAGTCACTACCTGTCRTGC[@AGAC
TTCAAACCGGAGGACGTGAAAGCTTGGAGTCACTACCTGTGCTGCGAGAC
TTCAAACCGGAGGACGTGAAAGCTTGGAGTCACTACCTGTGCTGCGAGAC

GCGCCTGGCCTTCGTGGGTCGCTTCGTGAACGAGHECGTGTTGTCGCCGG
GCGCCTGGCCTTCGTGGGTCGCTTCGTGAACGAGGCCGTGTTGTCGCCGG
GCGCCTGGCCTTCGTGGGTCGCTTCGTGAACGAGGCCGTGTTGTCGCCGG

ATCAGCAGAAGAAGACCGCEGTGTGCCTCATCTCGGACGAGGGCTATGTE
ATCAGCAGAAGAAGACCGCCGTGTGCCTCATCTCGGACGAGGGCTATGTC
ATCAGCAGAAGAAGACCGCCGTGTGCCTCATCTCGGACGAGGGCTATGTC

TTTTGCTATGTACGCGAGGACACCGCCGTCTACTACCTGGCCCGCAACCT
TTTTGCTATGTACGCGAGGACACCGCCGTCTACTACCTGGCCCGCAACCT
TTTTGCTATGTACGCGAGGACACCGCCGTCTACTACCTGGCCCGCAACCT

CATGGAGTTTGCGCGCGTCGGGCTGCGCGCCGTCGAGACCCTGCACTGCA
CATGGAGTTTGCGCGCGTCGGGCTGCGCGCCGTCGAGACCCTGCACTGCA
CATGGAGTTTGCGCGCGTCGGGCTGCGCGCCGTCGAGACCCTGCACTGCA

TGCGCTACCTGACCTCGTCGTTGGTTAAGCGCTACTTTCGCCCGCTGTTG
TGCGCTACCTGACCTCGTCGTTGGTTAAGCGCTACTTTCGCCCGCTGTTG
TGCGCTACCTGACCTCGTCGTTGGTTAAGCGCTACTTTCGCCCGCTGTTG

CGCGCCTGGAGCCTCGGTTTGGATACCATGGCGCGATTCATCATCCGCCA
CGCGCCTGGAGCCTCGGTTTGGATACCATGGCGCGATTCATCATCCGCCA
CGCGCCTGGAGCCTCGGTTTGGATACCATGGCGCGATTCATCATCCGCCA

CCACGGGCAGTTCATGCCGTTGACGTACCCGCCGGGAACGGAACTGCGTC
CCACGGGCAGTTCATGCCGTTGACGTACCCGCCGGGAACGGAACTGCGTC
CCACGGGCAGTTCATGCCGTTGACGTACCCGCCGGGAACGGAACTGCGTC

TATGCAACCTCAGGTGTTTCGAAAACAGCGTGGAAGGCGGTCACTTGCTG
TATGCAACCTCAGGTGTTTCGAAAACAGCGTGGAAGGCGGTCACTTGCTG
TATGCAACCTCAGGTGTTTCGAAAACAGCGTGGAAGGCGGTCACTTGCTG

CGCAACATCAAAACCGCTTTCGGAATGCGCGTTCTCGGCCTGGGAACCGT
CGCAACATCAAAACCGCTTTCGGAATGCGCGTTCTCGGCCTGGGAACCGT
CGCAACATCAAAACCGCTTTCGGAATGCGCGTTCTCGGCCTGGGAACCGT

CAGCCTCAAGGGCGAGAACGCGCCCTTTCCTCACTTGCGCTGGCCCGTCG
CAGCCTCAAGGGCGAGAACGCGCCCTTTCCTCACTTGCGCTGGCCCGTCG
CAGCCTCAAGGGCGAGAACGCGCCCTTTCCTCACTTGCGCTGGCCCGTCG

ACCTTATCCCCATCGTCGTCGCCTATACCGGGGCCGTCTACGCCTGCGAC
ACCTTATCCCCATCGTCGTCGCCTATACCGGGGCCGTCTACGCCTGCGAC
ACCTTATCCCCATCGTCGTCGCCTATACCGGGGCCGTCTACGCCTGCGAC
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Decoration 'Decoration #1': Shade (with solid light gray)
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GTGCGCGACGACCGCTACATCCGGGTGGGAGATAATCTCAACACGTTCAT
GTGCGCGACGACCGCTACATCCGGGTGGGAGATAATCTCAACACGTTCAT
GTGCGCGACGACCGCTACATCCGGGTGGGAGATAATCTCAACACGTTCAT

GTGTCTGGGACTTAACCTGCTGTTTGAAAACCGACGTTTCAGCGGCCACA
GTGTCTGGGACTTAACCTGCTGTTTGAAAACCGACGTTTCAGCGGCCACA
GTGTCTGGGACTTAACCTGCTGTTTGAAAACCGACGTTTCAGCGGCCACA

ACGGCATCTACGATCGCGTGCCCGACTGCCCCAAAGGACGTCAGCACCGT
ACGGCATCTACGATCGCGTGCCCGACTGCCCCAAAGGACGTCAGCACCGT
ACGGCATCTACGATCGCGTGCCCGACTGCCCCAAAGGACGTCAGCACCGT

TGA
TGA
TGA

residues that differ from UL24 AD169.SEQ.

Decoration 'Decoration #2': Shade (with solid black)
that differ from UL24 40E.SEQ.
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7.1.2 Anhang 2
Aminosauresequenzvergleich der HCMV Stamme 40 E, 40F und AD169 im

offenen Leserahmen UL24. Rot unterlegt sind die Unterschiede im Vergleich
HCMV 40E/F zu HCMV AD169. Schwarz unterlegt sind die Unterschiede im
Vergleich HCMV 40E zu HCMV 40F und HCMV AD169.

PR e
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151
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451
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601
601

751
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Decoration

MSDLASILALTAEFGLGCLEAYVRINAGQVLPVVWPPGWNLVLOEIETDED
MSDLASLALTAEFGLGCLEAYVRINAGQVLPVVWPPGWNLVLQOEIETDED
MSDLASLALTAEFGLGCLEAYVRINAGQVLPVVWPPGWNLVLOEIETDED

FKPEDVKAWSHYLCC@TRLAFVGRFVNEEVLSPDQQKKTAVCLISDEGYV
FKPEDVKAWSHYLCCETRLAFVGREVNEAVLSPDOQOKKTAVCLISDEGYV
FKPEDVKAWSHYLCCETRLAFVGREVNEAVLSPDOOKKTAVCLISDEGYV

FCYVREDTAVYYLARNLMEFARVGLRAVETLHCMRYLTSSLVKRYFRPLL
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RAWSLGLDTMARFITRHHGOFMPLTYPPGTELRLCNLRCEFENSVEGGHLL
RAWSLGLDTMARFITRHHGOFMPLTYPPGTELRLCNLRCEFENSVEGGHLL
RAWSLGLDTMARFITRHHGOFMPLTYPPGTELRLCNLRCFENSVEGGHLL

RNIKTAFGMRVLGLGTVSLKGENAPFPHLRWPVDLIPIVVAYTGAVYACD
RNIKTAFGMRVLGLGTVSLKGENAPFPHLRWPVDLIPIVVAYTGAVYACD
RNIKTAFGMRVLGLGTVSLKGENAPFPHLRWPVDLIPIVVAYTGAVYACD

VRDDRY IRVGDNLNTEMCLGLNLLFENRRESGHNGIYDRVPDCPKGROHR
VRDDRY IRVGDNLNTEMCLGLNLLFENRRESGHNGIYDRVPDCPKGROHR
VRDDRY IRVGDNLNTEMCLGLNLLFENRRESGHNGIYDRVPDCPKGROHR

'Decoration #1': Shade

residues that differ from UL24 AD169.SEQ.

Decoration

'Decoration #2': Shade (with solid black)

that differ from UL24 40E.SEQ.
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7.1.3 Anhang 3
Basensequenzvergleich der HCMV Stamme 40 E, 40F und AD169 im offenen
Leserahmen UL48. Rot unterlegt sind die Unterschiede im Vergleich HCMV
40E/F zu HCMV AD169. Schwarz unterlegt sind die Unterschiede im Vergleich
HCMV 40E zu HCMV 40F und HCMV AD169.
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ATGAAAGTCACACAGGCCAGCTGCCACCAGGGCGACATCGCTCGCTTTGG
ATGAAAGTCACGCAGGCCAGCTGCCACCAGGGCGACATCGCTCGCTTTGG
ATGAAAGTCACGCAGGCCAGCTGCCACCAGGGCGACATCGCTCGCTTTGG

AGCGCGAGCGGGCAATCAATGCGTCTGCAACGGCATCATGTTCCTACACG
AGCGCGAGCGGGCAATCAATGCGTCTGCAACGGCATCATGTTCCTACACG
AGCGCGAGCGGGCAATCAATGCGTCTGCAACGGCATCATGTTCCTACACG

CCTTGCACCTGGGTGGAACGAGCGCCGTCCTGCAGACCGAGGCGCTGGAC
CCTTGCACCTGGGTGGAACGAGCGCCGTCCTGCAGACCGAGGCGCTGGAC
CCTTGCACCTGGGTGGAACGAGCGCCGTCCTGCAGACCGAGGCGCTGGAC

GCCATCATGGAAGAGGGCGCGCGTCTGGACGCGCGGCTAGAGCGCGAGTT
GCCATCATGGAAGAGGGCGCGCGTCTGGACGCGCGGCTAGAGCGCGAGTT
GCCATCATGGAAGAGGGCGCGCGTCTGGACGCGCGGCTAGAGCGCGAGTT

GCAAAAGAAGCTGCCCGCCGGCGGGCGGCTGCCGGTCTACRAGACTGGGCG
GCAAAAGAAGCTGCCCGCCGGCGGGCGGCTGCCGGTCTACCGACTGGGCG
GCAAAAGAAGCTGCCCGCCGGCGGGCGGCTGCCGGTCTACCGACTGGGCG

ACGAAGTGCCGCGCCGCCTGGAGTCGCGGTTCGGCCGGACCGTGCACGCG
ACGAAGTGCCGCGCCGCCTGGAGTCGCGGTTCGGCCGGACCGTGCACGCG
ACGAAGTGCCGCGCCGCCTGGAGTCGCGGTTCGGCCGGACCGTGCACGCG

CTCTCGCGGCCCTTCAACGGCACCACCGAGACGTGCGACCTGGACGGCTA
CTCTCGCGGCCCTTCAACGGCACCACCGAGACGTGCGACCTGGACGGCTA
CTCTCGCGGCCCTTCAACGGCACCACCGAGACGTGCGACCTGGACGGCTA

CATGTGTCCGGGCATCTT@GACTTTCTGCGGTACGCGCACGCCAAACCGC
CATGTGTCCGGGCATCTTTGACTTTCTGCGGTACGCGCACGCCAAACCGC
CATGTGTCCGGGCATCTTTGACTTTCTGCGGTACGCGCACGCCAAACCGC

GTCCCACCTACGTACTCGTCACCGTCAACTCGTTGGCGCGCGCCGTGGTC
GTCCCACCTACGTACTCGTCACCGTCAACTCGTTGGCGCGCGCCGTGGTC
GTCCCACCTACGTACTCGTCACCGTCAACTCGTTGGCGCGCGCCGTGGTC

TTCACCGAGGACCACATGTTGGTCTTTGATCCGCACAGCTCCGCGGAATG
TTCACCGAGGACCACATGTTGGTCTTTGATCCGCACAGCTCCGCGGAATG
TTCACCGAGGACCACATGTTGGTCTTTGATCCGCACAGCTCCGCGGAATG

TCACAACGCCGCCGTGTATCACTGCGAGGGTCTCCATCAGGTGCTGATGG
TCACAACGCCGCCGTGTATCACTGCGAGGGTCTCCATCAGGTGCTGATGG
TCACAACGCCGCCGTGTATCACTGCGAGGGTCTCCATCAGGTGCTGATGG

