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1 Einleitung

Trotz der seit 1970 kontinuierlich sinkenden Sterblichkeit an koronarer Herzkrankheit
fordern HerzKreislauf-Erkrankungen in der Bundesrepublik Deutschland jahrlich
zahlreiche Todesopfer und gelten mit 180.000 Todesféllen pro Jahr als die
Todesursache Nr.1 . Die koronare Herzkrankheit (KHK) stellt die Manifestation der
Arteriosklerose an den Koronararterien dar und tritt mit einer Pravalenz von bis zu

20% der Manner im mittleren Lebensalter auf®’.

Bei symptomatischer KHK ist die perkutane transluminale Koronarangioplastie
(PTCA) und Implantation mechanischer Endoprothesen, sog. Stents, in vielen Fallen
die Therapie der Wahl. Sie zeichnet sich gegenuber operativen Bypass-Verfahren
durch die wesentlich geringere Invasivitat aus. Sie geht mit einer hohen
Primarerfolgsrate und einer niedrigen Komplikationsrate einher. Es besteht allerdings
das Risiko einer nach 3-6 Monaten auftretenden Wiederverengung des
aufgedehnten GefaRes %!’. Die Restenosierung ist das Hauptproblem nach zun&chst
erfolgreicher PTCA. Die Angaben Uber deren Haufigkeit schwanken in der Literatur
zwischen 20 und 50% innerhalb der ersten 6 Monate nach PTCA. Durch
Stentimplantation kann diese Restenoserate wie die ,Benestent“-Studie (Belgium-
Netherlands Stent Trial) und ,STRESS"Studie (Stent Restenosis Study) zeigen
konnten zwar signifikant minimiert werden 1>, aber auch nach diesen Interventionen

treten bei bis zu einem Drittel der Patienten substantielle Lumeneinengungen auf ©2

173

Bei diesen sogenannten In-Stent-Restenosen handelt es sich vornehmlich um eine
neointimale Hyperplasie als Anwort auf die durch die Intervention entstandene
Gefal3verletzung, die durch Proliferation und Migration koronarer glatter Muskelzellen

(CASMCs) aus der Media in die Intima charakterisiert ist % 131,

Der Zellzyklus und dessen Regulation als Grundlage einer Proliferation stellen einen
zunehmend interessanten Aspekt in der Forschung der Pathogenese und der
Therapie der Restenose dar. Ein mdglicher Therapieansatz ist eine Hemmung der
subintimalen Zellproliferation der CASMCs durch einen Eingriff in den

Zellzyklusregulationsmechanismus bzw. der Inhibition von Faktoren, die den



Zellzyklus stimulieren, zusatzlich zur Stentimplantation als mechanischer

Komponente der Therapie.

Neben den bekannten Risikofaktoren der koronaren Herzkrankheit °° wurden in den
letzten Jahren insbesondere infektiosse Ursachen, die auch mit der
Arterioskleroseentstehung im allgemeinen in Verbindung gebracht werden, als
Risikofaktoren fur die Restenosebildung diskutiert. Besonders zwei Erreger fanden
hierbei grol3e Beachtung: das Bakterium Chlamydia pneumoniae und das humane
Cytomegalievirus (hCMV) 1%°.

Eine chronische Entziindung wirkt atherogen 1% %8 Das in der Bevolkerung weit

31 Im

verbreitete Cytomegalievirus kann eine chronische Entzindung triggern
Tiermodel wurden arteriosklerotische Effekte durch Herpesviren festgestellt >° *°. Der
Nachweis von CMV Antikorpern und Nucleinsauresequenzen in SMCs von
Arteriosklerosepatienten 2’ 129 |egte einen causalen Zusammenhang auch beim
Menschen nahe. Mittlerweile gilt eine chronische Entziindung, ausgedriickt durch
erhdhtes CRP % oder Interleukin 6 ¥ nach CMV-Infektion, als unabhangiger
Risikofaktor fur die Mortalitat bei HerzgefalRerkrankungen. Der pradiktive
Aussagewert von hCMV in Bezug auf die Mortalitdt ist sogar groRer als der
verschiedener traditioneller Risikofaktoren wie Diabetes, Hyperlipidamie,
Hypertension und Nikotinabusus %¢. Die Provokation der Entziindungsantwort im

Wirt scheint ein atherogen wirkender Mechanismus des hCMV zu sein.

Mittlerweile weisen zahlreiche Studien der Infektion durch lCMV eine Rolle bei der

Entstehung von kardiovaskuldren Erkrankungen wie Arteriosklerose 2° 127 8

107 71 180

Transplantatvaskulopathie und Restenose & 21 16 7y Uber den

Mechanismus ist jedoch nichts Genaues bekannt.

Die Rolle des humanen Cytomegalievirus bzw. distinkter viraler Genregionen bei der
Induktion der koronaren Restenose (CASMCs) ist das Thema dieser Arbeit. Als
Schwerpunkt konzentrierten wir uns insbesondere auf deren Interaktion mit der

Zellzyklusregulation humaner koronarer glatter Gefal3muskelzellen.

Die In-Stent-Restenoserate stellt sowohl Klinisch als auch volkswirtschaftlich ein
Uiberaus relevantes Problem dar °. Dadurch steigt zunehmend die Bedeutung einer

erfolgreichen Therapiemoglichkeit.



Falls das hCMV als pathogenetisch bedeutsamer Faktor fur die Entstehung der
Restenose identifiziert werden kénnte, wirde die spezifische antivirale Therapie als
neue therapeutische Option zur Reduktion der Restenose bei viruspositiven

Patienten ins Blickfeld riicken.

1.1 Pathogenese der Restenose

1.1.1 Verletzung

Der Grad an intimaler Verletzung bestimmt das Ausmald der vaskularen
Reparaturmechanismen mit konsekutiv modulierter zellularer Proliferation und
unterschiedlicher Auspragung an neointimaler Hyperplasie und Restenose *°. So
korreliert die anatomische Tiefe der Penetration des Stent in die GefalRwand mit der

induzierten Zunahme der Neointimaformation *"2.

1.1.2 Oxidativer Stress

Freie Sauerstoffradikale, die wahrend einer Intimaverletzung entstehen, erhéhen die
Expression von Zelladhasionsmolekilen, aktivieren den  multifunktionalen
Transkriptionsfaktor NF-kB und modulieren die Expression verschiedener Gene, die
die zellulare Proliferation kontrollieren °° 122 Antioxidative Therapien konnten durch
Verringerung intimaler Hyperplasie und vaskularem Remodeling die Restenose

reduzieren 223 32,

1.1.3 Entzindung

Zusatzlich zu dem Aspekt der Verletzung bei der Induktion einer Restenose wurde

104 Es existiert eine

kurzlich die Beteiligung einer Entziindung beschrieben
Korrelation zwischen dem Entziindungsausmal3, der Schwere der Arterienverletzung
und der Neointimaformation, sowie eine lineare Relation zwischen dem Schweregrad
des Entztindungszellinfiltrates, ausgedrtckt durch Monozytenzahl pro Flacheneinheit,
in einem verletzten Segment und dem AusmaR an arteriellem Intimawachstum %4 162,
Die Entziindung ist durch die Adhasion und die Rekrutierung von Monozyten nach
der Verletzung des Gefal3es charakterisiert. Initial konnen Verdnderungen in der
Expression der aktivierungsabhangigen Adhasionsrezeptoren auf SMCs (ICAM-1),

Neutrophilen und Thrombozyten (Mac-1) festgestellt werden 3°. Weiterhin wurde



eine Reduktion intimaler Wandzunahme in Mac-1 (CD11b/CD18)-defizienten Mausen
sowie nach einer Administration eines monoklonalen Antikérpers zu diesem
Leukozytenintegrin in Kaninchen festgestellt 161 178,

Serummarker der systemischen Entziindungsreaktion konnten mit dem Auftreten und
der Prognose der koronaren Herzerkrankung in Verbindung gebracht werden.

Das pleiotrope Cytokin Interleukin 6 (IL6), das von Makrophagen, Lymphozyten und
Endothelzellen als Reaktion auf proinflammatorische Stimuli sekretiert wird, ist
zusammen mit dem C-reaktiven Protein (CRP) ein Schlisselmediator der Akut-
Phase-Antwort. CRP, ein hepatisches Akut-Phase-Protein ist ein aussagekraftiger
Marker fiir frihes als auch spates Outcome in Patienten nach PTCA 2. Es ist erhoht

bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt 40 14°

und gilt bei Patienten mit stabiler
Angina 8, instabiler Angina ® 1% und z.n. Myokardinfarkt **° als Risikofaktor fiir das
Wiederauftreten von ischamischen Ereignissen. Sogar bei gesunden Personen
wurde unabhangig vom Risikofaktorenstatus eine Assoziation zwischen initialen
CRP-Werten und dem Risiko, zukunftig ein kardiovaskulares Ereignis zu erleiden,

berichtet 1°8,

Insgesamt scheint ein komplexes Zusammenspiel von Reparaturmechanismen nach
Verletzung, Infektion und inflammatorischer Immunantwort bei der Atherogenese

eine Rolle zu spielen.

1.2 Pathomechanismus der Restenose und In-Stent-Restenose

1.2.1 Restenose

Die koronare Restenose resultiert aus einem Wundheilungsprozess der Arterie nach
einer durch transluminale, koronare Revaskularisation entstandenen Verletzung.

Dem GefalRendothel kommt eine wesentliche Bedeutung in der Pathogenese der
Restenose zu. Durch die Ballondilatation einer Koronarstenose kommt es in der
Regel zu Einrissen der Gefallintima und —media. Durch die Denudation geht die
antithrombogene und schitzende Funktion des Endothels verloren und
thrombogenetisches Subentothel wird freigesetzt *°. Es kommt zu einer lokal
verminderten NO 2 und Prostacyclin ®® Freisetzung. Die lokal verminderte NO-
Konzentration verursacht eine Hochregulation von endothelialen

Adhasionsmolekilen wie den Selektinen (CD 62P,CD 62E) oder dem intrazellularen



Adhéasionsmolekil 1 (ICAM 1), welche die Adhasion von Thrombozyten, Neutrophilen
und Monozyten férdern®. Dabei kann sich eine ein- oder mehrlagige Schicht von
Thrombozyten und Leukozyten bilden, die an der funktionell gestdrten
Endothelzellschicht, an der Basalmembran oder an der subendothelialen Strukturen
adhéarieren. Die u.a. aktivierten Thrombozyten setzen zahlreiche vasoaktive und
mitogene Mediatoren wie den PlattchenrWachstumsfaktor (engl. platelet-derived
growth factor; PDGF), den FibroblastenWachstumsfaktor (engl. basic fibroblast
growth factor; FGF), den Epidermalen-Wachstumsfaktor (endothelial cell growth
factor; ECGF) sowie Serotonin, Adenosindiphosphat (ADP) und Thromboxan A2 frei
und tragen zur lokalen Thrombinbildung bei. Dadurch kommt es zu einer
Vasokonstriktion und zur Stimulation von glatten Muskelzellen (SMC) der
GefaBmedia und der Fibroblasten aus der Adventitia. Die stimulierten SMCs
migrieren unter dem Einfluss von PDGF wahrscheinlich entlang eines
Konzentrationsgradienten von der Media in die Intima und zeigen eine sehr hohe
Zellaktivitat. SMCs aus Restenoselasionen weisen im Vergleich zu Zellen aus
Primérstenosen in vitro eine etwa um den Faktor 4 erhdhte Proliferationsrate auf *°.
Bei der intimalen Lasion verandert sich der Phanotyp der SMCs und wechselt von
einem “kontraktilen* Status mit hohem Gehalt der SMCs an Myofilamenten zu einem
,Synthetischen®* Phé&notyp. Dieser ist durch eine Fille von rauhem
endoplasmatischen Retikulum und Golgi Kérpern mit wenig und manchmal keinen
Anzeichen von Myofilamenten charakterisiert *°’.