TGCTCACGGGCTTCGGCGTGCAGCT@TCGCCCGCTTTCTACTATGAGGCC
TGCTCACGGGCTTCGGCGTGCAGCTATCGCCCGCTTTCTACTATGAGGCC
TGCTCACGGGCTTCGGCGTGCAGCTATCGCCCGCTTTCTACTATGAGGCC

CTTTTTCTCTACATGCTGGATGTGGCGACCGTIN@CAGAGGCTGAGATCGC
CTTTTTCTCTACATGCTGGATGTGGCGACCGTGTCAGAGGCTGAGATCGC
CTTTTTCTCTACATGCTGGATGTGGCGACCGTGTCAGAGGCTGAGATCGC

CGCECGTTTGGTCTCCACCTATCGCGACCGCGATATCGACCTCACCGGCG
CGCACGTTTGGTCTCCACCTATCGCGACCGCGATATCGACCTCACCGGCG
CGCACGTTTGGTCTCCACCTATCGCGACCGCGATATCGACCTCACCGGCG

TCGTECGAGAAAGCGCGGACACGGCORAGCGACAACGACCACCGCCGCACCT
TCGTTCGAGAAAGCGCGGACACGGCGGCGACAACGACCACCGCCGCALCCT
TCGTTCGAGAAAGCGCGGACACGGCGGCGACAACGACCACCGCCGCACCT
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TCCTTACCTCCGCTGCCCGACCCCATCGTCGACCCGGAMTGCCCTCCTGG
TCCTTACCTCCGCTGCCCGACCCCATCGTCGACCCGGGCTGCCCTCCTGG
TCCTTACCTCCGCTGCCCGACCCCATCGTCGACCCGGGCTGCCCTCCTGG

CGTGGCGCCCAGCATTCCCGTCTACGATCCCTCGTCCTCACCCARAARAAA
CGTGGCGCCCAGCATTCCCGTCTACGATCCCTCGTCCTCACCCAAAARAAA
CGTGGCGCCCAGCATTCCCGTCTACGATCCCTCGTCCTCACCCARAARAAA

CACCCGAGAAACGCCGCAAGGACCTCAGCGGTAGCAAACACGGAGGCAAA
CACCCGAGAAACGCCGCAAGGACCTCAGCGGTAGCAAACACGGAGGCAAA
CACCCGAGAAACGCCGCAAGGACCTCAGCGGTAGCAAACACGGAGGCAAA

AAGAAACCCCCGTCCACGACGTCCAAAACACTGGCCACCGCCTCCTCCTC
AAGAAACCCCCGTCCACGACGTCCAAAACACTGGCCACCGCCTCCTCCTC
AAGAAACCCCCGTCCACGACGTCCAAAACACTGGCCACCGCCTCCTCCTC

88T CAGCGATAGCGGCGGCCTCTTCTTCGTCCGCGGTACCACCGTCCT
C———TCAGCGATAGCGGCGGCCTCTTCTTCGTCCGCGGTACCACCGTCCT
C=—-TCAGCGATAGCGGCGGCCTCTTCTTCGTCCGCGGTACCACCGTCCT

ACAGCTGCGGCGAAGGGGCCCTGCCGGCCCTGGGCCGCTACCAACAGLTG
ACAGCTGCGGCGAAGGGGCCCTGCCGGCCCTGGGCCGCTACCAACAGCTG
ACAGCTGCGGCGAAGGGGCCCTGCCGGCCCTGGGCCGCTACCAACAGLTG

GTCGACGAGGTAGAGCAGGAGTTGAAGGCTCTGACGCTGCCGCCGTTGCC
GTCGACGAGGTAGAGCAGGAGTTGAAGGCTCTGACGCTGCCGCCGTTGCC
GTCGACGAGGTAGAGCAGGAGTTGAAGGCTCTGACGCTGCCGCCGTITGCC

TGCCAACACCAGCGCCTGGACGTTGCACGCGGCGGGTACCGAAAGCGGCG
TGCCAACACCAGCGCCTGGACGTTGCACGCGGCGGGTACCGAAAGCGGLCG
TGCCAACACCAGCGCCTGGACGTTGCACGCGGCGGGTACCGAAAGCGGCG

CTAACGCGGCAACGGCCACGGCGCCGTCCTTCGACGAAGCTTTCCTCACC
CTAACGCGGCAACGGCCACGGCGCCGTCCTTCGACGAAGCTTTCCTCACC
CTAACGCGGCAACGGCCACGGCGCCGTCCTTCGACGAAGCTTTCCTCACC

GATCGTCTCCAGCAGCTCATCATCCATGCCGTCAATCAGCGCTCGTGTCT
GATCGTCTCCAGCAGCTCATCATCCATGCCGTCAATCAGCGCTCGTGTCT
GATCGTCTCCAGCAGCTCATCATCCATGCCGTCAATCAGCGCTCGTGTCT

GCGTCGCCCCTGCGGTCCGCAATCGGCGGCGCAGCAGGCGGTACGCGCCT
GCGTCGCCCCTGCGGTCCGCAATCGGCGGCGCAGCAGGCGGTACGCGCCT
GCGTCGCCCCTGCGGTCCGCAATCGGCGGCGCAGCAGGCGGTACGCGCCT

ATCTGGGCCTATCCAAGAAABTGGATGCCTTTCTGCTCAACTGGCTGCAC
ATCTGGGCCTATCCAAGAAATTGGATGCCTTTCTGCTCAACTGGCTGCAC
ATCTGGGCCTATCCAAGAAATTGGATGCCTTTCTGCTCAACTGGCTGCAC

CACGGCCTGGATCTGCIAGCGCATGCACGACTACCTGAGCCACAAGACCAC
CACGGCCTGGATCTGCGGCGCATGCACGACTACCTGAGCCACAAGACCAC
CACGGCCTGGATCTGCGGCGCATGCACGACTACCTGAGCCACAAGACCAC

CAAAGGCACGTACTCGACGCTGGATCGCGCACTGCTGGAGARMATGCAAG
CAAAGGCACGTACTCGACGCTGGATCGCGCACTGCTGGAGAAGATGCAAG
CAAAGGCACGTACTCGACGCTGGATCGCGCACTGCTGGAGAAGATGCAAG

TCGTCTTCGATCCCTACGGACGTCAGCACGGCCCGGCGCTCATCGCCTGG
TCGTCTTCGATCCCTACGGACGTCAGCACGGCCCGGCGCTCATCGCCTGG
TCGTCTTCGATCCCTACGGACGTCAGCACGGCCCGGCGCTCATCGCCTGG
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GTGGAGGAGATGCTECGCTACGTGGARAGCAAGCCCACTAACGAACTGTC
GTGGAGGAGATGCTACGCTACGTGGAAAGCAAGCCCACTAACGAACTGTIC
GTGGAGGAGATGCTACGCTACGTGGAAAGCAAGCCCACTAACGAACTGTC

TCAACGACTGCAACGTTTCGTAACCAAGCGACCGATGCCCGTTAGGACA
TCAACGACTGCAACGTTTCGTAACCAAGCGACCGATGCCCGTTAGTGACA
TCAACGACTGCAACGTTTCGTAACCAAGCGACCGATGCCCGTTAGTGACA

GCTTCGTCTGCCTGCGACCCGTAGACTTTCAGCGTCTGACGCAGGTCATC
GCTTCGTCTGCCTGCGACCCGTAGACTTTCAGCGTCTGACGCAGGTCATC
GCTTCGTCTGCCTGCGACCCGTAGACTTTCAGCGTCTGACGCAGGTCATC

GAACAGCGACGTCGGGTGTTGCAACGTCAACGCGAGGARTACCACGGCGT
GAACAGCGACGTCGGGTGTTGCAACGTCAACGCGAGGAGTACCACGGCGT
GAACAGCGACGTCGGGTGTTGCAACGTCAACGCGAGGAGTACCACGGCGT

TTACGAGCACTTGGCCGGCCTCATCACCAGCATCGACATTCACGACCTAG
TTACGAGCACTTGGCCGGCCTCATCACCAGCATCGACATTCACGACCTAG
TTACGAGCACTTGGCCGGCCTCATCACCAGCATCGACATTCACGACCTAG

ACGCCAGCGATCTGAACCGACGCGAAATTCTGAAAGCGCTGCAGCCGTITG
ACGCCAGCGATCTGAACCGACGCGAAATTCTGAAAGCGCTGCAGCCGTTG
ACGCCAGCGATCTGAACCGACGCGAAATTCTGAAAGCGCTGCAGCCGTITG

GACGACAACGCCAAGCAGGAACTCTTTCGCCTGGGCAACGCCAAAATGCT
GACGACAACGCCAAGCAGGAACTCTTTCGCCTGGGCAACGCCAAAATGCT
GACGACAACGCCAAGCAGGAACTCTTTCGCCTGGGCAACGCCAAAATGCT

AGAGTTGCAGATGGACCTGGACCGTCTGAGCACGCAGCTGCTEACGCGCG
AGAGTTGCAGATGGACCTGGACCGTCTGAGCACGCAGCTGCTAACGCGCG
AGAGTTGCAGATGGACCTGGACCGTCTGAGCACGCAGCTGCTAACGCGCG

TGCACAATCACATCCTEAACGGCTTTTTGCCGGTAGAGGACCTGAAGCAG
TGCACAATCACATCCTCAACGGCTTTTTGCCGGTAGAGGACCTGAAGCAG
TGCACAATCACATCCTCAACGGCTTTTTGCCGGTAGAGGACCTGAAGCAG

ATGGAACGCGTCGTCGAGCAGGTACTGAGACTCTTTTACGACCTGCGCGA
ATGGAACGCGTCGTCGAGCAGGTACTGAGACTCTTTTACGACCTGCGCGA
ATGGAACGCGTCGTCGAGCAGGTACTGAGACTCTTTTACGACCTGCGCGA

CCTGAAACTGTGTGACGGCAGCTACGAAGAGGGATT@GTCGTCATACGCG
CCTGAAACTGTGTGACGGCAGCTACGAAGAGGGATTTGTCGTCATACGCG
CCTGAAACTGTGTGACGGCAGCTACGAAGAGGGATTTGTCGTCATACGCG

AACAACTGAGCTACCTCATGACGGGCACTGTGCGCGACAACGTACCGCTA
AACAACTGAGCTACCTCATGACGGGCACTGTGCGCGACAACGTACCGCTA
AACAACTGAGCTACCTCATGACGGGCACTGTGCGCGACAACGTACCGCTA

CTGCAAGAGATCCTGCAGCTGCGACACGCGTACCAGCAAGCCACGCAGCA
CTGCAAGAGATCCTGCAGCTGCGACACGCGTACCAGCAAGCCACGCAGCA
CTGCAAGAGATCCTGCAGCTGCGACACGCGTACCAGCAAGCCACGCAGCA

AMACGAGGGTCGCCTCACGCAGATECACGACCTGCTTCATGTCATCGAGA
AAACGAGGGTCGCCTCACGCAGATTCACGACCTGCTTCATGTCATCGAGA
AAACGAGGGTCGCCTCACGCAGATTCACGACCTGCTTCATGTCATCGAGA

CGCTGGTGCGCGACCCGGGCAGCCGCGGCTCGGCGCTGACACTGGCCTTG
CGCTGGTGCGCGACCCGGGCAGCCGCGGCTCGGCGCTGACACTGGCCTTG
CGCTGGTGCGCGACCCGGGCAGCCGCGGCTCGGCGCTGACACTGGCCTTG
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GTACAGGAGCAGCTAGCTCAGCTGGAAGCGCTAGGCGGCCTGCAGCTACC
GTACAGGAGCAGCTAGCTCAGCTGGAAGCGCTAGGCGGCCTGCAGCTACC
GTACAGGAGCAGCTAGCTCAGCTGGAAGCGCTAGGCGGCCTGCAGCTACC

CGAAGTGCAGCAGCGCCTACAGAACGCGCAACTCGCGCTAAGCCGCCTCT
CGAAGTGCAGCAGCGCCTACAGAACGCGCAACTCGCGCTAAGCCGCCTCT
CGAAGTGCAGCAGCGCCTACAGAACGCGCAACTCGCGCTAAGCCGCCTCT

ACGAAGAGGAAGAGGAAACGCAGCGTTTCCTCGACGGACTCTCGTACGAC
ACGAAGAGGAAGAGGAAACGCAGCGTTTCCTCGACGGACTCTCGTACGAC
ACGAAGAGGAAGAGGAAACGCAGCGTTTCCTCGACGGACTCTCGTACGAC

GATCCGCCCABMCGAACAGACCATCAAGCGACACCCACAATTACGCGAGAT
GATCCGCCCACCGAACAGACCATCAAGCGACACCCACAATTACGCGAGAT
GATCCGCCCACCGAACAGACCATCAAGCGACACCCACAATTACGCGAGAT

GTTACGTCGCGACGAACAGACGCGTCTGCGACTCATCAACGCCGTACTGA
GTTACGTCGCGACGAACAGACGCGTCTGCGACTCATCAACGCCGTACTGA
GTTACGTCGCGACGAACAGACGCGTCTGCGACTCATCAACGCCGTACTGA

GCATGTTCCACACATTAGTGATGCGACTGGCGCGCGACGAGTCGCCGCGA
GCATGTTCCACACATTAGTGATGCGACTGGCGCGCGACGAGTCGCCGCGA
GCATGTITCCACACATTAGTGATGCGACTGGCGCGCGACGAGTCGCCGCGA

CCGACGTTTTTTGACGCCGTCAGTTTGTTGTTGCAGCAACTGCCACCCGA
CCGACGTTTTTTGACGCCGTCAGTTTGTTGTTGCAGCAACTGCCACCCGA
CCGACGTTTTTTGACGCCGTCAGTTTGTTGTTGCAGCAACTGCCACCCGA

CTCGCACGAACGTGAGGATCTGCGTGCCGCCAACGCCACGTACGCGCAGA
CTCGCACGAACGTGAGGATCTGCGTGCCGCCAACGCCACGTACGCGCAGA
CTCGCACGAACGTGAGGATCTGCGTGCCGCCAACGCCACGTACGCGCAGA

TGGTCAAGAAACTGGAGCAGATCGAGAAAGCCGGTACCGGCGCATCCGAA
TGGTCAAGAAACTGGAGCAGATCGAGAAAGCCGGTACCGGCGCATCCGAA
TGGTCAAGAAACTGGAGCAGATCGAGAAAGCCGGTACCGGCGCATCCGAA

AAACGTTTCCAAGCGTTACGGGAGTTGGTTTACTTTTTCCGTAATCATGA
AAACGTTTCCAAGCGTTACGGGAGTTGGTTTACTTTTTCCGTAATCATGA
AAACGTTTCCAAGCGTTACGGGAGTTGGTTTACTTTTTCCGTAATCATGA

ATATTTCTTTCAACATATGGTCGGACGACTGGGCGTCGGACCTCAGGTAA
ATATTTCTTTCAACATATGGTCGGACGACTGGGCGTCGGACCTCAGGTAA
ATATTTCTTTCAACATATGGTCGGACGACTGGGCGTCGGACCTCAGGTAA

CGGAACTCTACGAGCGATATCAACACGAGATGGAAGAACAGCACCTGGAA
CGGAACTCTACGAGCGATATCAACACGAGATGGAAGAACAGCACCTGGAA
CGGAACTCTACGAGCGATATCAACACGAGATGGAAGAACAGCACCTGGAA

CGGCTAGAACGTGAATGGCAAGAAGAGGCCGGCAAGCTCACGGTAACTTC
CGGCTAGAACGTGAATGGCAAGAAGAGGCCGGCAAGCTCACGGTAACTTC
CGGCTAGAACGTGAATGGCAAGAAGAGGCCGGCAAGCTCACGGTAACTTC

TGTGGAGGACGTGCAGCGTGTCTTGGCCCGGGCACCGAGCCATCGTGTCA
TGTGGAGGACGTGCAGCGTGTCTTGGCCCGGGCACCGAGCCATCGTGTCA
TGTGGAGGACGTGCAGCGTGTCTTGGCCCGGGCACCGAGCCATCGTGTCA

TGCATCAAATGCAACAAACGTTAACCACCAAGATGCAAGACTTTTTAGAC
TGCATCAAATGCAACAAACGTTAACCACCAAGATGCAAGACTTTTTAGAC
TGCATCAAATGCAACAAACGTTAACCACCAAGATGCAAGACTTTTTAGAC
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2998
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AAGGAGAAACGTAAACAGGAAGAACAGCAACGGCAGCTACTGGACGGCTA
AAGGAGAAACGTAAACAGGAAGAACAGCAACGGCAGCTACTGGACGGCTA
AAGGAGAAACGTAAACAGGAAGAACAGCAACGGCAGCTACTGGACGGCTA

CCAAAAAAAGGTGCAGCAGGATTTGCAACGCGTGGTGGACGCCGTTAAGG
CCAAAAAAAGGTGCAGCAGGATTTGCAACGCGTGGTGGACGCCGTTAAGG
CCAAAAAAAGGTGCAGCAGGATTTGCAACGCGTGGTGGACGCCGTTAAGG

GCGAGATGCTCTCCACCATCCCGCACCAACCACTGGAGGCCACACTCGAG
GCGAGATGCTCTCCACCATCCCGCACCAACCACTGGAGGCCACACTCGAG
GCGAGATGCTCTCCACCATCCCGCACCAACCACTGGAGGCCACACTCGAG

CTGCTCTTGGGCCTAGATCAACGCGCCCAACCGCTACTAGACAAGTTCAA
CTGCTCTTGGGCCTAGATCAACGCGCCCAACCGCTACTAGACAAGTTCAA
CTGCTCTTGGGCCTAGATCAACGCGCCCAACCGCTACTAGACAAGTTCAA

CCAGGACTTGCTGTCGGCGCTGCAGCAGCTGAGCAAAAAACTAGACGGGC
CCAGGACTTGCTGTCGGCGCTGCAGCAGCTGAGCAAAAAACTAGACGGGC
CCAGGACTTGCTGTCGGCGCTGCAGCAGCTGAGCAAAAAACTAGACGGGC

GAATCAACGAGTGTCTGCACGGCGTGCTGACGGGTGATGTAGAGCGGCGC
GAATCAACGAGTGTCTGCACGGCGTGCTGACGGGTGATGTAGAGCGGCGC
GAATCAACGAGTGTCTGCACGGCGTGCTGACGGGTGATGTAGAGCGGCGC

TGTCACCCGCACCGAGAAGCGGCTATGCAAACCCAAGCCTCGCTAAACCA
TGTCACCCGCACCGAGAAGCGGCTATGCAAACCCAAGCCTCGCTAAACCA
TGTCACCCGCACCGAGAAGCGGCTATGCAAACCCAAGCCTCGCTAAACCA

CTTGGACCAAATTTTGGGTCCGCAACTTCTGATCCATGAGACGCAGCAGG
CTTGGACCAAATTTTGGGTCCGCAACTTCTGATCCATGAGACGCAGCAGG
CTTGGACCAAATTTTGGGTCCGCAACTTCTGATCCATGAGACGCAGCAGG

CCCTGCAACACGCCGTCCATCAAGCGCAGTTCATCGAGAAGTGTCAACAG
CCCTGCAACACGCCGTCCATCAAGCGCAGTTCATCGAGAAGTGTCAACAG
CCCTGCAACACGCCGTCCATCAAGCGCAGTTCATCGAGAAGTGTCAACAG

GGCGATCCAACTACAGCCATCACGGGCAGCGAGTTCGAGGGCGACTTTGC
GGCGATCCAACTACAGCCATCACGGGCAGCGAGTTCGAGGGCGACTTTGC
GGCGATCCAACTACAGCCATCACGGGCAGCGAGTTCGAGGGCGACTTTGC

ACGCTACCGCAGCAGTCAACAGAAGATGGAGGAACAATTACAAGAGACTA
ACGCTACCGCAGCAGTCAACAGAAGATGGAGGAACAATTACAAGAGACTA
ACGCTACCGCAGCAGTCAACAGAAGATGGAGGAACAATTACAAGAGACTA

GACAACAGATGACCGAGACTAGCGAGCGGCTAGATCGCTCGCTGCGCCAG
GACAACAGATGACCGAGACTAGCGAGCGGCTAGATCGCTCGCTGCGCCAG
GACAACAGATGACCGAGACTAGCGAGCGGCTAGATCGCTCGCTGCGCCAG

GATCCCGGGAGCAGCTCCGTCACGCGTGTACCCGAGAAACCCTTCAAGGG
GATCCCGGGAGCAGCTCCGTCACGCGTGTACCCGAGAAACCCTTCAAGGG
GATCCCGGGAGCAGCTCCGTCACGCGTGTACCCGAGAAACCCTTCAAGGG

TCAGGAGCTGGCGGGTCGGATCACGCCCCCGCCCGCCGACTTCCAGCAGC
TCAGGAGCTGGCGGGTCGGATCACGCCCCCGCCCGCCGACTTCCAGCAGC
TCAGGAGCTGGCGGGTCGGATCACGCCCCCGCCCGCCGACTTCCAGCAGC

CCGTTTTCAAAACGCTGCTAGATCAGCAGGCCGACGCGGCCCGGARAAGCG
CCGTTTTCAAAACGCTGCTAGATCAGCAGGCCGACGCGGCCCGGAAAGCG
CCGTTTTCAAAACGCTGCTAGATCAGCAGGCCGACGCGGCCCGGARAAGCG
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CTCAGCGACGAGGCCGATCTGCTGAATCAGAAAGTACAGACGCAGTTGCG
CTCAGCGACGAGGCCGATCTGCTGAATCAGAAAGTACAGACGCAGTTGCG
CTCAGCGACGAGGCCGATCTGCTGAATCAGAAAGTACAGACGCAGTTGCG

ACAACGCGACGAGCAGCTGAGCACGGCGCAGAACCTGTGGACTGATCTGG
ACAACGCGACGAGCAGCTGAGCACGGCGCAGAACCTGTGGACTGATCTGG
ACAACGCGACGAGCAGCTGAGCACGGCGCAGAACCTGTGGACTGATCTGG

TCACGCGCCACAAAATGAGCGGCGGACTGGACGTGACCACCCCCGACGCC
TCACGCGCCACAAAATGAGCGGCGGACTGGACGTGACCACCCCCGALCGLCC
TCACGCGCCACAAAATGAGCGGCGGACTGGACGTGACCACCCCCGACGCC

AAGGCGCTGATGGAAAAGCCGCTGGAGACACTTCGCGAGCTGTTGGGCAA
AAGGCGCTGATGGAAAAGCCGCTGGAGACACTTCGCGAGCTGTTGGGCAA
AAGGCGCTGATGGAAAAGCCGCTGGAGACACTTCGCGAGCTGTTGGGCAA

AGCCACGCAACAACTGCCGTACCTGTCGGCGGARCGCAJAGTGCGCTGGA
AGCCACGCAACAACTGCCGTACCTGTCGGCGGAGCGCACGGTGCGCTGGA
AGCCACGCAACAACTGCCGTACCTGTCGGCGGAGCGCACGGTGCGCTGGA

TGCTGGCETTTCTGGAGGAAGCCCTTGCGCAAATCACCECGGACCCTACG
TGCTGGCTTTTCTGGAGGAAGCCCTTGCGCAAATCACCACGGACCCTACG
TGCTGGCTTTTCTGGAGGAAGCCCTTGCGCAAATCACCACGGACCCTACG