Diese Modulation von einem kontraktilen zu einem synthetisierenden Phanotyp gilt
als Voraussetzung fur die migratorische und proliferative Stimulierbarkeit der SMCs.
Die stimulierten SMCs wandern durch die Lamina elastica interna, proliferieren dort
mitogen-unabhangig und bilden nach Wochen zusammen mit der extrazellularen
Matrix und intimalem Wachstum eine Neointima, die das GefaRlumen verengt und

zur klinischen Restenose fiihren kann .

1.2.2 In-Stent-Restenose

Die percutane transluminale Koronarangioplastie mit Stentimplantation hat das
effektive Management des ischamischen Syndroms koronarer Gefal3erkrankung und
ihrer Symptome deutlich verbessert. Eine reduzierte Rate an Restenose hat zur
Verwendung von koronaren Stents bei mehr als 70% der Falle gefuhrt. Mehr als
800.000 Prozeduren mit weiter steigender Tendenz wurden alleine in den USA im

Jahr 1999 durchgefiihrt **°. Die stark zunehmende Verwendung von Stents hat

9



jedoch zur Erkenntnis gefuhrt, dass bei 10-50% der Falle eine In-Stent-Restenose
(ISR) auftritt. In den USA waren es allein im Jahr 1999 150 000 Patienten 1°¢ 165
Daher tritt die Bedeutung der In-Sten-Restenose und deren Vorbeugung sowie
therapeutische MalRhahmen in den Vordergrund der Forschungen der

interventionellen Kardiologie.

Die ISR unterscheidet sich histologisch von der Restenose nach konventioneller
Balonangioplastie *** 21, Wahrend nach der Dilatation durch einen Ballonkatheter
das sog. negative Gefaliremodeling den entscheidenden Faktor bei der Restenose
spielt, kann durch Implantation eines Stents die Neigung des Gefal3es sich wieder
zusammenzuziehen gehemmt werden. Dieser ,elastic recoil“ wird durch elastische
Fasern verursacht, um das Gefald an den pulsatien Blutflud und die
hamodynamischen Verénderungen sowie die Druckveranderungen anzupassen
Durch die Stentimplantation wird eine verminderte Zunahme der neointimalen
Wanddicke erzielt. Stenting reduziert somit den sog. elastic recoil und negatives

Remodelling, so dass ISR weitgehend aus einer neointimalen Formation resultiert *2*
135 91

Bei der In-Stent-Restenose besteht die Neointima hauptséchlich aus
103 99 73

proliferierten SMCs aus der Media und extrazellularer Matrix 2°°.

Abb. 1: Immundoppelfarbung mit 1A4 (monoclonaler Anti-SMC a-Actin IgG-Antikdrper) und HAM-56 (
Anti-Makrophagen IgM Antikérper) einer In-Stent-Restenose: neointimale Hyperlasie 85 Tage nach
einer Stent Implantation mit subtotalem GefaRverschlu3. Um den Stent (Pfeilspitzen) finden sich im
Bereich zwischen den Pfeilen im Rahmen der chronischen Entziindung Makrophagen (rot) und
eutrophile Granulozyten, in der oberflachlichen Schicht der neointimalen Proliferation befinden sich
hauptséchlich CASMCs ( tiirkis) .
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1.3 Zellproliferation

1.3.1 Extrazellulare Regulation

Die lokale Stimulation der Zellproliferation ist eine wesentliche Grundlage des

Restenoseprozesses.

Sie basiert auf dem Einfluss verschiedener extrazellularer Wachstumsfaktoren. Die
Induktion von c-fos, c-jun und c-myc mRNA erfolgt unmittelbar nach der Intervention

und induziert die Bildung der Wachstumsfaktoren 1%°

. Daher entstand die sog.
Onkogenhypothese der Atherogenese. In Abwesenheit von Wachstumsfaktoren
gehen Zellen in die GO-Phase des Zellzyklus Uber oder sterben durch Apoptose.
PDGF ist der potenteste mitogene Faktor fir Zellen mesenchymalen Ursprungs. Er
wird von aktivierten Plattchen, Makrophagen, SMCs und Endothelzellen synthetisiert
und sezerniert. PDGF ®* wird eine wichtige Rolle fiir die Migration der SMCs in die
Intima zugewiesen *! und gilt als ,Kompetenzfakto , fiir den Eintritt in den Zellzyklus,
welcher es den Zellen ermdglicht, aus dem Ruhestadium GO- in die G1-Phase des
Zellzyklus einzutreten. Die so stimulierten Zellen bendétigen fur die Progression des
Zellzyklus eine zweite Gruppe von Wachstumsfaktoren, die Progressionsfaktoren #°,
von denen der Insulin-dhnliche Wachstumsfaktor Typ 1 (insulin like growth factor
type 1; IGF-1), EGF, FGF und der Transformierende Wachstumsfaktor (transforming
growth factor b;TGFb) von Bedeutung sind. TGFb ist bei der Aktivierung der

Matrixproduktion beteiligt 1.

1.3.2 Intrazellulare Regulation

Extrazellulare Faktoren binden an ihre spezifischen Rezeptoren an der Zelloberflache
und konnen dort eine kaskadenartige Abfolge von Reaktionen innerhalb der
Signaltransduktion auslésen, die schlie3lich zur vermehrten Zellteilung fuhren kann.
Bestandteile dieser Kaskade sind verschiedene Thyrosinkinasen, G-Proteine (z.B.

ras), Effektorproteine und membran-assoziierte und zytoplasmatische Proteinkinasen
117
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Der Zellzyklus und seine Regulation

DNA Schaden? Korrekte Replikation?

G2-Kontrollpunkt

Cyklin Aund B
+ Cdc2

CyklinD1, D2 und
D3 + Cdk2,4,5,

Gl I und 6

DNA Schaden?

Cyklin A
+Cdk2

P21

. P15, p16,
Cyklin E p21+p27
+Cdk2

Rb Phosphorylierung

E2F
Aktivierung

Abb. 2: Schematische Darstellung des Zellzyklus mit ausgewahlten Checkpoints zur Kontrolle der
korrekten Reihenfolge und Durchfiihrung der Ablaufe (gelb), sowie der Rolle und zeitlichen Beteiligung
verschiedener Cycline und Cyclin-abhangiger Kinasen (griin), modifiziert nach Zettler 2000 2 und

Nigg 1995

eukaryonter Zellzyklus:

Der Zellzyklus stellt die Grundlage der Zellproliferation dar, und bietet somit einen
Angriffspunkt in der Behandlung der In-Stent-Restenose. Die Hemmung der
subintimalen Zellproliferation der CASMCs konnte durch einen Eingriff in den

Zellzyklusregulationsmechanismus erfolgen.
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Der Zellzyklus besteht aus 4 Phasen: G1, S, G2 und M. Ruhende Zellen befinden
sich in der GO-Phase, einem Status mit minimaler mRNA und Proteinsynthese. Eine
Zelle kann in diesem Status fur viele Jahre verweilen. Sie kann jedoch auf
verschiedenste Stimulation durch z.B. Wachstumsfaktoren jederzeit in die G1-Phase
des Zellzyklus eintreten. In der G1-(Gap)-Phase bereitet sich die Zelle auf die S
(Synthese)-Phase vor, in der die DNA repliziert wird. Zwischen der S und der M
Phase liegt die G2-Phase, in der die Zelle u.a. mRNAs und Proteine, die fir die
Zellteilung bendtigt werden, synthetisiert. In der M-(Mitose)-Phase erfolgt die
Zellkern- und Zellteilung (Cytokinese). Nach der Mitose kénnen die Zellen einen

erneuten Zellzyklus durchlaufen oder in die GO-Phase Ubergehen.

Regulation des Zellzyklus:

Die Zellzyklusmaschinerie wird durch ein Zellzykluskontrollsystem gesteuert. Dieses
Kontrollsystem vermag den Zellzyklus an bestimmten Stellen, den sog. Checkpoints,
zu arretieren. Es existieren 2 Checkpoints, einer kurz vor dem Ubergang der G1- in
die S-Phase und einer kurz vor dem S-G2 Ubergang. An diesen Ubergangen priift
die Zelle intrazellulare und extrazellulare Bedingungen, um gegebenenfalls bei
unvollstéandiger Replikation, fehlerhafter DNA oder mangelhafter Zellumgebung durch

bestimmte Mechanismen den Replikationsvorgang zu unterbrechen **'.

Eine Zellzyklusunterbrechung ist also an mehreren Stellen moglich. Zur Therapie der
Restenose erscheint eine Intervention in der G1l-Phase am ginstigsten, da so
Signaltransduktionen, die von aktivierten Zellzyklusproteinen ausgehen, frihest-

maoglich unterbunden werden kénnen.

Die Regulation im Zellzyklus erfolgt durch eine Kaskade von Phosphorylierungen von
kritischen Proteinen, die DNA-Replikation, Mitose und Cytokinese initiieren und
regulieren kénnen.

Diese Phosphorylierungen werden durch Proteinkinasen, den sog. Cyclin-
abhangigen Kinasen (CDKSs), katalysiert. Es sind mindestens sieben Proteinkinasen
bekannt: CDC2 (CDK1), CDK2, CDK3, CDK4, CDK5, CDK6 und CDK7,
Proteinkinasen werden in proliferierenden Zellen wahrend des gesamten Zellzyklus
exprimiert, werden aber nur zu bestimmten Zeiten des Zyklus aktiviert und kurz
darauf wieder deaktiviert. Proteinkinasen werden durch Anbindung von Cyclinen und

durch Phosphorylierungen und Dephosphorylierungen aktiviert. Die Aktivitat jeder
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einzelnen Kinase steigt und fallt zyklisch. Einige der Proteinkinasen werden gegen
Ende der G1-Phase aktiviert und sind verantwortlich fur die Einfihrung der Zelle in
die S-Phase, andere fuhren, nachdem sie erst kurz vor der Mitose aktiviert werden,
zur Einleitung der Zelle in die Mitose .

CDK4, 5 und 6 bilden hauptsachlich mit der Cyclin D-Familie Komplexe und sind
wahrend der GO/G1-Phase von Bedeutung. Die CDK2 kann ebenfalls Mitglieder aus
der D-Familie binden, agiert jedoch gewd6hnlicherweise mit den Cyclinen A und E
wahrend der G1-Phase und des G1/S-Ubergangs '*. Die Proteinkinase 7 bindet das
Cyclin H und kann entweder das CDC2, CDK2 oder das C-terminale Ende der
groften Untereinheit der RNA Polymerase Il phosphorylieren 23, CDC2 bindet Cyclin
A und E und fungiert in den S-, G2- und M-Phasen des Zellzyklus.

Cycline sind regulatorische Proteine, die einem zyklischen Auf- und Abbau
unterliegen. Cycline haben keine enzymatische Aktivitat, sondern haben die
Aufgabe, die Kinasen zu den von ihnen zu phosphorylierenden Proteinen zu leiten.
Es sind mindestens 12 verschiedene Cycline bekannt, die jeweils an bestimmten
Stellen im Zellzyklus exprimiert werden und mit ihren CDKs einen aktiven Cyclin-
CDK-Komplex bilden 2,

Cyclin C, D und E sind kurzlebige Proteine, die hauptsachlich in der G1-Phase und
dem G1/S-Ubergang Bedeutung haben, bevor sie zerstért werden 2%, Es gibt 3
Typen D Cycline: D1, D2 und D3.