CACCCGCATCACGGAAGCAGGACCCACTACCGGAACCTGCAACAGCAAGC
CACCCGCATCACGGAAGCAGGACCCACTACCGGAACCTGCAACAGCAAGC
CACCCGCATCACGGAAGCAGGACCCACTACCGGAACCTGCAACAGCAAGC

BGTCGAGAGCGCCGTGACGCTAGCGCATCAAATCGAACAARACGCGGCCT
CGTCGAGAGCGCCGTGACGCTAGCGCATCAAATCGAACAAAACGCGGCCT
CGTCGAGAGCGCCGTGACGCTAGCGCATCAAATCGAACAAAACGCGGCCT

GTGAAAATTTTATTGCACAGCATCAAGAGGCGACTGCCAACGGCGCGTCC
GTGAAAATTTTATTGCACAGCATCAAGAGGCGACTGCCAACGGCGCGTCC
GTGAAAATTTTATTGCACAGCATCAAGAGGCGACTGCCAACGGCGCGTCC

ACGCCGCGGGTCGACATGGTCCAGGCGGTGGAAGCGETCTGGCAGCGACT
ACGCCGCGGGTCGACATGGTCCAGGCGGTGGAAGCGATCTGGCAGCGACT
ACGCCGCGGGTCGACATGGTCCAGGCGGTGGAAGCGATCTGGCAGCGACLT

GGAACCCGGACGCGTAGCCGGCGGCGCCGCGCGTCATCAAAAAGTGCAGG
GGAACCCGGACGCGTAGCCGGCGGCGCCGCGCGTCATCAAAAAGTGCAGG
GGAACCCGGACGCGTAGCCGGCGGCGCCGCGCGTCATCAAAAAGTGCAGG

AACTGTTGCAGCGCTTGGGTCAGACGCTAGGCGACCTAGAACTGCAGGAA
AACTGTTGCAGCGCTTGGGTCAGACGCTAGGCGACCTAGAACTGCAGGAA
AACTGTTGCAGCGCTTGGGTCAGACGCTAGGCGACCTAGAACTGCAGGAA

ACGTTGGCGACGGAATACTTTGCGCTGTTACACGGAATCCAGACCTTCAG
ACGTTGGCGACGGAATACTTTGCGCTGTTACACGGAATCCAGACCTTCAG
ACGTTGGCGACGGAATACTTTGCGCTGTTACACGGAATCCAGACCTTCAG

CTACGGGCTGGACTTTCGGTCGCAGT TGGAAAAGAT CCGCGATCTGCGGA
CTACGGGCTGGACTTTCGGTCGCAGT TGGAAAAGATCCGCGATCTGCGGA
CTACGGGCTGGACTTTCGGTCGCAGT TGGAAAAGAT CCGCGATCTGCGGA

CTCGTTTTGCGGAACTGGCCAAGCGACGCGHEACIECGTCTCTCCAACGAG
CTCGTTTTGCGGAACTGGCCAAGCGACGCGGTACACGTCTCTCCAACGAG
CTCGTTTTGCGGAACTGGCCAAGCGACGCGGTACACGTCTCTCCAACGAG
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GGAGECCTGCCCAACCCBCGGAAACCGCAGGCGACGACTTAACTGGGCGC UL4 8

GGAGCCCTGCCCAACCCACGGAAACCGCAGGCGACGACTTCGCTGGGCGC
GGAGCCCTGCCCAACCCACGGAAACCGCAGGCGACGACTTCGCTGGGCGC

CTTTACACGCGGGTTGAACGECTGGAACGACACGTCCAGCTGGGTCACC
CTTTACACGCGGGTTGAACGCACTGGAACGACACGTCCAGCTGGGTCACC
CTTTACACGCGGGTTGAACGCACTGGAACGACACGTCCAGCTGGGTCACC

AGTATCTGCTCAACAAGCTCAACGGCTCATCGCTAGTCTATAGGCTGGAA
AGTATCTGCTCAACAAGCTCAACGGCTCATCGCTAGTCTATAGGCTGGAA
AGTATCTGCTCAACAAGCTCAACGGCTCATCGCTAGTCTATAGGCTGGAA

GACATTCCTAGCGTGCTTCCHECAACACACGAGACCGACCCCGCGCTGAT
GACATTCCTAGCGTGCTTCCGCCAACACACGAGACCGACCCCGCGCTGAT
GACATTCCTAGCGTGCTTCCGCCAACACACGAGACCGACCCCGCGCTGAT

BAATGCGCGACCGCCTGCGTCHECTATGCTTCGCGCGTCACCACGACACCT
CATGCGCGACCGCCTGCGTCGICTATGCTTCGCGCGTCACCACGACACCT
CATGCGCGACCGCCTGCGTCGTCTATGCTTCGCGCGTCACCACGACACCT

TECTTGAAGTGGTAGACGTCTTCGGCATGCGGCAAATCGTCACGCAGGCC
TTCTTGAAGTGGTAGACGTCTTCGGCATGCGGCAAATCGTCACGCAGGCC
TTCTTGAAGTGGTAGACGTCTTCGGCATGCGGCAAATCGTCACGCAGGCC

GGCGARCCCATTCACCTGGTCACCGATTAIGGCAACGTAGCCTTTAAGTA
GGCGAGCCCATTCACCTGGTCACCGATTACGGCAACGTAGCCTTTAAGTA
GGCGAGCCCATTCACCTGGTCACCGATTACGGCAACGTAGCCTTTAAGTA

CTTGGCGCTGCGAGACGATGdECGECCCCTGGCATGGCGGCGCCGCTGTA
CTTGGCGCTGCGAGACGATGGCCGACCCCTGGCATGGCGGCGCCGCTGTA
CTTGGCGCTGCGAGACGATGGCCGACCCCTGGCATGGCGGCGCCGCTGTA

GCGGCGGAGGACTCAAGAACGTCGTCACCACACGTTATAAAGCCATCACG
GCGGCGGAGGACTCAAGAACGTCGTCACCACACGTTATAAAGCCATCACG
GCGGCGGAGGACTCAAGAACGTCGTCACCACACGTTATAAAGCCATCACG

GTAGCCGTGGCCGTCTGTCAGACATTGCGCACTTTCTGGCHACAGATCTC
GTAGCCGTGGCCGTCTGTCAGACATTGCGCACTTTCTGGCCGCAGATCTC
GTAGCCGTGGCCGTCTGTCAGACATTGCGCACTTTCTGGCCGCAGATCTC

GCAGTACGACCTACHACCCTACCTCACGCAGCATCAGAGCCACACGCACC
GCAGTACGACCTACGGCCCTACCTCACGCAGCATCAGAGCCACACGCACC
GCAGTACGACCTACGGCCCTACCTCACGCAGCATCAGAGCCACACGCACC

CCGCGGAGACTCACACGT Tl€CATAACCTTAAGCTCTTTTGTTATCTGGTG
CCGCGGAGACTCACACGTTACATAACCTTAAGCTCTTTTGTTATCTGGTG
CCGCGGAGACTCACACGTTACATAACCTTAAGCTCTTTTGTTATCTGGTG

AGCACCGCCTGGCACCAGCGCATCGACACGCAGCAGGAGCTGACGGCCGL
AGCACCGCCTGGCACCAGCGCATCGACACGCAGCAGGAGCTGACGGCCGL
AGCACCGCCTGGCACCAGCGCATCGACACGCAGCAGGAGCTGACGGCCGL

CGATCGCGTAGGCAGCGGCGAEGGTGGTGACGTAGGGGAACAGAGACCGG
CGATCGCGTAGGCAGCGGCGAAGGTGGTGACGTAGGGGAACAGAGACCGG
CGATCGCGTAGGCAGCGGCGAAGGTGGTGACGTAGGGGAACAGAGACCGG

GCCGCGGHACCGTGCTCCHECTCAGT C € CAAGAGTTTTGTGTACTCATA
GCCGCGGCACCGTGCTGCGTCTGAGTCTCCAAGAGT TTTGTGTACTCATA
GCCGCGGCACCGTGCTGCGICTGAGTCTCCAAGAGTTTTGTGTACTCATA
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G€GCTCTGTACCCCGAGTACATCTACACCGTCCTCAANTACCCGGTGCA
GCAGCTCTGTACCCCGAGTACATCTACACCGTCCTCAAGTACCCGGTGCA
GCAGCTCTGTACCCCGAGTACATCTACACCGTCCTCAAGTACCCGGTGCA

GATGTCECTACCCTCCCTCACAGCTCACCTACATCAGGATGTEATACACG
GATGTCGCTACCCTCCCTCACAGCTCACCTACATCAGGATGTAATACACG
GATGTCGCTACCCTCCCTCACAGCTCACCTACATCAGGATGTAATACACG

CGGTAGTCAATAACACACACAAAATGCCCCCCGACCACCTCCCCGAACAG
CGGTAGTCAATAACACACACAAAATGCCCCCCGACCACCTCCCCGAACAG
CGGTAGTCAATAACACACACAAAATGCCCCCCGACCACCTCCCCGAACAG

GTCAAGG@TTCTGTATCACCCCCACCCAATGGCCCGCCATGCAGCTCAA
GTCAAGGCTTTCTGTATCACCCCCACCCAATGGCCCGCCATGCAGCTCAA
GTCAAGGCTTTCTGTATCACCCCCACCCAATGGCCCGCCATGCAGCTCAA

TAAACTGTTTTGGGAAAATAAACTGGTACAGCAACTGTGCCAGGTAGGCC
TAAACTGTTTTGGGAAAATAAACTGGTGCAGCAACTGTGCCAGGTAGGCC
TAAACTGTTTTGGGAAAATAAACTGGTGCAGCAACTGTGCCAGGTAGGCC

CGCAAAAAAGCACACCEECCETAGGCAAGCTATGGCTCTACGCCATGGCC
CGCAAAAAAGCACACCATCCCTAGGCAAGCTATGGCTCTACGCCATGGCC
CGCAAAAAAGCACACCATCCCTAGGCAAGCTATGGCTCTACGCCATGGCC

ACGCTGGTCTTTCCACAAGACATGCTGCAGTGTCTGTGGCTAGAACTGAA
ACGCTGGTCTTTCCACAAGACATGCTGCAGTGTCTGTGGCTAGAACTGAA
ACGCTGGTCTTTCCACAAGACATGCTGCAGTGTCTGTGGCTAGAACTGAA

ACCCCAGTACGCCGAGACETACGCCTCGGTGTCCGAATTGGTACAGACGE
ACCCCAGTACGCCGAGACCTACGCCTCGGTGTCCGAATTGGTACAGACGC
ACCCCAGTACGCCGAGACCTACGCCTCGGTGTCCGAATTGGTACAGACGC

TGTTTCAGATTTTCACGCAACAATGCGABMATGGTGACCGAGGGGTACACG
TGTTTCAGATTTTCACGCAACAATGCGAGATGGTGACCGAGGGGTACACG
TGITTCAGATTTTCACGCAACAATGCGAGATGGTGACCGAGGGGTACACG

CAACCGCAGCTCCCCACCGGAGAGCCGGTGCTTCAGATGATCCGCGTGC
CAACCGCAGCTCCCCACCGGAGAGCCGGTGCTTCAGATGATCCGCGTGCG
CAACCGCAGCTCCCCACCGGAGAGCCGGTGCTTCAGATGATCCGCGTGCG

ACGHCAEGACACAACCACCACAGACACAAACACGACCACGGAGCCGGGAC
ACGCCAAGACACAACCACCACAGACACAAACACGACCACGGAGCCGGGAC
ACGCCAAGACACAACCACCACAGACACAAACACGACCACGGAGCCGGGAC