Die Cycline A und B ( B1, B2, B3) sind mitotische Cycline, die wahrend der
Interphasen stabil bleiben, aber in der Mitose proteolysiert werden #2. Uber die erst
kirzlich beschriebenen Cycline F und G ist bisher nur wenig bekannt Vom neuen
Cyclin H konnte gezeigt werden, dass es mit dem CDK 7 spezifische Komplexe
bildet, um ein Enzym, das als Cyclin-abhangige, aktivierende Kinase bekannt ist, zu
produzieren. Diese Cyclin-abhangige, aktivierende Kinase ist in die Aktivierung der
CDC2 und CDK2 Kinasen involviert 12,

Bedeutung der Cycline:

Die Progression in der G1-Phase benétigt hauptséchlich die Aktivierung der Typ D
Cycline und des Cyclin E %. Die Typ D Cycline werden in der frihen G1-Phase als
Antwort auf Cytokine sythetisiert, wahrend das Cyclin E wahrend der zweiten Phase
von G1 akkumuliert. Der Ubergang in die S-Phase wird v.a. durch den Cyclin E/CDK
2-Komplex katalysiert **. Fur die Progression in der S-Phase ist der Cyclin A/ICDK 2-
Komplex hauptverantwortlich, der Cyclin B/CDK 2Komplex vermittet den G2-/M-
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Ubertritt 1*°. Das Cyclin C Niveau verandert sich gering wahrend des Zellzyklus, weist

aber in der frihen G1-Phase einen Peak auf.

Negativ reguliert wird der Zellzyklus durch inhibitorische Proteine (CKI).

Das sind Proteine, die an G1 Cyclin/CDK-Komplexe anbinden und diese inaktivieren.
Dadurch kdnnen sie eine Zellzyklusunterbrechung induzieren.

In Saugerzellen kénnen die CKI in zwei unterschiedliche Familien eingeteilt werden:
die INK4-Familie und die CIP/ KIP -Familie.

Die INK4 Familie inhibiert mit p14, p15 (INK4B), p16 (INK4A), p18 (INK4C), und p19
(INK4D) spezifisch Cyclin D/CDK4 und CyclinD/CDK6 Komplexe und ist in die G1-
Phasen Kontrolle involviert %°,

Die CIP/ KIP Familie hingegen schlief3t p21 (CIP/WAF1/SDI1), p27 (KIP1) und p57

(KIP2) ein und reguliert die Zellproliferation wahrend des gesamten Zellzyklus 2!

67

p53

Das Tumorsuppressorprotein p53 ist ein typischer eukaryonter Transkriptionsfaktor,
der an spezifische DNA Sequenzen, gen. ,p53 responsive elements (PRE)", bindet,
um die Transkription der Zielgene zu stimulieren. P53 ist ein wichtiger negativer
Regulator der Zellproliferation. So wird es bei DNA-Schaden induziert und bewirkt
einen G1l-Arrest Uber die Aktivierung der Expression von p21, einem Inhibitor der
Cyclin E-abhéngigen Kinaseaktivitat *° ¢ 77 8 220 pje Bindung von p21 an den
Polymerase-Cofaktor Proliferations-Zellkern-Antigen (PCNA) fihrt zu seiner
Inaktivierung und verhindert so die DNA-Replikation . Die Bindung von p21 an
Cyclin D/CDK4/6 verhindert die Phosphorylierung des Retinoblastom-Proteins (Rb).
Hypophosphoryliertes Rb bleibt an den Transkriptionsfaktor E2-F gebunden und
verhindert damit den Eintritt der Zelle in den Zellzyklus ??°. So wird es der Zelle
ermdoglicht, den DNA-Schaden zu beheben. Ein Verlust der p53-Funktion resultiert in

Genominstabilitdt und verhindert die Wachstumspause in der G1-Phase.

Eine Vielzahl anderer Genprodukte wie das Proliferating cell nuclear antigen (PCNA),
das Retinoblastoma Protein (Rb) wund Mitglieder der E2F-Familie der
Transkriptionsfaktoren vermogen ebenfalls mit Cyclin/Cyclinrabhangigen Kinase-
Komplexen zu interagieren und deren Aktivitat zu modulieren.

Rb dbt einen entscheidenden Einfluss auf die Kontrolle Uber die

Zellzyklusprogression von der G1- in die SPhase. Dies ist zum Grol3teil auf die
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Féahigkeit des Proteins, an Transkriptionsfaktoren wie E2F zu binden und es zu
verandern, zurtickzufiihren'®,

In der GO-Phase ist Rb in seiner hypophosphorylierten Form vorhanden, in der es
einen pote nten Inhibitor der Zellzyklusprogression darstellt. Hypophosphoryliertes Rb
bindet an den Zellzyklustranskriptionsfaktor E2F und hemmt dessen Aktivitat,
wodurch die Transkription von Genen, die am Ubergang von der G1- in die S-Phase
beteiligt sind, wie CDC2 und PCNA verhindert wird 2" 23,

Rb wird durch den Cyclin D/CDK-Komplex phosphoryliert, wodurch sich seine
Konformation verandert. Es l6st sich von E2F ab und ermdglicht dadurch den

Ubergang von G1-in die S-Phase 2 4,

pl07

Das pl07 Protein ist ein anderer negativer Regulator des Zellzyklus. Eine
Uberexpression von pl07 hat gezeigt, dass es &hnlich dem Rb bei bestimmten
Zellen einen Wachstumsarrest in der G1-Phase bewirkt. Der genaue Mechanismus
ist nicht genau geklart, dennoch scheint er zumindest zum Teil -ahnlich dem Rb- auf
einer Transkriptionshemmung von E2F zu beruhen, woraus ein G1-Phasenarrest und

konsekutiv eine Pravention der DNA-Replikation resultiert 1°3 237 238,

NF-kB
NF-kB ist ein weiterer wichtiger Transkriptionsfaktor. Er ist fir die Regulation der

Transkription bestimmter zellularer und viraler Gene zustéandig, einschliel3lich der ¢

myc Onkogene 110 94

, verschiedener Interleukine, Rezeptoren, Adh&sionsmolekile
und des Cytomegalievirus ! 2% Die Induktion von NF-kB kann in vielen
verschiedenen Zelltypen als Antwort auf entziindliche Vorgange, z.B. IL-1
Expression, TNFa, Adhésion, oxidativen Stress und oxidiertem LDL, erfolgen *2.

Die Aktivierung erfolgt durch Freisetzung des NF-kB von seinem Inhibitor aB im

Cytoplasma.
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1.4 Humanes Cytomegalievirus (hCMV)

1.4.1 Genomstruktur, Transkription, Genprodukte

HCMV ist ein ubiquitares 150-200 nm groRes DNA-Virus aus der Unterfamilie der (3-
Herpesviridae. Typisch fur die Betaherpesviren ist die sehr langsame Vermehrung. In
vitro dauert ein Replikationszyklus mehrere Tage, wobei bereits die frihen Ablaufe
verzogert sind (Initiation der DNS-Synthese nach 12-24h im Unterschied zu 4-6 h bei
Alphaherpesviren). Eine auch fur die Diagnostik relevante Konsequenz ist, dass die
sichtbaren zytopathischen Effekte, sog. Plaques, in Zellkulturen erst nach 7-14
Tagen zu erwarten sind 37 29,

Mit einem Genom von 229 kb-Paaren codiert hCMV mehr als 200 Proteine. Das
Genom ist in ein langes (UL) und in ein kurzes einmaliges Segment (US) unterteilbar.
Die L und S Untereinheit kbnnen wahrend der Replikation intervertieren, so dass ein
Virion eine von vier Varianten enthalt .

Die Synthesevorgange des Virus in der Wirtszelle laufen kaskadenartig in drei Stufen
ab. Es werden dementsprechend drei Kategorien von Genen, Genprodukten und
Replikationsvorgangen unterschieden: Immediate Early (IE) (Stunden nach
Infektion), Early (24 Stunden und mehr), und Late Phase .

HCMV Gene werden im infizierten Zellnukleus durch RNA Polymerase Il und der
assoziierten Transkriptionsmaschinerie des Wirtes transkribiert, deren Aktivitat durch
virale Transaktivatoren stimuliert wird ®*.

Wahrend der IE-Phase werden nur wenige Proteine exprimiert. Die Expression der
I[E-Gene verlangt keine vorherige Proteinsynthese, da diese Gene auch in
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Anwesenheit von Proteinsyntheseinhibitoren wie Cycloheximide transkribiert werden
190,8.331

IE-Gene sind die ersten exprimierten Gene, nachdem das Virus die Wirtszelle infiziert
hat, und regulieren die folgende virale und zellulare Genexpression.

Die IE1/IE2-Region steht unter der Kontrolle eines Enhancer (MIEP) .

Das phosphorylierte IE1-Protein (68-72kD) ist das mengenmafig am meisten
gebildete IE Protein und wird von einer mehrfach gespleisten mRNA aus vier Exons
translatiert. Die aminoterminalen 85 AS werden in den Exons 2 und 3 codiert, die

restlichen 406 Reste im Exon 4, das dem Leserahmen UL123 entspricht .

Die ebenfalls phosphorylierten IE2-Proteine (86 kD) werden in unterschiedlichen
Versionen synthetisiert. Die aminoterminalen 85 AS sind identisch mit denen des
IE1-Proteins und durch SpleiRvorgange werden die im Leserahmen UL122 codierten

Sequenzen angefiigt **°.

IE1- und IE2-Proteine sind nukleare Proteine. Sie spielen eine Schlisselrolle in der
Kontrolle der folgenden viralen Synthesevorgange. Die Fahigkeit der IE1- und IE2-
Proteine, Genexpression zu regulieren, hat zur Erkenntnis gefuhrt, dass diese
Proteine die Transkription nicht nur viraler, sondern auch zellularer Gene in hCMV
infizierten Zellen, besonders mit Zellproliferation assoziierte, regulieren %*,

Sie wirken synergistisch, verstarken ihre transaktivierende Wirkung also, und
aktivieren eine grof3e Anzahl von zellularen Promotoren. Beide sind z.B. erforderlich
zur Aktivierung des DNA Polymerase Promoters, eines Gens, das essentiell fur die
DNA Replikation ist %%,

Das IE1-Protein stimuliert die Expression des zellularen Transaktivators NF-kB und
verstarkt dessen Aktivitat (siehe unten). Im Komplex mit NF-kB induziert das IE1-
Protein seine eigene Expression und die der Early- und der Late-Gene.

Auch das IE2 hat als Hauptaufgabe die Regulation der Genexpression und kann - im
Gegensatz zum IE1 - DNA spezifisch binden. IE2 reguliert negativ seinen eigenen

Promoter *°1,

Aktiviert durch die Produkte der IE-Phase beginnt die Transkription der ,Early-Gene*,
die virale Proteine fur die virale DNA-Replikation codieren. Virale DNA-Replikation
ermoglicht wiederum die Transkription der ,Late-Gene*, die strukturelle Proteine, die

in die Synthese des Virions involviert sind, synthetisieren *3’.
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1.4.2 Epidemiologie und Pathologie

HCMV ist weit verbreitet, 50% aller 30jahrigen und mehr als 70% aller 65jahrigen
haben Antikbrper gegen hCMV. Wie alle Herpesviren halt es sich lebenslang latent
im Korper auf, um z.B. bei verminderter Immunitatslage reaktiviert zu werden.

Die Erstinfektion mit hCMV verlauft bei immunkommpetenten gesunden Menschen in
der Regel asymptomatisch. Bei einer verminderten zellularen Immunitat kann hCMV
zu Pneumonie, Encephalitis, Retinitis, Hepatitis und Gastroenteritis fihren. Eine
Infektion in utero kann zu kongenitalen neurologischen Komplikationen einschlief3lich
mentaler Retardierung, sensorineuralem Hérverlust, aber auch zum Tode fithren & %,
Obwohl urspriinglich angenommen worden war, dass hCMV bei immunkompetenten
Menschen keine Erkrankungen verursacht, wird hCMV auch mit der Entstehung
koronarer Gefal3erkrankungen in Verbindung gebracht.

Charakteristisch fur hCMV ist, dass es nur eine limitierte Auswahl an permissiven
Zellen gibt, die den vollstandigen Lebenszyklus des Virus uberleben, wie z.B.

Makrophagen, Fibroblasten, Endothelzellen und glatte Muskelzellen 3.

1.5 HCMV und Restenose

1.5.1 Bedeutung infektioser Erreger in der Pathogenese von Krankheiten

Infektiose Erreger spielen in der Pathogenese vieler Erkrankungen eine
entscheidende Rolle. So gilt z.B. das Bakterium Helicobacter pylori als Ursache fur
die Entstehung der chronischen Gastritis Typ B, der Antrumgastritis mit peptischen
Ulcerationen, bei der die Dichte einer Helicobacterbesiedlung den Grad der Gastritis
und die Aktivitat bestimmt. Auch besteht ein erhdhtes Risiko einer Entwicklung eines
Magencarcinoms. Von bestimmten Viren ist ebenfalls ein onkogenes Potential
bekannt: Papova Viren konnen beispielsweise das humane Zervixcarcinom
induzieren 240,

Im Zusammenhang mit der Entstehung der Arteriosklerose und Restenose werden
seit Jahren sowohl das Bakterium Chlamydia pneumoniae als auch das humane
Cytomegalievirus als beteiligte Faktoren diskutiert %°.

Besonders hCMV lieferte in den letzten Jahren deutliche Hinweise auf eine
Assoziation des Virus mit dem Arteriosklerose-Prozess, vor allem durch die

Entdeckung von bei Infektion entstandenen mechanistischen zellularen
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Veranderungen, die mit proatherosklerotischen Effekten in Einklang stehen %3, CMV
ist ein intrazellulares Pathogen, das einen Ausloser fur chronische lokale Entziindung
darstellt und somit den Entzindungsprozess, dem eine wesentliche Rolle bei dem
atherogenen Prozess zugewiesen wird, triggern kénnte °® 1% Eine Studie von zZhu
et al zeigte, dass insbesondere bei Personen, die eine Entzindungsantwort auf
CMV-Infektion zeigten, charakterisiert durch eine Erhéhung des CRP, eine

235 go scheint eine Provokation einer

atherogene Wirkung des CMV auftrat
inflammatorischen Reaktion im Wirt ein Mechanismus zu sein, durch den CMV zur

Atherogenese beitragt.

Myelomonozytische Vorlauferzellen scheinen dem hCMV als Reservoir zu dienen
und Monozyten als Vehikel, die das Virus zu dem Ort der vaskularen Entziindung
transportieren 8. In den zirkulierenden Monozyten befindet sich das CMV in einem
latenten Status, d.h. es expremiert keine viralen Genprodukte trotz Prasenz des
viralen Genoms, wohl um keinen zytopathischen Effekt auf sein , Transportsystem*
auszutben. Die Expression von IE Genprodukten erfolgt erst nach der

1% Es scheint, dass, je

Differenzierung der Monozyten zu Makrophagen
differenzierter der Monozyt, desto eher eine virale Genexpression méglich ist 8. Um
die Einflusse der GefaRkomponenten auf die Genaktivitat des CMV zu untersuchen,
mass man die MIEP (major IE promoter) -Aktivitat in Abhéangigkeit vom
Vorhandensein von Ecs, SMCs und oxLDL. Es stellte sich heraus, dass die MIEP-
Aktivitat unter dem Einfluss von Endothelzellen (Ecs) um das 1,7 fache, von SMCs
um das 45 fache und von oxLDL konzentrationsabhangig stieg. Ecs und oxLDL
zusammen steigerten die Aktivitit des MIEP sogar um das 7,1 fache 8. Weiterhin
stellte man fest, dass es dem infizierten undifferenzierten Monozyten mdglich war,

CMV auf benachbarte Ecs oder SMCs zu (ibertragen 3,

20



1.5.2 Einfluss von Viren der Herpesgruppe auf die Entstehung vaskularer
Erkrankungen

1.5.2.1 Tiermodelle

Die Induktion von chronischen vaskularen Erkrankungen durch Viren der
Herpesgruppe im Tiermodel konnte bereits in mehreren Studien gezeigt werden. So
verursacht das a-Herpesvirus Marek’s disease virus (MDV) Arteriitis der grof3en

GefaRe in Hihnern °°, das b-Herpesvirus mCMV (mouse CMV) akute Arteriitis der

groBen GefaRe in Mausen %, das b-Herpesvirus rCMV (ratCMV)

Transplantatarteriosklerose in Ratten *8 das g-Herpesvirus mHV 68 (mouseHV)
Arteriitis der groBen GefaRe in IFN-Gamma knock-out-Mausen 2. Eine rCMV
(ratCMV) Infektion erhoht die neointimale Akkumulation im Carotis-Verletzungs-
Modell bei Ratten #*2, ein Mechanismus, der am Prozess der Restenosebildung

mafgebend beteiligt ist.

1.5.2.2 Klinische Daten

HCMV wird seit langem mit verschiedenen Formen der Gefal3pathologie
einschliellich der Transplantatabstof3ung und der stenosierenden
Transplantatsvaskulopathie %" ™* 18 der Restenose nach Ballonangioplastie ‘% und
der koronaren Atherektomie 2! und sogar mit nativen artherioskleritischen L&sionen
129 8 assoziiert. In neueren Studien wird ein Zusammenhang zwischen CMV-
Infektion und kardialer Mortalitdt hergestellt. So konnte in einer Studie von
Muhlestein et al CMV-Positivitdt als unabh&ngiger Risikofaktor fur Mortalitat bei
Patienten mit angiographisch gesicherter koronarer Herzerkrankung festgestellt
werden. Der unabhangige Vorhersagewert von CMV-Positivitat und erhéhtem CRP
war in dieser Studie weitaus gréRer als eine Anzahl traditioneller Risikofaktoren wie
Diabetes, Hyperlipidamie, Hypertension und Nikotinabusus . In einer Studie von
Blankenberg wird der préadiktive Wert von CMV bezlglich kardialer Mortalitat bei

Patienten mit erhéhten IL-6 Spiegel beschrieben *°.
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1.5.2.2.1 Rolle des CMV bei der Transplantationsvaskulopathie

In der Transplantationsmedizin konnte gezeigt werden, dass hCMV bei
Herztransplantierten eine Transplantationsarteriosklerose hervorruft 19 107 112219 "gia
im Rattenmodell durch eine prophylaktische Gabe von DHPG - einem
Thymidinanalogon - aufgehoben werden konnte '3, Auch stellt hCMV mittlerweile
den wichtigsten Risikofaktor einer Transplantatabstoung innerhalb des ersten.
Jahres dar.

Erst kirzlich wurde in einer bisher noch nicht publizierten Studie am Deutschen
Herzzentrum Minchen der Zusammenhang einer akuten Infektion mit signifikant
erhéhter hCMV-DNA bei immunsupprimierten Herztransplantierten mit dem Auftreten

subintimaler Hyperplasie aufgezeigt.

1.5.2.2.2 Rolle von hCMV bei der koronaren Restenose

HCMV ist nicht nur in den arteriosklerotischen GefalBRwanden und in

186 129

Restenosepraparaten nachweisbar . Seroepidemiologische Studien haben

auch eine Assoziation zwischen CMV-Seropositivitat und Arteriosklerose ergeben ° 1

236 sowie eine in Abhangigkeit von einer friiheren hCMV-Infektion hohere Rate an

231

nachfolgender Restenose trotz optimaler Atherektomie und eine Verbindung

zwischen einer friheren CMV-Infektion bei koronaren Angioplastiepatienten mit einer

nachfolgenden Restenoseentwicklung 18 231 16,

1.5.3 Molekularbiologische Mechanismen der Wirkung von CMV in der

Restenose

In den letzten Jahren konnten betrachtliche Fortschritte in Bezug auf mogliche
molekularbiologische Mechanismen der Wirkung des hCMV bei der Induktion einer
Restenose erzielt werden. HCMV kann auf den eukaryonten Zellzyklus regulativ
einwirken und fungiert als multipler Transaktivator verschiedenster Promotoren. Die
Immediate Early Proteine IE1 und IE2 des hCMV haben bereits einige Interaktionen
mit zellularen Mechanismen gezeigt, die auf eine ausgepréagte atherogene Potenz

schlieRen lassen.
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1.5.3.1 Einfluss auf oxidiertes LDL

HCMV vermag den zellularen Metabolismus so zu verandern, dass intra- und
extracellular Cholesterol und Cholesterylester akkumulieren %6 82,

Ein erhdohtes Niveau an Plasma-LDL-Cholesterol flhrt zu einer gesteigerten
Aufnahme von LDL in die GefaBwand, in der es im subendothelialen Raum
abgelagert wird. Dort wird es durch reaktive Oxygen-Intermediate und verschiedene
zellulare Enzyme oxidativ verandert 43, Oxidiertes LDL (oxLDL) wird bevorzugt von
Scavengerrezeptoren auf vaskularen SMC, Fibroblasten und Makrophagen in die
Intima der BlutgefaRe aufgenommen 8. Dadurch werden Schaumzellen gebildet, die
eine kritische Phase im Prozess der Arteriosklerose datstellen.

Eine hCMV-Infektion der SMC erhoht die zellulare Aufnahme von oxLDL durch
vermehrte Rezeptorexpression und Aktivititsteigerung der Scavengerrezeptoren 2.
Zhou et al konnten bei hCMV infizierten SMCs von Ratten eine gesteigerte
Aufnahme von oxLDL vermittelt durch das IE1-Protein feststellen. Das IE1-Protein
des hCMV interagiert mit dem Klasse-A-Promotorrezeptor der Scavengerzellen,
indem es dessen mRNA-Expression und die Aktivitat des Promotors stimuliert 2%,
Einen zusatzlichen Mechanismus, Uber den hCMV die Expression der
Scavengerrezeptoren erhoht, stellt die unten beschriebene Induktion des PDGF-
Rezeptors durch IE-Gen-Produkte dar 2*°. PDGF-BB kann ebenfalls die
Scavengerrezeptoraktivitat und mRNA-Expression erhéhen %2

Die Aufnahme von oxLDL und die konsekutive Umwandlung der Zellen in
Schaumzellen spielen eine entscheidende Rolle bei der Entstehung der

Arteriosklerose.

OxLDL kann verschiedene Veranderungen in der zellularen Funktion bewirken,
einschlie8lich der Induktion von wachstumsbeteiligten Genen wie der MAP-Kinase
199 yon Transkriptionsfaktoren wie NF-kB *?* und AP1 1% sowie die Freigabe von
Wachstumsfaktoren wie PDGF und FGF-1 ° In SMCs ist die PDGF-
Rezeptorexpression hochreguliert 12, das ras ist aktiviert, die c-fos-Expression ist
erhéht ° und die Phospholipase D ist aktiviert **3. Es konnte gezeigt werden, dass
oxLDL die DNA-Synthese und die Zellproliferation in vaskularen SMCs, Fibroblasten
und Makrophagen stimuliert. Diese Effekte scheinen dosisabhangig zu sein: in
niedrigen Konzentrationen stimuliert oxLDL die Zellproliferation, in hohen

Konzentrationen erwies es sich als zytotoxisch *° 14 2¢,
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1.5.3.2 Inhibierung der Apoptose

Die Immediate Early Proteine IE1 und IE2 verhindern die Induktion der Apoptose
durch den Tumornekrose-Faktor a (TNF a) 4.