TTTTAGATGTTTTTATTCAAACAGAAACCGCCCTAGACTACGCGCTGGGC
TTTTAGATGTTTTTATTCAAACAGAAACCGCCCTAGACTACGCGCTGGGC
TTTTAGATGTTTTTATTCAAACAGAAACCGCCCTAGACTACGCGCTGGGC

TCCTGGCTTTTCGGCATACCCGTGTGTCTCGGCGTGCAIGTAGCCGACCT
TCCTGGCTTTTCGGCATACCCGTGTGTCTCGGCGTGCACGTAGCCGACCT
TCCTGGCTTTTCGGCATACCCGTGTGTCTCGGCGTGCACGTAGCCGACCT

GCTGAAAGGCCAACGTRATABTAGTAGCGCGCCACCTCGAATACACGTCGC
GCTGAAAGGCCAACGTGTATTAGTAGCGCGCCACCTCGAATACACGTCGC
GCTGAAAGGCCAACGTGTATTAGTAGCGCGCCACCTCGAATACACGTCGC

GAGACCGCGACTTCCTCCGCATCCAACGCTCCCGGGAMCTCAATCTCAGT
GAGACCGCGACTTCCTCCGCATCCAACGCTCCCGGGACCTCAATCTCAGT
GAGACCGCGACTTCCTCCGCATCCAACGCTCCCGGGACCTCAATCTCAGT
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CAACTGCTCCAGGACACGTGGACCGAAACGCCGCTGGAGCACTGCTGGCT
CAACTGCTCCAGGACACGTGGACCGAAACGCCGCTGGAGCACTGCTGGCT
CAACTGCTCCAGGACACGTGGACCGAAACGCCGCTGGAGCACTGCTGGCT

ACAAGCCCAAATCAGACGGCTACGCGATTACCTGCGTTTCCCCACCCGCT
ACAAGCCCAAATCAGACGGCTACGCGATTACCTGCGTTTCCCCACCCGCT
ACAAGCCCAAATCAGACGGCTACGCGATTACCTGCGTTTCCCCACCCGCT

TAGAGTTTATTCCCCTAGTCATTTACAACGCACAGGACCACACCGTEGTA
TAGAGTITTATTCCCCTAGTCATTTACAACGCACAGGACCACACCGTTIGTA
TAGAGTTTATTCCCCTAGTCATTTACAACGCACAGGACCACACCGTTGTA

CGCGTGCTGCGACCGCCCTCCACGTTCGAACAGGACCACAGTCGGCTGGT
CGCGTGCTGCGACCGCCCTCCACGTTCGAACAGGACCACAGTCGGCTGGT
CGCGTGCTGCGACCGCCCTCCACGTTCGAACAGGACCACAGTCGGCTGGT

GTTGGACGAGGCCTTCCCCACCTTCCCGCTGTATGACCAAGATGATAACH
GTTGGACGAGGCCTTCCCCACCTTCCCGCTGTATGACCAAGATGATAACA
GTTGGACGAGGCCTTCCCCACCTTCCCGCTGTATGACCAAGATGATAACA

CATCCGCGGACAACETCECTGCGTCTGGCGCCGCTCCAACACCGCCGGTA
CATCCGCGGACAACGTCACTGCGTCTGGCGCCGCTCCAACACCGCCGGTA
CATCCGCGGACAACGTCACTGCGTCTGGCGCCGCTCCAACACCGCCGGTA

CCTTTCAACCGCGTECCAGTCAATATTCAGTTTCTGCGTGARAACCCGCC
CCTTTCAACCGCGTACCAGTCAATATTCAGTTTCTGCGTGAAAACCCGCC
CCTTTCAACCGCGTACCAGTCAATATTCAGTTTCTGCGTGAAAACCCGCC

ACCCATCGCECGAGTTCAGCAECCGCCGCGCCGACATCGTCATCGAGCGG
ACCCATCGCACGAGTTCAGCAACCGCCGCGCCGACATCGTCATCGAGCGG
ACCCATCGCACGAGTTCAGCAACCGCCGCGCCGACATCGTCATCGAGCGG

CCGCGGCCGCAGACGACGACGGACAGATA@ATCACGTACAAGACGATACA
CCGCGGCCGCAGACGACGACGGACAGATACATCACGTACAAGACGATACA
CCGCGGCCGCAGACGACGACGGACAGATACATCACGTACAAGACGATACA

TCAAGGACAGCCGACTCTGCATTAGT CTCHACCGCCTTTGGCGGGTCCGT
TCAAGGACAGCCGACTCTGCATTAGTCTCCACCGCCTTTGGCGGGTCCGT
TCAAGGACAGCCGACTCTGCATTAGTCTCCACCGCCTTTGGCGGGTCCGT

CTTTCAAGAAAACCHMITGGGAGAAACACCACTATCECGAGATGAACTTG
CTTTCAAGAAAACCGGCTGGGAGAAACACCACTATGTCGAGATGAACTTG
CTTTCAAGAAAACCGGCTGGGAGAAACACCACTATGTCGAGATGAACTTG

TGGCCGTGGCECCCGGCGCCGCCAGCACCAGT TTCGCCTCGCCGCCTATC
TGGCCGTGGCACCCGGCGCCGCCAGCACCAGTTTCGCCTCGCCGCCTATC
TGGCCGTGGCACCCGGCGCCGCCAGCACCAGTTTCGCCTCGCCGCCTATC

ACGGTGCTHACGCAGAACGTCCTCAGTGCTCTAGAAATABTGCECTAGT
ACGGTGCTCACGCAGAACGTCCTCAGTGCTCTAGAAATATTGCGACTAGT
ACGGTGCTCACGCAGAACGTCCTCAGTGCTCTAGAAATATTGCGACTAGT

GCGATTGGACCTGCGACAACTGGCGCAATCCGTACAGGACACTATTCAAC
GCGATTGGACCTGCGACAACTGGCGCAATCCGTACAGGACACTATTCAAC
GCGATTGGACCTGCGACAACTGGCGCAATCCGTACAGGACACTATTCAAC

ACATGCGGTITTCTCTATCTTTTGTAA
ACATGCGGTTTCTCTATCTTTTGTAA
ACATGCGGTTTCTCTATCTTTTGTAA

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ
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7.1.4 Anhang 4
Aminosauresequenzvergleich der HCMV Stamme 40 E, 40F und AD169 im

offenen Leserahmen UL48. Rot unterlegt sind die Unterschiede im Vergleich
HCMV 40E/F zu HCMV AD169. Schwarz unterlegt sind die Unterschiede im
Vergleich HCMV 40E zu HCMV 40F und HCMV AD169.

P e

151
151
151

301
301
301

451
451
451

601

601

751
751
751

901
901
901

1051
1048
1048

1201
1198
1198

1351
1348
1348

1501
1498
1498

1651
1648
1648

1801
1798
1798

1951
1948
1948

2101
2098
2098

MKVTQASCHQGDIARFGARAGNQCVCNGIMEFLHALHLGGTSAVLOTEALD
MKVTQASCHOGDIAREFGARAGNQCVCNGIMEFLHALHLGGTSAVLQOTEALD
MKVTQASCHOGDIARFGARAGNQCVCNGIMEFLHALHLGGTSAVLOTEALD

AIMEEGARLDARLERELOKKLPAGGRLPVYRLGDEVPRRLESRFGRTVHA
AIMEEGARLDARLERELOKKLPAGGRLPVYRLGDEVPRRLESRFGRTVHA
AIMEEGARLDARLERELOQKKLPAGGRLPVYRLGDEVPRRLESRFGRTVHA

LSRPENGTTETCDLDGYMCPGIFDFLRYAHAKPRPTYVLVTVNSLARAVV
LSRPENGTTETCDLDGYMCPGIFDFLRYAHAKPRPTYVLVTVNSLARAVV
LSRPENGTTETCDLDGYMCPGIFDFLRYAHAKPRPTYVLVTVNSLARAVV

FTEDHMLVFEDPHSSAECHNAAVYHCEGLHQVIMVLTGEGVQLSPAFYYEA
FTEDHMLVFEDPHSSAECHNAAVYHCEGLHQVIMVLTGEFGVQLSPAFYYEA
FTEDHMLVFEDPHSSAECHNAAVYHCEGLHQVIMVLTGEFGVQLSPAFYYEA

LFLYMLDVATVEEAEIAARLVSTYRDRDIDLTGVVRESADTAATTTTAAP
LEFLYMLDVATVSEAETAARLVSTYRDRDIDLTGVVRESADTAATTTTAAP
LEFLYMLDVATVSEAETAARLVSTYRDRDIDLTGVVRESADTAATTTTAAP

SLPPLPDPIVDPGCPPGVAPSIPVYDPSSSPKKTPEKRRKDLSGSKHGGK
SLPPLPDPIVDPGCPPGVAPSIPVYDPSSSPKKTPEKRRKDLSGSKHGGK
SLPPLPDPIVDPGCPPGVAPSIPVYDPSSSPKKTPEKRRKDLSGSKHGGK

KKPPSTTSKTLATASSSIESATAAASSSSAVPPSYSCGEGALPALGRYQQL
KKPPSTTSKTLATASSSgSATIAAASSSSAVPPSYSCGEGALPALGRYQQL
KKPPSTTSKTLATASSSESATIAAASSSSAVPPSYSCGEGALPALGRYQQL
VDEVEQELKALTLPPLPANTSAWTLHAAGTESGANAATATAPSEFDEAFLT
VDEVEQELKALTLPPLPANTSAWTLHAAGTESGANAATATAPSEFDEAFLT
VDEVEQELKALTLPPLPANTSAWTLHAAGTESGANAATATAPSEFDEAFLT

DRLQQLI THAVNQRSCLRRPCGPQOSAAQOAVRAYLGLSKKLDAFLLNWLH
DRLQQOLI THAVNQRSCLRRPCGPQOSAAQOAVRAYLGLSKKLDAFLLNWLH
DRLQQOL I THAVNQRSCLRRPCGPQOSAAQOAVRAYLGLSKKLDAFLLNWLH

HGLDL@RMHDYLSHKTTKGTYSTLDRALLEKMQVVFDPYGRQHGPALIAW
HGLDLRRMHDYLSHKTTKGTYSTLDRALLEKMQVVEDPYGRQHGPALIAW
HGLDLRRMHDYLSHKTTKGTYSTLDRALLEKMQVVEDPYGRQHGPALIAW

VEEMLRYVESKPTNELSQRLOREVTKRPMPVSDSEVCLRPVDFQRLTQVI
VEEMLRYVESKPTNELSQRLOREVTKRPMPVSDSEVCLRPVDFQRLTQVI
VEEMLRYVESKPTNELSQRLOREVTKRPMPVSDSEVCLRPVDFQRLTQVI

EORRRVLOROREEYHGVYEHLAGLITSIDIHDLDASDLNRREILKALQPL
EORRRVLOROREEYHGVYEHLAGLITSIDIHDLDASDLNRREILKALQPL
EORRRVLOROREEYHGVYEHLAGLITSIDIHDLDASDLNRREILKALQPL

DDNAKQELFRLGNAKMLELOMDLDRLSTQLLTRVHNHILNGEFLPVEDLKQ
DDNAKQELFRLGNAKMLELOMDLDRLSTQLLTRVHNHILNGEFLPVEDLKQ
DDNAKQELFRLGNAKMLELOMDLDRLSTQLLTRVHNHILNGEFLPVEDLKQ

MERVVEQVLRLFEFYDLRDLKLCDGSYEEGEVVIREQLSYLMTGTVRDNVPL
MERVVEQVLRLEFYDLRDLKLCDGSYEEGEVVIREQLSYLMTGTVRDNVPL
MERVVEQVLRLFEFYDLRDLKLCDGSYEEGEVVIREQLSYLMTGTVRDNVPL

LOEILOLRHAYQOOATQOONEGRLTQIHDLLHVIETLVRDPGSRGSALTLAL
LOEILOLRHAYQOOATQOONEGRLTQOIHDLLHVIETLVRDPGSRGSALTLAL
LOEILOLRHAYQOATQOONEGRLTQIHDLLHVIETLVRDPGSRGSALTLAL

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

AD169.SEQ
40E . SEQ
40F . SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ



2251
2248
2248

2401
2398
2398

2551
2548
2548

2701
2698
2698

2851
2848
2848

3001
2998
2998

3151
3148
3148

3301
3298
3298

3451
3448
3448

3601
3598
3598

3751
3748
3748

3901
3898
3898

4051
4048
4048

4201
4198
4198

4351
4348
4348

&9

VOEQLAQLEALGGLOLPEVOORLONAQIALSRLYEEEEETQRFLDGLSYD
VOEQLAQLEALGGLOLPEVOORLONAQIALSRLYEEEEETQRFLDGLSYD
VOEQLAQLEALGGLOLPEVOORLONAQIALSRLYEEEEETQRFLDGLSYD

DPPNEQTIKRHPQLREMLRRDEQTRLRLINAVLSMFHTLVMRLARDESPR
DPPTEQT IKRHPOQLREMLRRDEQTRLRLINAVLSMEHTLVMRLARDESPR
DPPTEQTTKRHPQLREMLRRDEQTRLRLINAVLSMFHTLVMRLARDESPR

PTFFDAVSLLLOOLPPDSHEREDLRAANATYAQMVKKLEQIEKAGTGASE
PTFEFDAVSLLLQOQOLPPDSHEREDLRAANATYAQMVKKLEQIEKAGTGASE
PTFFDAVSLLLQOQOLPPDSHEREDLRAANATYAQMVKKLEQIEKAGTGASE

KREQALRELVYFFRNHEYFFQHMVGRLGVGPQVTELYERYQHEMEEQHLE
KRFQALRELVYFFRNHEYFFOHMVGRLGVGPQVTELYERYQHEMEEQHLE
KREFQALRELVYFFRNHEYFFOHMVGRLGVGPOQVTELYERYQHEMEEQHLE

RLEREWQEEAGKLTVTSVEDVORVLARAPSHRVMHOMOOTLTTKMODELD
RLEREWQEEAGKLTVTSVEDVQORVLARAPSHRVMHOMOOTLTTKMODELD
RLEREWOQEEAGKLTVTSVEDVORVLARAPSHRVMHOMOOTLTTKMODELD

KEKRKQEEQORQLLDGYQOKKVQODLORVVDAVKGEMLST I PHOPLEATLE
KEKRKOEEQORQLLDGYQKKVQODLORVVDAVKGEMLST IPHOPLEATLE
KEKRKOQEEQORQLLDGYQOKKVQODLORVVDAVKGEMLST I PHOPLEATLE

LLLGLDQRAQPLLDKENQDLLSALQQLSKKLDGRINECLHGVLTGDVERR
LLLGLDQRAQPLLDKEFNQDLLSALOQLSKKLDGRINECLHGVLTGDVERR
LLLGLDQRAQPLLDKENQDLLSALQQLSKKLDGRINECLHGVLTGDVERR

CHPHREAAMOTOASINHLDQILGPQLLTHETQOATLOHAVHQAQFTIEKCQO
CHPHREAAMOTOASINHLDQILGPOQLLTHETQOATLOHAVHQAQFTEKCQQO
CHPHREAAMOTOASINHLDOILGPQLLTHETQOATLOHAVHQAQFTIEKCQO

GDPTTAITGSEFEGDFARYRSSQOKMEEQLQETROOMTETSERLDRSLRQ
GDPTTAITGSEFEGDFARYRSSQOKMEEQLOETROOMTETSERLDRSLRQ
GDPTTAITGSEFEGDFARYRSSQOKMEEQLQETROOMTETSERLDRSLRQ

DPGSSSVTRVPEKPFKGOELAGRITPPPADFQOPVEKTLLDOOADAARKA
DPGSSSVTRVPEKPFKGQELAGRITPPPADFQOPVEFKTLLDOQADAARKA
DPGSSSVTRVPEKPFKGOELAGRITPPPADFQOPVEKTLLDOOADAARKA

LSDEADLLNOKVQTQOLRORDEQLSTAQNLWTDLVTRHKMSGGLDVTTPDA
LSDEADLLNOKVQTQOLRORDEQLSTAQNLWTDLVTRHKMSGGLDVTTPDA
LSDEADLLNOKVQTQLRORDEQLSTAQNLWTDLVTRHKMSGGLDVTTPDA

KALMEKPLETLRELLGKATQQLPYLSAERTVRWMLAFLEEALAQITEDPT
KALMEKPLETLRELLGKATQOQLPYLSAERTVRWMILAFLEEATLAQITTDPT
KATMEKPLETLRELLGKATQQLPYLSAERTVRWMIAFLEEALAQITTDPT

HPHHGSRTHYRNLQOQAVESAVT LAHQTEQNAACENFTAQHQEATANGAS
HPHHGSRTHYRNLQQOAVESAVILAHQTIEQONAACENEFTAQHQEATANGAS
HPHHGSRTHYRNLQOQAVESAVT LAHQTEQNAACENFTAQHQEATANGAS

TPRVDMVQAVEAWORLEPGRVAGGAARHQKVQELLORLGQTLGDLELQE
TPRVDMVQAVEATIWORLEPGRVAGGAARHOKVOELLORLGQTLGDLELQE
TPRVDMVOAVEAIWORLEPGRVAGGAARHQKVOELLORLGQTLGDLELQE

TLATEYFALLHGIQTFSYGLDFRSQLEKIRDLRTREFAELAKRRGTRLSNE
TLATEYFALLHGIQTFSYGLDFRSQLEKIRDLRTRFAELAKRRGTRLSNE
TLATEYFALLHGIQTFSYGLDFRSQLEKIRDLRTREFAELAKRRGTRLSNE

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ



4501
4498
4498

4651
4648
4648

4801
4798
4798

4951
4948
4948

5101
5098
5098

5251
5248
5248

5401
5398
5398

5551
5548
5548

5701
5698
5698

5851
5848
5848

6001
5998
5998

6151
6148
6148

6301
6298
6298

6451
6448
6448

6601
6598
6598
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GELPNPRKPQATTSLGAFTRGLNALERHVQLGHQYLLNKLNGSSLVYRLE
GALPNPRKPOATTSLGAFTRGLNALERHVQLGHQYLLNKLNGSSLVYRLE
GALPNPRKPQATTSLGAFTRGLNALERHVOLGHQYLLNKLNGSSLVYRLE

DIPSVLPETHETDPALIMRDRLRRLCFARHHDTFLEVVDVFGMRQIVTQA
DIPSVLPPTHETDPALIMRDRLRRLCFARHHDTFLEVVDVEGMRQIVTOQA
DIPSVLPPTHETDPALIMRDRLRRLCFARHHDTEFLEVVDVEGMROIVTQA

GEPIHLVTDYGNVAFKYLALRDDGRPLAWRRRCSGGGLKNVVTTRYKAIT
GEPIHLVTDYGNVAFKYLALRDDGRPLAWRRRCSGGGLKNVVTTRYKAIT
GEPIHLVTDYGNVAFKYLALRDDGRPLAWRRRCSGGGLKNVVTTRYKAIT

VAVAVCQTIRTEFWPQISQYDLRPYLTQHOSHTHPAETHT LHNLKLECYLV
VAVAVCOQTLRTFWPQISQYDLRPYLTQHQOSHTHPAETHT LHNLKLFCYLV
VAVAVCQTIRTEFWPQISQYDLRPYLTQHOSHTHPAETHT LHNLKLECYLV

STAWHORIDTQQELTAADRVGSGEGGDVGEQRPGRGTVLRLSLOEFCVLI
STAWHQRIDTQQOELTAADRVGSGEGGDVGEQRPGRGTVLRLSLOEFCVLI
STAWHORIDTQQELTAADRVGSGEGGDVGEQRPGRGTVLRLSLOEFCVLI

AATYPEYIYTVLKYPVOMSLPSLTAHLHODVIHAVVNNTHKMPPDHLPEQ
AATLYPEYTYTVILKYPVOMSLPSLTAHLHODVIHAVVNNTHKMPPDHLPEQ
AATLYPEYIYTVLKYPVOMSLPSLTAHLHODVIHAVVNNTHKMPPDHLPEQ

VKAFCITPTQWPAMOLNKLFWENKLVQQLCQVGPOK S TPELGKLWLYAMA
VKAFCITPTOQWPAMOLNKLEFWENKLVQOLCQVGPOKSTPSLGKLWLYAMA
VKAFCITPTOWPAMOLNKLEWENKLVQQLCOVGPOKSTPSLGKLWLYAMA

TLVFPODMLOQCIWLELKPQYAETYASVSELVQTLFQIFTOQOCEMVIEGYT
TLVFPODMLOCIWLELKPQYAETYASVSELVOTLEQIFTQOCEMVTEGYT
TLVFPODMLOCIWLELKPQYAETYASVSELVOTLEQIFTQOCEMVTEGYT

QPQLPTGEPVLQMIRVERQDTTTTDTNTTTEPGLLDVFIQTETALDYALG
QPOLPTGEPVLOMIRVRRODTTTTDINTTTEPGLLDVEIQTETALDYALG
OPOLPTGEPVLOMIRVRRODTTTTDINTTTEPGLLDVFIQTETALDYALG

SWLFGIPVCLGVHVADLLKGQRELVARHLEYTSRDRDFLRIQRSRDLNLS
SWLEGIPVCLGVHVADLLKGORVLVARHLEYTSRDRDFLRIQRSRDLNLS
SWLFGIPVCLGVHVADLLKGQORVLVARHLEYTSRDRDEFLRIQRSRDLNLS

QOLLODTWTETPLEHCWLOAQIRRLRDYLRFPTRLEFIPLVIYNAQDHTVV
QLLODTWTET PLEHCWLQAQIRRLRDYLRFPTRLEFIPLVIYNAQDHTVV
QOLLODTWTETPLEHCWLOAQIRRLRDYLRFPTRLEFIPLVIYNAQDHTVV

RVLRPPSTFEQDHSRLVLDEAFPTFPLYDQDDNES ADNIEAASGAAPTPPV
RVLRPPSTFEQDHSRLVLDEAFPTFPLYDQDDNTSADNVTASGAAPTPPV
RVLRPPSTFEQDHSRLVLDEAFPTFPLYDQDDNTSADNVTASGAAPTPPV

PFNRVPVNIQFLRENPPPIARVQQPPRRHRHRAAAAADDDGQIEHVQDDT
PFNRVPVNIQFLRENPPPIARVOQOPPRRHRHRAAAAADDDGQTHHVQDDT
PFNRVPVNIQFLRENPPPIARVOQOPPRRHRHRAAAAADDDGQTHHVQDDT

SRTADSALVSTAFGGSVEQENRLGET PLCRDELVAVAPGAASTSFASPPI
SRTADSALVSTAFGGSVFQENRLGET PLCRDELVAVAPGAASTSFASPPI
SRTADSALVSTAFGGSVEQENRLGET PLCRDELVAVAPGAASTSFASPPI

TVLTONVLSALEILRLVRLDLRQLAQSVQDTIQHMRFLYL

TVLTONVLSALEILRLVRLDLROLAQSVQODT IOHMRELYL
TVLTONVLSALEILRLVRLDLROLAQSVQODT IOHMRELYL

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

UL48
UL48
UL48

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ

AD169.SEQ
40E.SEQ
40F.SEQ
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7.1.5 Anhang 5
Basensequenzvergleich der HCMV Stamme 40 E, 40F und AD169 im offenen
Leserahmen UL32. Rot unterlegt sind die Unterschiede im Vergleich HCMV
40E/F zu HCMV AD169. Schwarz unterlegt sind die Unterschiede im Vergleich
HCMV 40E zu HCMV 40F und HCMV AD169.