Nachdem hCMV in Restenoselésionen, in denen grof3e Mengen an p53 vorhanden
waren '€ nachgewiesen wurde, erfolgte die Untersuchung eines Zusammenhangs
zwischen dem hCMV und dem fir die Apoptose entscheidenden Protein p53.
Mittlerweile unterstiitzen zahlreiche Studien den Verdacht, dass nach einer
koronaren Intervention u.a. die Reaktivierung des latenten hCMV Uber eine p53
Inaktivierung zu einer Restenose fithrt 18 186 51 20018 "pyrch die haktivierung der
apoptotischen Wirkung des p53 kann es zu einer gesteigerten Proliferation kommen.
Dieser Mechanismus durfte aber nicht der einzige sein :

In einer Studie von Zhu et al wurde beobachtet, dass E1A in menschlichen SAOS2
Zellen den Zelltod ind uzieren kann #**. SAOS2-Zellen exprimieren kein p53, trotzdem
vermochten IE1 und IE2 Zellen vor der durch das Adenovirus E1A-Protein
induzierten Apoptose zu schitzen. IE1, von dem keine Wirkung auf p53 beschrieben
ist, blockierte E1A induzierte Apoptose sogar effizienter als IE2. Es muss also auch
einen p53 unabhéngigen Weg geben, Uber den IE1 und IE2 die Zellapoptose
verhindern.

Neueren Erkenntnissen zufolge vermag eine hCMV-Infektion p53-unabhangig die
Expression des extrazellularen Matrixproteins Thrombospondin-1, eines potenten

201~ zu vermindern *°. Diese Hemmung scheint in der

Inhibitors der Angiogenese
Immediate-Early-Phase der Infektion zu erfolgen, so dass die IE-Genprodukte des

hCMV verantwortlich sein kdnnten.

1.5.3.3 Signaltransduktionsweg

CMV veréandert den intrazellularen Redoxstatus in SMC, wodurch der redoxsensitive
NF-kB, aktiviert wird.

Bereits wenige Minuten nach der CMV-Infektion entstehen ROS- (=reactive oxygen
species) Radikale, die ihren maximalen Level nach 1-2 h erreichen. Sie sind beteiligt
bei der Aktivierung des NF-kB und werden vom Virus benitzt, um dessen eigene
Genexpression und Replikation zu erleichtern 87,

Ein Pertussistoxin (PTx)-sensitiver G-Protein gekoppelter Signaltransduktionsweg
vermittelt die zellularen Effekte der CMV-Infektion auf hSMCs. CMV bindet ein
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Glycoprotein von 30 kDalton, wodurch das G-Protein aktiviert wird. Durch
Phosphorylierung der mitogen-activated Proteinkinase (MAP-Kinase) durch die MAP-
Kinase-Kinase (MAPKK) aktiviert diese die cytosolic Phospholipase A, (CPLA)).
Infolge dessen wird die Arachidonsaure (AA) Kaskade stimuliert und es entstehen

intrazellular freie Radikale. Diese wiederum aktivieren NF-kB 176,

Es scheint also, dass hCMV einen der zelleigenen Signaltransduktionswege, die
Arachidonsaurekaskade, die urspriinglich zum Schutz der Zelle bei Verletzung z.B.
durch Bildung von ROS gedacht war, benitzt, um die Expression seines eigenen

genetischen Programms zu erleichtern.

1.5.3.4 Aktivierung von NF-kB und Spl

Eine  hCMV-Infektion  vermittelt Uber  Glykoproteine einen initialen
Signaltransduktionsweg, der zu einer Hochregulierung der
Wirtszelltranskriptionsfaktoren wie NF-kB 1% und Sp1 fithrt %2°. Eine hCMV-Infektion
bewirkt eine erhohte Expressionsrate von Spl-mRNA, Proteinen und DNA-
Bindungsaktivitat 22’. 1IE1 und IE2 sind an dieser Hochregulierung beteiligt 2%°. IE1
und IE2 kooperieren mit Spl, um die Promotertransaktivierung zu erhéhen und
interagieren mt Spl. Zusatzlich steigert IE2 die DNA-Bindung von Spl, indem es
moglicherweise inaktives Spl befreit. Spl wiederum spielt nach einer hCMV-
Infektion eine Rolle bei der Regulierung der NF-kB-Promotorenuntereinheiten p65
und p105/p50 %%°.

NF-kB ist ein Transkriptionsfaktor, der die Expression vieler Gene induziert
einschliel3lich derer, die verantwortlich sind fiur Entziindungs- und Immunantworten.

Die Expression von NF-kB ist essentiel fur die Proliferation von vaskularen SMCs

von Rindern *2.

1.5.3.5 Einfluss auf Sekretion von Wachstumsfaktoren und Cytokinen

Die hCMV-Infektion wurde mit einer gesteigerten Cytokinproduktion assoziiert, direkt
durch die infizierte Zelle und/oder indirekt durch Immunzellen, die mit infizierten

Zellen interagieren "® 1%° 171 verschiedene Cytokine und Wachstumsfaktoren werden
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durch die CMV-Infektion stimuliert. Darunter Tumornekrose-Faktoren wie TNF-a,
Interleukine wie IL-1 und IL-6, Interferone wie z.B. IFN-a, CC-Chemokine und CXC-
Chemokine, die in Endothelzellen eine erhéhte transendotheliale Migration von
Neuthrophilen bewirken, Transforming growth factors wie TGFb, das eine wichtige
Rolle bei der Matrixproduktion spielt, angiogene Faktoren, z.B. gFGF, und
hamatopoetische Wachstumsfaktoren (GM-CSF, GCSF) 3!. Die Fahigkeit der IE-
Genprodukte des hCMV, die Expression von PDGF-[3-Rezeptoren zu erhdhen,
unterstreicht erneut die zentrale Rolle des hCMV im Prozess der Restenose bzw. In-

Stent-Restenose °%2,

1.5.3.6 Zellulare Expression von Adhasionsmolekiilen und proinflammatorisches

Potential

Die Leukozytenadhasion spielt fir die Entstehung arteriosklerotischer Plaques
insofern eine Rolle als Leukozyten in subendotheliale Bereiche migrieren und hier
Mediatoren freisetzen. Eine &hnliche Rolle ist bei der Restenose anzunehmen.

In-vitro-Experimente haben gezeigt, dass das hCMV die Hochregulierung
verschiedener Adhasionsmolekiile wie das intrazellulare Adhasionsmolekil 1 (ICAM-

1) und das Lymphozyten-Funktions -assoziierte Molekiil-3 (LFA-3) induziert 3¢ 76 76 171

75-

Diese virusinduzierte Adhasion erfolgt tber einen CD18 glykoproteinabhangigen
Mechanismus, den das Virus hochreguliert. Die Infektion der Endothelzellen induziert
eine IL-1-Produktion. IL-1 verursacht eine Expression des endothelialen
Leukozytenadhasionsmolekil 1 (ELAM-1) auf der Oberflache der Endothelzellen,
welches den Liganden auf der Leukozytenmembran bindet 183,

Des Weiteren wird das hCMV mit entzundlichen Veréanderungen assoziiert. So gilt
das Virus als einer der Hauptursachen fiir eine frihe OrganabstoRung durch eine
Transplantatarteritis. Es wird angenommen, dass das hCMV die Expression von
Genen, die Proteine mit proinflammatorischer Aktivitat codieren, verandern kann,

wahrscheinlich ohne dass sich das Virus replizieren muss ¢,

26



1.5.3.7 Prokoagulatorische Veranderungen

Die Infektion von Endothelzellen mit verschiedenen Herpesviren verursacht
prokoagulatorische Veranderungen 20° 52 154 75 183 54 207 184

Aufgrund von verschiedenen Mechanismen besitzt das Endothel der Gefal3e
antithrombotische Eigenschaften. Einige wichtige sind die Fahigkeiten der Zellen,
Heparinsulfat, Prostacyclin, Stickstoffoxid, Plasminogenaktivator und
Thrombomodulin zu synthetisieren °. Diese antithrombotische Beschaffenheit stellt
einen bedeutenden Schutz des Endothels vor Wandablagerungen dar, einem der
mitbeteiligten Faktoren bei der Entstehung einer Restenose.

Das Cytomegalievirus und die Herpesviren HSV1 und HSV2 kbénnen eine
Umwandlung des normalen antikoagulatorischen Zelltyps der Endothelzellen zu
einem prokoagulatorischen Phanotyp bewirken 207 205 52204 53

Eine Herpes-simplex-Infektion der Endothelzellen erhoht beispielsweise die
Thrombinbildung auf der Zelloberflache, sowie die Plattchenadhasion und die
Tissuefaktorsynthese der Endothelzellen signifikant 2°7 % Pryzdial und Wright
stellten ebenfalls eine prokoagulatorische Veranderung durch eine Infektion mit dem
Cytomegalievirus fest. Sie vermuten, dass die CMV Oberflaiche das fir den

Koagulationskomplex notwendige prokoagulatorische Phospholipid enthalt 4.

1.6 Ziel der Arbeit

Das Thema dieser Arbeit gilt der Untersuchung, ob und durch welchen Mechanismus
eine Cytomegalieinfektion bzw. distinkte virale Genregionen des Cytomegalievirus zu
einer Induktion des Zellzyklus in humanen koronaren glatten Muskelzellen fuhren,
damit eine Zellproliferation induzieren und moglicherweise bei der Entstehung einer

koronaren In-Stent-Restenose beteiligt sind.

Bekannt ist, dass Viren mit ihren Wirtszellen interferieren und in den Zellzyklus
regulativ einwirken kénnen. Bei der Frage welche Rolle eine Cytomegalieinfektion bei
der Entstehung einer Restenose spielt, drangt sich die Vermutung auf, das Virus
kénnte auf die Zellzyklusregulation modulierend einwirken und so eine Proliferation
der CASMCs bewirken. Der Zellzyklus spielt aufgrund seiner zentralen Rolle bei
Zellwachstum und Zellteilung eine Schlusselfigur bei der Pathogenese der koronaren
Restenose und ist deshalb ein innovativer Ansatzpunkt fir pathomechanistische und
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therapeutische wissenschaftliche Untersuchungen. Die Frage einer
Zellzyklusregulation von humanen koronaren glatten Muskelzellen durch hCMV war
bisher kein Thema einer Studie.