51

51

101
101
101

151
151
151

201
201
201

251
251
251

301
301
301

351
351
351

401
401
401

451
451
451

501
501
501

551
551
551

601
601
601

651
651
651

701
701
701

ATGAGTTTGCAGTTTATCGGTCTACAGCGGCGCGATGTGGTEGCCCTGGT
ATGAGTTTGCAGTTTATCGGTCTACAGCGGCGCGATGTGGTGGCCCTGGT
ATGAGTTTGCAGTTTATCGGTCTACAGCGGCGCGATGTGGTGGCCCTGGT

CAACTTTCTGCGCCATCTCACGCAAAAGCCCGACGTGGATCTCGAGGCAC
CAACTTTCTGCGCCATCTCACGCAAAAGCCCGACGTGGATCTCGAGGCAC
CAACTTTCTGCGCCATCTCACGCAAAAGCCCGACGTGGATCTCGAGGCAC

ACCCCAAGATCCTGAAAAAATGTGGCGAAAAACGCCTGCACCGGCGTACG
ACCCCAAGATCCTGAAAAAATGTGGCGAAAAACGCCTGCACCGGCGTACG
ACCCCAAGATCCTGAAAAAATGTGGCGAAAAACGCCTGCACCGGCGTACG

GTGCTGTTCAACGAGCTCATGCTTTGGTTGGGATACTACCGCGAGCTGCG
GTGCTGTTCAACGAGCTCATGCTTTGGTTGGGATACTACCGCGAGCTGCG
GTGCTGTTCAACGAGCTCATGCTTTGGTTGGGATACTACCGCGAGCTGCG

TTTHCACAABCCCGACCTCTCCTCRGTGCTCGAGGAGTTCGAGGTGCGTT
TTTCCACAATCCCGACCTCTCCTCGGTGCTCGAGGAGT TCGAGGTGCGTT
TTTCCACAATCCCGACCTCTCCTCGGTGCTCGAGGAGT TCGAGGTGCGTT

GCGEIGGCCGTGGCGCGTCGCGGCTACACTTACCCGTTCGGTGATCGTGGT
GCGCGGCCGTGGCGCGTCGCGGCTACACTTACCCGTTCGGTGATCGTGGT
GCGCGGCCGTGGCGCGTCGCGGCTACACTTACCCGTTCGGTGATCGTGGT

ANAGGCGCGTGACCACCTGGCTGTGCTAGACCGTACCGAATTCGATACGGA
AAGGCGCGTGACCACCTGGCTGTGCTAGACCGTACCGAATTCGATACGGA
ANAGGCGCGTGACCACCTGGCTGTGCTAGACCGTACCGAATTCGATACGGA

CGTGCGCCACGATGCCGAGATCGTGGARCGCGCGCTCGTAAGCGCGGTCA
CGTGCGCCACGATGCCGAGATCGTGGAGCGCGCGCTCGTAAGCGCGGTCA
CGTGCGCCACGATGCCGAGATCGTGGAGCGCGCGCTCGTAAGCGCGGTCA

TTCTGGCCAAGATGTCGGTGCGCGAGACGCTGGTCACAGCCATCGGCCAG
TTCTGGCCAAGATGTCGGTGCGCGAGACGCTGGTCACAGCCATCGGCCAG
TTCTGGCCAAGATGTCGGTGCGCGAGACGCTGGTCACAGCCATCGGCCAG

ACGGAACCCATCGCCTTTGTGCACCTCAABGATACGGAGGTGCAGCGCAT
ACGGAACCCATCGCCTTTGTGCACCTCAAAGATACGGAGGTGCAGCGCAT
ACGGAACCCATCGCCTTTGTGCACCTCAAAGATACGGAGGTGCAGCGCAT

TGAAGAAAACCTGGAGGGTGTGCGCCGTAACATGTTCTC@®GTGARAACCGC
TGAAGAAAACCTGGAGGGTGTGCGCCGTAACATGTTCTGTGTGAAACCGC
TGAAGAAAACCTGGAGGGTGTGCGCCGTAACATGTTCTGTGTGAAACCGC

TCGACCTTAACCTGGACCGGCACGCCAACACGGCGCTGGTCAACGCCGTC
TCGACCTTAACCTGGACCGGCACGCCAACACGGCGCTGGTCAACGCCGTC
TCGACCTTAACCTGGACCGGCACGCCAACACGGCGCTGGTCAACGCCGTC

AACAAGCTCGTGTACACGGGCCGTCTCATCATGAACGTGCC@AGGTCTTG
AACAAGCTCGTGTACACGGGCCGTCTCATCATGAACGTGCGAAGGTCTTG
AACAAGCTCGTGTACACGGGCCGTCTCATCATGAACGTGCGAAGGTCTTG

GGAGGAGCTGGAGCGCAAATGTCTGGCGCGCATTCABGAGCGCTGCAAGC
GGAGGAGCTGGAGCGCAAATGTCTGGCGCGCATTCAAGAGCGCTGCAAGC
GGAGGAGCTGGAGCGCAAATGTCTGGCGCGCATTCAAGAGCGCTGCAAGC

TGCTGGTCAAGGAGCTGCGCATGTGCCTTTCCTTTGATTCCAACTACTGT
TGCTGGTCAAGGAGCTGCGCATGTGCCTTTCCTTTGATTCCAACTACTGT
TGCTGGTCAAGGAGCTGCGCATGTGCCTTTCCTTTGATTCCAACTACTGT
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1348
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CGCAATATCCTCAAGCACGCCGTGGAAAACGGCGACTCGGCCGACACGCT
CGCAATATCCTCAAGCACGCCGTGGAAAACGGCGACTCGGCCGACACGCT
CGCAATATCCTCAAGCACGCCGTGGAAAACGGCGACTCGGCCGACACGCT

GHTGGAGCTGCTCATCGAGGACT TTGATATCTACGTGGACAGCTTCCCAC
GCTGGAGCTGCTCATCGAGGACTTTGATATCTACGTGGACAGCTTCCCGC
GCTGGAGCTGCTCATCGAGGACTTTGATATCTACGTGGACAGCTTCCCGC

AGTCGGCGCACACETTTTTGGGCGCGCGCTCGCCGTCGTTGGAGTTTGAS
AGTCGGCGCACACCTTTTTGGGCGCGCGCTCGCCGTCGTTGGAGTTTGAT
AGTCGGCGCACACCTTTTTGGGCGCGCGCTCGCCGTCGTTGGAGTTTGAT

GATGACGCCAATCTCCTCTCH8TCGGCGGCGGTTC®GCCTTCTCGTCGGT
GATGACGCCAATCTCCTCTCGITCGGCGGCGGTTCAGCCTTCTCGTCGGT
GATGACGCCAATCTCCTCTCGETCGGCGGCGGTTCAGCCTTCTCGTCGGT

ACCCAAGAAACATGTCCCCACGCAGCCGCTGGACGGCTGGAGCTGGATCG
ACCCAAGAAACATGTCCCCACGCAGCCGCTGGACGGCTGGAGCTGGATCG
ACCCAAGAAACATGTCCCCACGCAGCCGCTGGACGGCTGGAGCTGGATCG

CEAGTCCCTGGAAGGGACACAAACCGTTCCGCTTCGAGGCCCATGGTTCT
CTAGTCCCTGGAAGGGACACAAACCGTTCCGCTTCGAGGCCCATGGTTCT
CTAGTCCCTGGAAGGGACACAAACCGTTCCGCTTCGAGGCCCATGGTTCT

CTGGCACCGGCCGCCGARGCCCACGCTGCCCGTTCGGCGGCCGTCGGCTA
CTGGCACCGGCCGCCGACGCCCACGCTGCCCGTTCGGCGGCCGTCGGCTA
CTGGCACCGGCCGCCGACGCCCACGCTGCCCGTTCGGCGGCCGTCGGCTA

TTACGACGAAGAGGAAAAGCGTCGCGAGCGGCAGAAACGGGTGGACGACG
TTACGACGAAGAGGAAAAGCGTCGCGAGCGGCAGAAACGGGTGGACGACG
TTACGACGAAGAGGAAAAGCGTCGCGAGCGGCAGAAACGGGTGGACGACG

AGGTGGTGCAGCGTGAGAAACAGCAGCTGAAGGCTTGGGAGGAGAGGCAG
AGGTGGTGCAGCGTGAGAAACAGCAGCTGAAGGCTTGGGAGGAGAGGCAG
AGGTGGTGCAGCGTGAGAAACAGCAGCTGAAGGCTTGGGAGGAGAGGCAG

CAGAACCTGCAGCAACGTCAGCAGCAACCACCGCCCCCGGCACGTAAACC
CAGAACCTGCAGCAACGTCAGCAGCAACCACCGCCCCCGGCACGTAAACC
CAGAACCTGCAGCAACGTCAGCAGCAACCACCGCCCCCGGCACGTAAACC

GAGCGCCTCCCGGAGGCTCTTTGGCTCCAGTGCCGATGAGGACGACGACG
GAGCGCCTCCCGGAGGCTCTTTGGCTCCAGTGCCGATGAGGACGACGACG
GAGCGCCTCCCGGAGGCTCTTTGGCTCCAGTGCCGATGAGGACGACGACG

A TGATGATGACGAGAAAAACATCTTTACGCCCATCAAGAAACCGGGA
ACGATGATGATGACGAGAAAAACATCTTTACGCCCATCAAGAAACCGGGA
ACGATGATGATGACGAGAAAAACATCTTTACGCCCATCAAGAAACCGGGA

ACTAGCGGCAAGGGCGCCGCTAGTGGTGGCGGTGTTTCCAGCATTTTCAG
ACTAGCGGCAAGGGCGCCGCTAGTGGTGGCGGTGTTTCCAGCATTTTCAG
ACTAGCGGCAAGGGCGCCGCTAGTGGTGGCGGTGTTTCCAGCATTTTCAG

CGGCCTGTTATCCTCGGGCAGTCAGAAACCGACCAGEGGTCCCTTGAACA
CGGCCTGTTATCCTCGGGCAGTCAGAAACCGACCAGTGGTCCCTTGAACA
CGGCCTGTTATCCTCGGGCAGTCAGAAACCGACCAGTGGTCCCTTGAACA

TCCCGCARCAACAACAGCGTCACGCGGCTTTCAGTCTCGTCTCCCCGCAG
TCCCGCAGCAACAACAGCGTCACGCGGCTTTCAGTCTCGTCTCCCCGCAG
TCCCGCAGCAACAACAGCGTCACGCGGCTTTCAGTCTCGTCTCCCCGCAG
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1501
1501

1548
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1598
1601
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1648
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1698
1701
1701

1748
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1798
1801
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1848
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1898
1901
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1948
1951
1951

1998
2001
2001

2048
2051
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2098
2101
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2148
2151
2151

2198
2201
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GTGACCAAGGCCAGCCCGGGAAGGGTCCGTCGGGACAGCGCGTGGGACGT
GTGACCAAGGCCAGCCCGGGAAGGGTCCGTCGGGACAGCGCGTGGGACGT
GTGACCAAGGCCAGCCCGGGAAGGGTCCGTCGGGACAGCGCGTGGGACGT

GAGGCCGCTCACGGAGACCAGAGGGGATCTTTTCTCGGGCGACGAGGATT
GAGGCCGCTCACGGAGACCAGAGGGGATCTTTTCTCGGGCGACGAGGATT
GAGGCCGCTCACGGAGACCAGAGGGGATCTTTTCTCGGGCGACGAGGATT

CCGACAGCTCGGATGGCTATCCCCCCAACCGTCAAGATCCGCGTTTCACC
CCGACAGCTCGGATGGCTATCCCCCCAACCGTCAAGATCCGCGTTTCACC
CCGACAGCTCGGATGGCTATCCCCCCAACCGTCAAGATCCGCGTTTCACC