Im Rahmen dieser Arbeit soll auf zellularer und molekularer Ebene der Einfluss des
Virus und seiner Genprodukte IE1 und IE2 auf den Zellzyklus untersucht werden, um
eine Proliferation der CASMCs zu akquirieren. Es wurde weiterhin untersucht, ob die
Uberexpression der Immediate Early Gene allein im Stande war, den Zellzyklus zu
beeinflussen. Ein weiteres Ziel der Arbeit ist es, durch eine Uberexpression der
Immediate Early Gene IE1 und IE2 auf CASMCs gegebenenfalls molekulare
Mechanismen bei der Virus-Zellzyklus-Interaktion aufzudecken.
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2 Material und Methoden

2.1 Klonierung

2.1.1 Material

2.1.1.1 Plasmide

PHM 135= pCMV IE1: 6,7 kb (Prof Dr. med Thomas Stamminger, Institut fur klinische
und molekulare Virologie, Universitat Erlangen-Nurnberg)

Vektor: pHM 124: 5,2 kb

Insert: IE1 cDNA: 1,5 kb

Ausgeschnitten mit Apa | / Eco Rl

PHM 134=pCMV IE2: 7,2 kb (Prof Dr. med Thomas Stamminger, Institut fur klinische
und molekulare Virologie, Universitat Erlangen-Nirnberg)

Vektor: pHM 120: 5,2 kb

Insert: IE2 cDNA: 2 kb

Ausgeschnitten mit Apa | / Eco Rl

pBS Il SK(+/-) IE1 4,4 kb

Vektor: pBluescipt® Il SK(+/-): 2,96 kb: (Stratagene, # 212205)
Insert: IE1 cDNA: 1,5 kb

Kloniert mit Apa | / Eco RI

pBS Il SK(+/-) IE2 4,9 kb

Vektor: pBluescipt® Il SK(+/-): 2,96 kb: (Stratagene, # 212205)
Insert: IE2 cDNA: 2 kb

Kloniert mit Apa | / Eco Rl

adenoviraler Shuttlevektor

pAcCMV SR(-): 8,8 kb

pAcCMV SR(-) IE1: 10,3 kb
Vektor: pAcCMV SR(-): 8,8 kb
Insert: IE1 cDNA: 1,5 kb
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Kloniert mit Xba / Kpn |

pAcCMV SR(-) IE2: 10,8 kb
Vektor: pAcCMV SR(-): 8,8 kb
Insert: IE2 cDNA: 2 kb
Kloniert mit Xba / Kpn |

E1A-defizienter adenoviraler DNA-Vektor
pJM 17: 9 kb
Kontrollverdau mit Hind 1lI

Fragmente: 2 kb, 3 kb, 4 kb

PON: 3-Galaktosidase: 7,2 kb
Kontrollverdau mit Kpnl/ Clal
Fragmente: 1 kb, 1,2 kb, 5 kb

PUC 19 DNA: 2,686 kb (Gibco BRL; # 18258-012)

2.1.1.2 Enzyme

Restriktionsendonucleasen (Boehringer Mannheim)

T4-DNA-Ligase (Boehringer Mannheim; # 481 220)

2.1.1.3 Langenstandard

1 Kb DNA Ladder (Gibco BRL; # 15615-016)

Menge fur 500 pl Marker:

350 ul TE-Puffer wurde mit 100 pl 5xTBE-Puffer (Gel loading buffer) und 50 ul 1 kb
DNA-Ladder vermischt. Pro Gel wurden 12 ul geladen

2.1.1.4 Puffer

TE-Puffer: (Tris’sEDTA-Puffer): 10 mM Tris/ 1 mM EDTA

0,06 g Tris wurde in 45 ml ddH,O aufgeldst, der pH mit HCI auf 7,5-8 kallibriert,
0,4 ml 100 mM EDTA zugegeben und mit ddH,O auf 50 ml aufgefuillt.

Probenpuffer: Hi Density TBE Sample Buffer (NOVEX; # 6678)

2.1.1.5 Bakterien
kompetente E. coli Zellen DH5a (Gibco BRL; # 18258-012)
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XL1-Blue MRF’ von Stratagene

2.1.1.6 Kulturmedien

Luria-Bertani Medium (LB-Medium)

Es wurden 10 g Bacto-Tryptone (Difco, # 0123-01-1), 5 g Hefe und 10 g NaCl ad
1000 g ddH»0O gel6st und autoklaviert.

Agar:
Es wurden 10 g Bacto-Tryptone, 5 g Hefe, 10 g NaCl und 10 g Agarose (Sigma; #
05068) ad 1000 g ddH»O geldst und autoklaviert.

2.1.1.7 Platten

Herstellung von Agarplatten:

Der zuvor autoklavierte Agar wurde in der Mikrowelle erhitzt. In einem 55°C
Wasserbad wurde der nun flussige Agar abgekihlt und Ampicillin  (50mg/ml)

zugegeben. Pro Agarplatte wurden ca. 20-30 ml flissiger Agar eingefillt.

2.1.2 Methoden

2.1.2.1 Restriktionsverdau von Plasmiden

Der Verdau von Vektoren wurde mittels Restriktionsendonukleasen (Boehringer
Mannheim) in 0,5 ml Eppendorfcups durchgefiihrt. Als Puffer wurden die jeweils von
der Firma empfohlenen Puffer eingesetzt. Ein Reaktionsansatz enthielt 1 mi DNA mit
c=1 g/m, 1 m Restriktionsenzym und 1 ml Puffer ad 10 m ddH,O. Der Ansatz wurde
60-120 min im Wasserbad bei 37°C inkubiert. Durch Zugeben von 2 m 5xTBE wurde

der Restriktionsverdau gestoppt und fur die Elektrophorese mit Marker gefarbt.

2.1.2.2 1% iges Agarosegel fur Gelelektrophorese

Als Puffer wurde 10xTBE-Puffer verwendet, der mit ddH,O auf 1x verdiinnt wurde.
Fur 100 ml Agarosegel wurde 1 g Agarose in einen 200 ml Erlmayerkolben
eingewogen und mit 1xTBE-Puffer auf 100 g aufgeflillt. Die Suspension wurde

mehrmals in einem Mikrowellenherd aufgekocht und geschwenkt, bis die Agarose
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vollstandig geldst war. Ein auf den Erlmayerkolben gelegtes Uhrglas verhinderte das
Verdampfen. Erst kurz vor dem Giel3en wurden 2,5 pl Ethidiumbromid zugegeben.

2.1.2.3 Gelelektrophorese

Gesuchte DNA-Fragmente werden Uber ein praparatives Agarosegel von den
Ubrigen Fragmenten entsprechend ihrer Gré3e getrennt.

Elektrophoresen wurden bei 20 mV begonnen, bis der Inhalt der Kammern gleich
mafig in das Gel gewandert war, dann wurde die Elektrophorese mit 100-160 V (40-
80 mA) fortgesetzt.

Als DNA-Langenstandart diente 1 kb DNA-Ladder (Gibco BRL).

2.1.2.4 DNA Eluation aus dem Agarose Gel

Die Eluation der DNA aus Agarose erfolgte mit dem Agarose Gel DNA Extraktion Kit
(Boehringer Mannheim; # 1696505).

Die gesuchten DNA-Fragmente wurden sorgfaltig mit einem Skalpell aus dem Gel
geschnitten und jeweils in 1,5 ml Eppendorfréhrchen gegeben. Die geflllten
Rohrchen wurden bei 4°C Uber Nacht im Kuhlschrank gelagert oder sofort
weiterverarbeitet. Pro 100 mg Agarose wurden 300 nm Agaroselosungspuffer
zugegeben. Die Roéhrchen wurden ca. 30 sek gevortext. Die Silika-Matrix wurde
solange gevortext, bis sich eine homogene Mischung gebildet hatte und 10 n der
Silika-Suspension wurden der Probe zugegeben. Die Mischung wurde 10 min bei 56-
60°C inkubiert und alle 2-3 min gevortext. Nach Zentrifugieren der Probe bei 10.000
rom fur 30 sek wurde der Uberstand verworfen. Das die DNA enthaltende Pellet
wurde mit 500 m Nukleinsaurebindungspuffer gevortext, dann zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das Pellet wurde mit 500 pl Waschpuffer resuspendiert,
zentrifugiert und der Uberstand wieder verworfen. Dieser Waschschritt wurde
wiederholt. Um die im Pellet befindliche DNA zu trocknen, wurde die verbleibende
Flissigkeit mit einer Pipette entfernt und das Reaktionsgefal3 umgedreht auf ein
Papierhandtuch gestellt. Das getrocknete Pellet hat eine weil3e Farbe. Um die DNA
mit TE-Puffer aus dem Pellet zu l6sen, wurde das Pellet mit 8 m TE-Puffer
resuspendiert und 10 min bei 56-60°C inkubiert. Nach dem Zentrifugieren wurde der
Uberstand, der die DNA enthielt, in ein 0,5 ml Eppendorfréhrchen gegeben. Dieser
Schritt wurde mit 6 m TE-Puffer wiederholt.
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Die Qualitat der eluierten DNA wurde in einem Agarosegel gepruft. Als Probe wurden
2 m Eluat, 6 m ddH,0 und 2 ml 5XTBE Gelladepuffer eingesetzt.

2.1.2.5 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligationsreaktion wurde durch die T4-Ligase (Boehringer Mannheim, # 481220)
katalysiert. Die Ligation wurde bei 16°C in einem Wasserbehalter tber Nacht
durchgefuhrt. Das Reaktionsvolumen betrug 10-20 m. Dabei wurden Vektor und
Insert, die vorher aus Agarosegel isoliert wurden, in verschiedenen Reaktiosanséatzen
im Verhaltnis von 1:3 bis 1:10 eingesetzt. 10% des Gesamtvolumens entfiel auf die
T4-Ligase. Vor Zugabe von Enzym und 1x Ligase-Buffer wurde der Reaktionsansatz
10 min bei 45-55°C inkubiert.

2.1.2.6 Transformation von DH5a kompetenten E.coli Zellen mit Plasmid-DNA

Pro Transformationsansatz wurden 50 m kompetente E. coli Zellen auf Eis 10 min
aufgetaut. 10-100 ng DNA wurden in einem Volumen zwischen 1-3 nm hinzugefugt.
Als positive Kontrolle wurde pUC 19 verwendet. Es erfolgte eine Inkubation auf Eis
fur 30 min und anschlieend ein Hitzeschock bei 42°C im Wasserbad fur 30 sek. Die
Proben wurden fir 2 min auf Eis gelegt, 950 mi steriles LB-Medium hinzugeftigt und
fur 1 h bei 37°C mit 200 rpm geschuttelt. Daraufhin folgte eine Zentrifugation bei 950
rom fur 5 min. Nach Abnehmen und Verwerfen von 750 m des Uberstandes und
Resuspensieren des Pellets in dem restlichen Medium wurden 100 ml pro Ansatz auf

vorgewarmte Ampicillin  Platten (50 mg/l) ausplattiert und Uber Nacht im
Warmeschrank bei 37°C inkubiert.

2.1.2.7 Isolierung von DNA aus Bakterienzellen und DNA-Preparation

Vorkulturen fur die DNA Praparation:

Die nach der Transformation auf selektiven Platten gewachsenen Kolonien wurden
vermehrt. Dazu wurde fir jede zu untersuchende Kolonie ein Glasrohrchen mit 2 ml
LB-Medium mit Ampicillin 50 mg/l gefullt. Mit auoklavierten Zahnstochern und im
Bunsenbrenner ausgeglihter Pinzette wurde die Kolonie gepickt und zusammen mit

dem Zahnstocher in das Rohrchen gegeben. Die Roéhrchen wurden mit einem
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luftdurchlassigen Deckel verschlossen und Uber Nacht bei 37°C mit 225 rpm

geschuttelt.

DNA-Praparation mit dem S.n.A.P. Miniprep Kit (Invitrogen Version C; # K 1900-01):
Im ersten Schritt wurde die Bakterienwand lysiert und Proteine werden prazipitiert.
Der tber Nacht inkubierten Vorkultur wurde 1 ml entnommen und in einem 1,5 ml
Eppendorfcup mit 10000 rpm fir 5 min zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 100 m
Resuspension Buffer resuspendiert. Dem Ansatz wurden weitere 50 mi Resuspension
Buffer zugegeben. 150 pl Lysis Buffer wurde hinzugefugt und die Proben wurden
vorsichtig gemischt, indem die ReaktionsgeféaRe 6 mal um die Horizontale gedreht
und 3 min bei Raumtemperatur inkubiert wurden. Die Proteine wurden durch
Hinzuflgen von 150 ni Precipitation Salt ausgefallt. Die Proben wurden wieder 6 mal
gedreht und bei 13000 rpm abzentrifugiert.

Im zweiten Schritt wurden die Plasmide an eine Saule gebunden und gereinigt. Dem
in ein steriles Eppendorfgefal tberfiihrten Uberstand wurde 600 pl Binding Buffer
zugegeben. Nach 6 maligem Umwenden der Eppendorfcups wurde die Losung in die
Saule geschuttet und bei 13000 rpm 30 sek zentrifugiert. Ein Waschschritt erfolgt mit
500 pl Wash Buffer. Nach erneutem Zentrifugieren wurde 900 pl 1x Final Wash
Buffer in die Saule pipettiert. Danach wurde die Sdule bei Maximalgeschwindigkeit
trocken zentrifugiert.

Im dritten Schritt erfolgte die Plasmideluation aus der Saule. Das Oberteil der Saule
wurde auf ein Eppendorfgefal3 mit abgeschnittenem Deckel gesteckt und mit 60 ni
TE-Buffer 3 min inkubiert. Plasmidhaltiger TE-Puffer wurde bei 13000 rpm in das
Eppendorfcup abzentrifugiert.

Der Erfolg der DNA-Praparation wurde durch einen Restriktionsverdau des Plasmids

und anschlie3ender Analyse der erhaltenen Fragmente im Agarosegel tberpruft.

Vorkultur fur Maxiprep:

In einen mit Alufolie abgedeckten und autoklavierten 500 ml Erlmayerkolben wurden
250 ml LB-Medium (Ampicillin 50 mg/ml) gefullt und 0,5 ml der Vorkultur des
entsprechenden Miniprep dazugegeben. Die Erlmayerkolben wurden wieder mit ihrer
Alufolie bedeckt und Uber Nacht bei 37°C mit 200 rpm geschilittelt.
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DNA-Praparation mit Maxiprep Kit Qiagen Plasmid Purification ( Qiagen; # 12163):

Die Vorkultur wurde mit 5000 rpm 15 min bei £C abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde Dbeseitigt und das Bakterienpellet mit 10 ml P1 resuspendiert. Die
Bakterienwand wurde mit 10 ml P2 lysiert. Nach vorsichtigem Mischen durch 46
maliges Umdrehen der Flasche wurde das Gemisch 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Es wurde 10 ml eisgekihltes P3 zugegeben und sofort vorsichtig gemischt.
Nach einer Inkubationszeit von 20 min auf Eis wurde fur 30 min bei 4°C mit 10 000
rom zentrifugiert. Der Uberstand, der Plasmid enthalt, wurde mit serologischen
Pipetten abgenommen und erneut bei 10 000 rpm 15 min bei 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in einem 50 ml Falkon bei 4°C im Kuhlschrank aufbewahrt. Die im
Kit mitgelieferten Saulen wurden nun Uber frischen 50 ml Falkons fixiert. Eine
Equilibrierung der Saulen erfolgte mit 10 ml QBT-Buffer. Nachdem der plasmidhaltige
Uberstand durch die Saule gelaufen war und die DNA an die Saule gebunden war,
folgte ein Waschschritt mit zweimal 30 ml QC. Um die DNA aus der Saule zu
eluieren, wurde sie auf ein frisches Zentrifugenrdhrchen gesetzt und 5 ml QF
zugegeben. Die im Eluat enthaltene DNA wurde nun durch Zugabe von 10,5 ml
Isopropanol prazipitiert. Nach Zentrifugieren mit 10 500 rpm 30 min bei £C wurde
der Uberstand, ohne das Pellet dabei aufzulésen, weggeschiittet. Die Reinigung der
DNA erfolgte durch Zugeben von 5 ml 70% Ethanol und anschlielRendes
Zentrifugieren bei 10 500 rpm fir 10 min. Das plasmidhaltige Pellet wurde 5-10 min
bei Raumtemperatur kopftber auf ein Papier gestellt getrocknet. Das Pellet wurde in

120 ul TE-Puffer aufgeldst und in Eppendorfcups aufbewabhrt.

2.1.2.8 Photometrische Quantifizierung von DNA
Die photometrische DNA-Quantifizierung erfolgte mit dem Photometer bei 260 nm

und 280 nm nach folgenden Formeln:

DNA-Konzentration [ng/m] = Dilutionsfaktor D x Ausgleichsfaktor (AsDNA: 50 pg/ml)

x Extinktionswert (260 nm)

DNA-Reinheit: Extinktion A 260 nm / Extinktion 280 nm >1,7-1,8
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2.2 Zellkultur

2.2.1 Material

2.2.1.1 Chemikalien und Losungen
PBS (Sigma)

Trypsin EDTA (Sigma)

Citrate Saline

Isopropanol (Sigma)

3,7% Formalin

HBS ( HEPES buffered saline)
FCS ( fetales Kalberserum; Gibco)
Hitze inaktiviertes FCS

Glutamin (Gibco)

Penicillin/ Streptomycin (Clonetics)

Ciprobay

2.2.1.2 Kulturmedien

Freezing —Medium (Gibco; # 11101)

DMEM-Medium (Gibco)

SmBm-Medium (Clonetics; # CC-3181)

CASMC-Zusatzkit mit Wachstumsfaktoren (SmGM-2 BulletKit, Clonetics; # CC-3182)

Kit zum Zellen splitten

Splitting Kit mit Trypsin/EDTA (T/E) ( Clonetics; # CC-5012), HEPES-Buffered Saline
Solution (HEPES-BSS) und Trypsin Neutralizing Solution (TNS) (Clonetics; # CC-
5002)

Fungizone

2.2.1.3 Zellen

293 (HEK)-Zellen

Als Medium wurde 500mI DMEM-Medium (Gibco) verwendet, dem 50ml
hitzeinaktiviertes FCS (Gibco), 5ml Glutamin (Gibco) und 5ml Penicillin
(1000IE/ml)/Streptomycin (10mg/ml) hinzugefiigt worden waren.
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Die Zellen wurden bei einer Konfluenz von 80-90% im Verhaltnis 1:3 gesplittet. Ein

Mediumwechsel erfolgte jeden zweiten bis vierten Tag.

CASMC (humane koronare glatte Muskelzellen; Clonetics)

Als Medium wurde 500 ml SmBM-Medium (Clonetics) verwendet, dem die
Wachstumsfaktoren 0,5 pg/ml hEGF (human recombinant Epidermal Growth Factor)
0,5 ml, 1 w/ml hFGF (human recombinant Fibroblast Grouth Factor) 1 ml und 5
mg/ml Insulin 0,5 ml sowie 25 ml hitzeinaktiviertes FCS, 0,5 ml 50 mg/ml Gentamycin
und 50 pg/ml Amphotericin-B hinzugefliigt worden waren (SmGM-2 BulletKit,
Clonetics; # CC-3182).

Die Zellen wurden bei einer Konfluenz von 80-90% im Verhéltnis 1:3 gesplittet. Ein

Mediumwechsel erfolgte jeden zweiten Tag.

NH3T3 ( Mausefibroblasten)

Als Medium wurde 500 ml DMEM-Medium (Gibco) verwendet, dem 50 ml
hitzeinaktiviertes FCS (Gibco), 5 ml Glutamin (Gibco) und 5 ml Penicillin (1000
IE/ml)/Streptomycin (10 mg/ml) hinzugefiigt worden waren.

Die Zellen wurden bei einer Konfluenz von 80-90% im Verhéltnis 1:3 gesplittet. Ein

Mediumwechsel erfolgte jeden zweiten bis dritten Tag.

HFF ( humane Vorhautfibroblasten)

Als Medium wurde 500 ml DMEM-Medium (Gibco) verwendet, dem 50 ml
hitzeinaktiviertes FCS (Gibco), 5 ml Glutamin (Gibco), 5 ml Penicillin (1000
IE/ml)/Streptomycin (10 mg/ml) und 2,5 ml Ciprobay hinzugefugt worden waren.

Die Zellen wurden bei einer Konfluenz von 80-90% im Verhéltnis 1:3 gesplittet. Ein

Mediumwechsel erfolgte jeden zweiten bis dritten Tag.

2.2.2 Methoden

2.2.2.1 Zellpassagierung
HFF und NH3T3-Zellen:
Nach Absaugen des Mediums aus den 75 cm? Kulturflaschen (Sarstedt) wurden die
Zellkulturflaschen zweimal mit 10 ml PBS (Sigma) gespdult. Durch Zugabe von 1 ml
Trypsin-EDTA (Sigma) wurden die Zellen vom Flaschenboden enzymatisch innerhalb

von etwa 3min im Warmeschrank abgelést. Um das Trypsin zu inaktivieren, wurden 9
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ml Medium zugegeben. Die Zellsuspension wurde in 10 ml Falkons bei 1000 rpm 5
min zentrifugiert. Nach Abgiel3en des Mediums wurden die Zellen in 3 ml frischen
Medium resuspensiert und im Verhéltnis 1:3 auf neue mit 10 ml Medium geflllte
Kulturflaschen verteilt. Um einen gleichméafigen Zellrasen zu erzielen, wurden die

Flaschen vor der Bebriitung im Warmeschrank achterférmig geschwenkt.

CASMC-Zellen

Fur die Zellpassagierung der CASMCs wurde das CASMC Splittingset von Clonetics
mit Trypsin/EDTA (T/E), HEPES-Buffered Saline Solution (HEPES-BSS) und Trypsin
Neutralizing Solution (TNS) verwendet. Die CASMCs wurden bei der
Zellpassagierung vor Zugabe der Trypsinlosung zweimal mit HEPES-BSS
gewaschen. Zur enzymatischen Zellablosung wurden 3 ml T/E verwendet.

Inaktivierung des Enzyms erfolgte mit 3 ml TNS.

293 Zellen

Zur Zellpassagierung der 293 Zellen wurde statt Trypsin 10 x Citrate Saline
verwendet. Dafir wurden 50 g KCI ( Merck, # TA 194536-6350) und 22 ¢
Natriumcitrat ( Sigma,# S-4641) ad 500 ml H,O gegeben und sterilfiltriert.

2.2.2.2 Zellagerung

Die Zellagerung erfolgte bei —190°C im Stickstofftank. Zum Einfrieren der Zellen
wurden sie mit Freezing—Medium ( Gibco, # 11101) resuspendiert und im Verhaltnis
1:1 auf Einfrierréhrchen verteilt. Zur Zellschohnung wurden die Zellen zuerst fur
einen Tag in einer mit Isopropanol gefillten Cryovials ( Nalgene) bei -70°C gelagert

und erst danach in den Stickstofftank gegeben.

2.2.2.3 Zellzahlung in der Neubauerkammer
Nachdem die Neubauerkammer mit der Zellsuspension gefullt worden war, wurde
der Mittelwert der in den vier Quadranten gezahlten Zellen errechnet. Da ein

Quadrant 0,1 m enthalt, konnte die Zellkonzentration nach folgender Formel
errechnet werden: Mittelwert x 10.000 x Volumen der Zellsuspension [ml] =

Konzentration [Zellen/ml]
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2.3 Zellarretierung mittels FCS Entzug

Auf zwei 6 Well-Platten wurden 40 000 CASMCs pro Well ausgeséat. Bei einer
Konfluenz von 70% wurde mit einer schrittweisen Serumreduzierung begonnen. Der
FCS Anteil wurde zuerst von 5% auf 1,5% reduziert. Nach 24 h wurde das Medium
erneut gewechselt und fur 48 h ein Medium ohne FCS Anteil aufgetragen. Alle 12 h
wurden die Zellen mikroskopisch beurteilt und ihr Zustand photographisch

festgehalten.