GACACGCTGGTGGACATCACGGATACCGAGACGAGCGCCAAACCGCCCGT
GACACGCTGGTGGACATCACGGATACCGAGACGAGCGCCAAACCGCCCGT
GACACGCTGGTGGACATCACGGATACCGAGACGAGCGCCAAACCGCCCGT

CACCACCGCGTACAAGTTCGAGCAACCGACGTTGACGTTCGGCGCCGGAG
CACCACCGCGTACAAGTTCGAGCAACCGACGTTGACGTTCGGCGCCGGAG
CACCACCGCGTACAAGTTCGAGCAACCGACGTTGACGTTCGGCGCCGGAG

TTAACGTECCTGCTGGCGCCGGCGCTGCCATCCTCACGCCGACGCCTGTC
TTAACGTCCCTGCTGGCGCCGGCGCTGCCATCCTCACGCCGACGCCTGTC
TTAACGTCCCTGCTGGCGCCGGCGCTGCCATCCTCACGCCGACGCCTGTC

AATCCTTA®ACGGCCCCCGCTCCGGCCCCGACACCTACCTTCGCGGGTAC
AATCCTTCTACGGCCCCCGCTCCGGCCCCGACACCTACCTTCGCGGGTAC
AATCCTTCTACGGCCCCCGCTCCGGCCCCGACACCTACCTTCGCGGGTAC

CCAAACCCCGGTCAACGGTAACTCGCCCTGGGCTCCGACGGCGCCGTTGC
CCAAACCCCGGTCAACGGTAACTCGCCCTGGGCTCCGACGGCGCCGTTGC
CCAAACCCCGGTCAACGGTAACTCGCCCTGGGCTCCGACGGCGCCGTTGC

CCGGGGATATGAACCCCGCCAACTGGCCGCGCGAACGCGCGTGGGCCCTC
CCGGGGATATGAACCCCGCCAACTGGCCGCGCGAACGCGCGTGGGCCCTC
CCGGGGATATGAACCCCGCCAACTGGCCGCGCGAACGCGCGTGGGCCCTC

ABGAATCCTCACCTGGCTIACAATCCCTTCAGGATGCCTACGACTTCCAC
AGGAATCCTCACCTGGCTCACAATCCCTTCAGGATGCCTACGACTTCCAC
AGGAATCCTCACCTGGCTCACAATCCCTTCAGGATGCCTACGACTTCCAC

GGCTTCTCAAAACACCGTGTCCACCACCCCTCGGAGGCCGTCGACTCCAC
GGCTTCTCAAAACACCGTGTCCACCACCCCTCGGAGGCCGTCGACTCCAC
GGCTTCTCAAAACACCGTGTCCACCACCCCTCGGAGGCCGTCGACTCCAC

GCGCCGCGGTGACACAARACAGCGTCTCR JEACI@CCGCTGATGAGGTTTGG
GCGCCGCGGTGACACAAACAGCGTCTCAGAACACCGCTGATGAGGTTTGG
GCGCCGCGGTGACACAAACAGCGTCTCAGAACACCGCTGATGAGGTTTGG

GCTTTAAGGGACCAAACTGCAGAGTCACCGGTCGAAGACAGCGAGGAGGA
GCTTTAAGGGACCAAACTGCAGAGTCACCGGTCGAAGACAGCGAGGAGGA
GCTTTAAGGGACCAAACTGCAGAGTCACCGGTCGAAGACAGCGAGGAGGA

AGACGACGACTCCTCGGACACCGGCTCCGTCGTCAGCCTGGGACACACAA
AGACGACGACTCCTCGGACACCGGCTCCGTCGTCAGCCTGGGACACACAA
AGACGACGACTCCTCGGACACCGGCTCCGTCGTCAGCCTGGGACACACAA

CACCGTCGTCCGATTACA®AACGACGTCATTTCGCCTCCCAGTCAGACG
CACCGTCGTCCGATTACA-—-ACGACGTCATTTCGCCTCCCAGTCAGACG
CACCGTCGTCCGATTACA-—-ACGACGTCATTTCGCCTCCCAGTCAGACG
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7.1.6 Anhang 6
Aminosaurensequenzvergleich der HCMV Stamme 40 E, 40F und AD169 im

offenen Leserahmen UL32. Rot unterlegt sind die Unterschiede im Vergleich
HCMV 40E/F zu HCMV AD149. Schwarz unterlegt sind die Unterschiede im
Vergleich HCMV 40E zu HCMV 40F und HCMV AD169.

e

151
151
151
301
301
301
451
451
601
601
601
751
751
901
901
901
1051

1051

MSLOFIGLORRDVVALVNEFLRHLTOKPDVDLEAHPKI LKKCGEKRLHRRT
MSLOFIGLORRDVVALVNFLRHLTOKPDVDLEAHPKILKKCGEKRLHRRT
MSLOFIGLORRDVVALVNFLRHLTOKPDVDLEAHPKILKKCGEKRLHRRT

VLFNELMLWLGYYRELRFHNPDLSSVLEEFEVRCEAVARRGYTYPFGDRG
VLENELMLWLGYYRELRFHNPDLSSVLEEFEVRCAAVARRGYTYPEFGDRG
VLENELMLWLGYYRELRFHNPDLSSVLEEFEVRCAAVARRGYTYPEFGDRG

KARDHLAVILDRTEFDTDVRHDAEIVERALVSAVITAKMSVRETLVTATIGQ
KARDHLAVIDRTEFDTDVRHDAE IVERALVSAVITLAKMSVRETLVTATIGQ
KARDHLAVILDRTEFDTDVRHDAEIVERALVSAVITAKMSVRETLVTATIGQ

TEPIAFVHLKDTEVORIEENLEGVRRNMEFCVKPLDLNLDRHANTALVNAV
TEPIAFVHLKDTEVORIEENLEGVRRNMECVKPLDLNLDRHANTALVNAV
TEPIAFVHLKDTEVORIEENLEGVRRNMECVKPLDLNLDRHANTALVNAV

NKLVYTGRLIMNVRRSWEELERKCILARTIQERCKLLVKELRMCLSEFDSNYC
NKLVYTGRLIMNVRRSWEELERKCLARIQERCKLLVKELRMCLSFEFDSNYC
NKLVYTGRLIMNVRRSWEELERKCILARTIQERCKLLVKELRMCLSEFDSNYC

RNILKHAVENGDSADTLLELLIEDEFDIYVDSFPOQSAHTEFLGARSPSLEFD
RNILKHAVENGDSADTLLELLIEDEFDIYVDSFPOSAHTEFLGARSPSLEEFD
RNILKHAVENGDSADTLLELLIEDFDIYVDSFPOQSAHTEFLGARSPSLEFD

DDANLLSBGGGSAFSSVPKKHVPTQPLDGWSWIAS PWKGHKPFRFEAHGS
DDANLLSEGGGSAFSSVPKKHVPTOQPLDGWSWIASPWKGHKPEFREFEAHGS
DDANLLSEGGGSAFSSVPKKHVPTQPLDGWSWIASPWKGHKPFRFEAHGS

LAPAABAHAARSAAVGY YDEEEKRRERQKRVDDEVVQOREKQQLKAWEERQ
LAPAADAHAARSAAVGYYDEEEKRREROKRVDDEVVOREKQQLKAWEERQ
LAPAADAHAARSAAVGYYDEEEKRREROKRVDDEVVOREKQQLKAWEERQ

ONLOOROOOPPPPARKPSASRRLEGS SADEDDDDDDEKNI FTPIKKPG
ONLOOROOOPPPPARKPSASRRLEGSSADEDDDDDDDDEKNIFTPIKKPG
ONLOORQOQOPPPPARKPSASRRLEFGSSADEDDDDDDDDEKNIFTPIKKPG

TSGKGAASGGGVSSIFSGLLSSGSQKPTSGPLNIPOOOORHAAFSLVSPQ
TSGKGAASGGGVSSIFSGLLSSGSOKPTSGPLNI POOOORHAAFSLVSPQ
TSGKGAASGGGVSSIFSGLLSSGSQOKPTSGPLNI POOOORHAAFSLVSPQ

VTKASPGRVRRDSAWDVRPLTETRGDLESGDEDSDS SDGY PPNRQODPRE'T
VTKASPGRVRRDSAWDVRPLTETRGDLESGDEDSDS SDGYPPNRQDPRE'T
VTKASPGRVRRDSAWDVRPLTETRGDLESGDEDSDS SDGY PPNRQODPRE'T

DTLVDITDTETSAKPPVTTAYKFEQPTLTFGAGVNVPAGAGAATLTPTPV
DTLVDITDTETSAKPPVTTAYKFEQPTLTFGAGVNVPAGAGAATILTPTPV
DTLVDITDTETSAKPPVTTAYKFEQPTLTFGAGVNVPAGAGAATILTPTPV

NPSTAPAPAPTPTFAGTQTPVNGNSPWAPTAPLPGDMNPANWPRERAWAL
NPSTAPAPAPTPTFAGTQTPVNGNSPWAPTAPLPGDMNPANWPRERAWATL
NPSTAPAPAPTPTFAGTQTPVNGNSPWAPTAPLPGDMNPANWPRERAWAL

ENPHLAENPFRMPTTSTASQNTVSTTPRRPSTPRAAVTQTASRD‘ADEVW
RNPHLAHNPFRMPTTSTASONTVSTTPRRPSTPRAAVIQTASONTADEVW
RNPHLAHNPFRMPTTSTASONTVSTTPRRPSTPRAAVIQTASONTADEVW

AILRDQTAESPVEDSEEEDDDSSDTGSVVSLGHTTPSSDYpR@DVISPPSQT

ATLRDQTAESPVEDSEEEDDDSSDTGSVVSLGHTTPSSDYNINDVISPPSQT
AILRDQTAESPVEDSEEEDDDSSDTGSVVSLGHTTPSSDYRSYDVISPPSQT
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8 Abkurzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

bp Basenpaare

BPP ,basic phosphoprotein® (UL32)

e.coli Escherichia coli

E Learly”, frih

EDTA Ethylendiamntetraessigsaure

ELISA .enzyme-linked-immuno-sorbent-assay”

g Erdbeschleunigung

gap Glykoprotein

h Stunde

HCMV humanes Cytomegalievirus

HFF ,humane forskin fibroblasts”, humane
Vorhautfibroblasten

HMWP »high molecular weight protein®, UL48

HMW-BP ,high molecular weight binding protein”

HSV Herpes simplex Virus

HUVEC ,human umbilical vene endothelial cells®, humane
Nabelschnurvenen- Endothelzellen

IE .mmediate early”, sehr frih

IR lange interne Repetition des HCMV Genoms

IRs kurze interne Repetition des HCMV Genoms

kb Kilobase(n)

kDa Kilodalton

L Jlate”, spat

LW .lower matrix protein®
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MCP »,major capsid protein“, Hauptkapsidprotein
mCP »,minor capsid protein”

mC-BP »,minor capsid binding protein®

min Minute

nm Nanometer

nt Nukleotid

ORF »open reading frame*, offener Leserahmen
PCR Polymerase- Kettenreaktion

PBS .,phosphate buffered saline®, Phosphatpuffer
RFLA Restriktionsfragment- Langenanalyse

rom ,rounds per minute“, Umdrehung pro Minute
SCP ,Smallest capsid protein®, UL48/49

SSC ,standard saline citrate”

Tab. Tabelle

TBE Tris-Borat-EDTA Puffer

TE Tris-EDTA Puffer

Tris Tris(hydroxymethyl)-Amino-Methan

TR .long terminal repeats”, lange terminale Region

desHCMV-Genoms

TRs »short terminal repeats”, kurze terminale Region
des HCMV-Genoms

ts-Mutante temperatursensitive Mutante

UL Lunique long”, lange, nicht repetitive Regiondes
HCMV-Genoms

UM Lupper matrix protein®

Us L2unique short”, kurze, nicht repetitive Region des
HCMV-Genoms

\Y Volt
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