2.4 Herstellung rekombinanter Adenoviren

2.4.1 Material

293 Medium mit 4% FCS:
Als Medium wurde 470 ml DMEM-Medium (Gibco) verwendet, dem 20 ml
hitzeinaktiviertes FCS (Gibco), 5 ml Glutamin (Gibco) und 5 ml Penicillin (1000

IE/ml)/Streptomycin (10 mg/ml) hinzugefiligt worden waren.

2 M CaClk (73,5 g CaCl, ad 250 ml H,O, pH 7,0) wurde mit einem 0,22 nmm

Nitrozellulosefilter filtersterilisiert und in kleinen Aliquots bei —20°C aufbewabhrt.

HEPES-buffered saline: HBS

280 mM NacCl, 10 mM KCI, 1.5 mM NazHPO; H20, 12 mM Dextrose, 50 mM HEPES;
entspr.:3.27 g NaCl, 0.15 g KCI, 0.043 g Nay;HPO4, 0.624 g Dextran, 2.38 g HEPES
ad 180 m HxO I; pH 7.05; ad 200 ml H»0O;

HBS wurde filtersterilisiert und in kleinen Aliquots bei —20°C aufbewahrt.

2.4.2 Kalziumphosphat Transfektion nach Graham

Zusammen mit der entsprechenden DNA werden CaCl, und HEPES-buffered Saline
(HBS) unter genauen Bedingungen (pH 7,05) miteinander gemischt. Es entsteht eine
Suspension von unloslichem Kalziumphosphat, an das sich die DNA bindet. Nach

einer halben Stunde werden die gebildeten Kalziumphosphat-DNA-Kristalle auf die
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Zellen gegeben. Die Kristalle setzen sich auf der Zelloberflache ab und werden durch
Endozytose in die Zellen aufgenommen. Die DNA gelangt in den Zellkern, wo sie

transkribiert wird.

Die 293 Zellen wurden in 60 mm? Schélchen (Falcon Labware; # 3802) so
ausplattiert, so dass sie am nachsten Tag eine Konfluenz von 80% erreichten. Am
folgenden Tag wurde eine Stunde vor Transfektion das Medium erneuert und fir 1 h
bei 37°C und 7% CO; inkubiert. Wahrend der Inkubation erfolgte eine Vorbereitung
der Transfektionsproben:

152 m dd HO, 5 m des Plasmids PIJM 17, 5m des adenoviralen Shuttlevektors
pAcCMV SR (-) IE1 bzw. IE2 ,18 mi CaCl, (2M) und 180 nm 2 x HBS (pH 7,05) wurden
vorsichtig durch 30 maliges Auf- und Abpipettieren vermischt. Die Ansatze wurden 30
min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend 334 mi tropfenweise mit einer
200 m Pipette gleichmafdig pro Platte aufgetragen und durch Schwenken in
Achterform mit dem Medium vermischt. Hierauf wurden die Platten fir 612 h im
Warmeschrank bei 37°C und 7% CO; inkubiert.

2.4.3 Abdeckung der transfizierten Zellen mit Agartberzug

Das Medium wurde abgesaugt und die Zellen mit 3 ml 1,2% Agarose (Sigma)
gemischt im gleichen Volumen mit 2xDMEM (Gibco) Uberdeckt. Hierfur wurde
autoklavierter 1,2% Agar in der Mikrowelle erhitzt, ca. 30 min. zusammen mit der
gleichen Menge 2xDMEM Gemisches im Wasserbad auf 55°C abgekuhlt, unter der
Sterilbank vermischt und anschlie3end bei einer Mediumtemperatur von ca. 37°C auf
die Zellen gegeben. Alle 3-4 Tage wurden 2-3 ml des Agar/ 2xDMEM Gemisches
hinzugefiigt. Ab dem 9. Tag konnten bei erfolgreicher Transfektion durch Hinzufligen
von 1% Neutral Red Lésung ( Merck, # 1.01376) zum Agar die entstandenen
Plaques als Locher im Zellrasen sichtbar gemacht oder im Gegenlicht als runde

Aufhellungen im Zellrasen erkannt werden.

2.4.4 Plaqueaufreinigung

Die entstandenen Plaques wurden mit 1000 m Pipettenspitzen, deren Spitze mit
einer sterilen Schere abgeschnitten waren, um den Durchmesser zu vergrof3ern, als

40



Agarblock ausgestochen und wurden mit 293 Medium in 1,5 ml Eppendorfréhrchen

gefullt bei —70°C eingefroren.

2.45 Virusnachweis und erste Viruspropagierung

Zur Feststellung des Virusgehalts eines Plaques wurden 293 Zellen in 6 Wellplatten
ausplattiert und mit virushaltigem Medium versehen. Die Infektion von Zellen konnte
am zytopathischen Effekt erkannt werden. Infizierte Zellen werden 6dematés, bilden

Vakuolen im Zytoplasma, runden sich ab und lI6sen sich vom Plattenboden.

Die Plaques wurden zwei mal auf Eis aufgetaut und wieder eingefroren. Diese
MalRnahme diente dazu, die Zellwdnde aufzubrechen, um so eine ho6here
Virusausbeute zu erhalten. Nach Zentrifugation bei 1000 rpm fur 3 min wurden pro
Schale 400 m plaquehaltiges Medium und 600 m frisches Medium eingesetzt. An
virusinfizierten Zellen konnte nach ein bis drei Tagen der zytopathische Effekt
beobachtet werden.

Wenn der zytopathische Effekt etwa 50% der Zellen erfasst hatte, wurden die Zellen
mit einem Zellabkratzer vom Plattenboden abgeldst und die Medium-Zellsuspension
in einem 1,5 ml Eppendorfrohrchen bei -70°C eingefroren. Erst nach dreimaligem
Auftauen und Einfrieren wurde das virushaltige Medium zur weiteren Infektion

verwendet.

2.4.6 Viruspropagierung und Herstellung eines Large Scale Prep

Infiziert wurden zu 80% konfluente 293 Zellen in 75 cm? Zellkulturflaschen. Nach
Entfernen des Mediums wurden 100 m des zuvor erhaltenen Virus-Medium-
Gemisches und 900 m frisches Medium zugegeben. Durch Schwenken der Flaschen
wurde die Flussigkeit gleichmaRig tdber dem Zellrasen verteilt. Um eine grolie
Infektionsrate zu erzielen, wurden zur Infektion mdglichst kleine Volumina verwendet.

Die Zellen wurden bei 37°C 1 h inkubiert und dabei alle 10 min geschwenkt. Nach

einer Stunde wurden 8 ml 293 Medium hinzugegeben. Der zytopathische Effekt
stellte sich nach 12-36 h ein.
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Nachdem bei 50% der Zellen ein zytopathischer Effekt aufgetreten war, wurden die
Zellkulturflaschen bei -70°C eingefroren. Nach dreimaligem Auftauen und Einfrieren
wurden die Zellen mit einem Zellkratzer vom Flaschenboden abgeldst und die Zell-

Medium-Suspension in 500 m Portionen in Kryordéhrchen bei-70°C gelagert.

2.4.7 Titerbestimmung des Large Scale Prep durch Plague forming assay

Zur Titerbestimmung wurden 293 Zellen mit verschiedenen Viruskonzentrationen
infiziert und mit 2xDMEM (Gibco) Agarose-Medium Overlay bedeckt. An Hand der
Anzahl der auftretenden Plaques, der verwendeten Virusverdinnung und des zur
Infektion eingesetzten Volumens konnte der Virustiter errechnet werden.

Zur Infektion wurde Virus aus dem LSP verwendet. Um Zelldetritus aus der
Viruslésung zu entfernen, wurde bei 5000 rpm fir 3 min zentrifugiert. Infiziert wurden
sechs mit je 400 000 Zellen ausplattierte 60 mm? Platten.

Vom Virus wurde eine Verdinnungsreihe hergestellt. Verdinnt wurde jeweils 1:10 bis
1:108. Die Zellen wurden mit einem Volumen von 300 ni in den Verdiinnungen von
10%, 10%, 10°, 10° 107 infiziert. Die sechste Platte diente als Kontrolle und wurde mit
virusfreiem Medium inkubiert. Sieben Tage nach dem Aufbringen des Agar-Medium-
Overlays konnten die Plagues ausgezahlt werden. Der Virustiter errechnete sich
nach folgender Formel:

C [PFU/mI] = Plagueanzahl x 1000 / 300 m x Verdlinnungsfaktor

Der Virustiter wurde in der Einheit PFU (plagueforming units)/ml angegeben.

2.5 Propagierung des hCMV in HFF Zellen

HFF Zellen wurden in 175 mm? Zellkulturflaschen gezogen und bei einer Konfluenz
von 80% mit 1 ml der hCMV Ldsung infiziert. Entsprechend der Propagierung der
Adenoviren wurden die Zellkulturflaschen alle 10 min geschwenkt, um eine
Austrocknung der Zellen zu vermeiden. Nach einer Stunde Inkubation wurden den
Flaschen 15 ml HFF Medium zugefligt. Der zytopathische Effekt trat nach 12-24 h
ein. Das Ernten des Virus wurde durchgefiihrt, nachdem bei der Halfte der infizierten
Zellen mikroskopisch ein zytopathischer Effekt nachweisbar war. Dies war meist

nach 24 h erreicht. Das Ernten erfolgte, wie unter 4.7.5. bereits beschrieben, durch
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mehrmaliges Einfrieren und Auftauen der Zellen, um die Zellwande aufzubrechen.
Die Zellen wurden mit einem Zellkratzer vom Flaschenboden abgeldst und jeweils
500 pl der Zell-Virus-Medium -Suspension in Kryoréhrchen abgeftillt. Die Suspension

wurde bei—70°C gelagert.

2.5.1 Titerbestimmung des propagierten hCMV

Analog zur Titerbestimmung des Adenovirus erfolgte eine Infektion von HFF Zellen

mit einer Verdlinnungsreihe des geernteten Virus. Nach drei Wochen wurde anhand

der gezahlten Plaques der Titer bestimmit.

2.6 Proteingewinnung infizierter CASMCs mit Adenovirus IE1 bzw.
IE2

2.6.1 Infektion der Zellen fur die Proteingewinnung

Die Proteinisolierung erfolgte zu drei Zeiten:

Es wurden 13 Platten mit 3,5 cm Durchmesser mit 280 000 CASMCs pro Platte
vorbereitet. Die Zellen wurden bei einer Konfluenz von ca. 70% durch schrittweisen
FCS Entzug arretiert ( siehe 2.3.).

Zum Zeitpunkt t=0 h erfolgte die Infektion der 13 CASMC Platten: drei Platten wurden
mit Ad-IE1 mit einer MOI von 10 infiziert, drei Platten mit Ad-IE2 mit einer MOI von
10, drei Platten mit Ad-BGal in einer MOI von 10. Als Positivkontrolle wurden drei
Platten mit 10 ng/ml PDGF stimuliert, als Negativkontrolle eine Platte CASMCs
serumfrei inkubiert. Zum Zeitpunkt t=24 h erfolgte die erste Proteinisolation einer Ad-
IE1 Platte, einer Ad-IE2 Platte, einer Ad-RGal Platte und einer PDGF stimulierten
Platte. Zum Zeitpunkt t=48 h erfolgte die Proteinisolation einer Ad-IE1 Platte, einer
Ad-IE2 Platte, einer Ad-BGal Platte und einer PDGF stimulierten Platte. Zum
Zeitpunkt t=72 h erfolgte die Proteinisolation einer Ad-IE1 Platte, einer Ad-1E2 Platte,
einer Ad-RGal Platte, einer PDGF stimulierten Platte und einer nicht stimulierten
CASMC Platte als Negativkontrolle.
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2.6.2 Proteingewinnung

2.6.2.1 Material

CASMC

NTE-Puffer: 200 mM NaCl, 10 mM TRIS, pH 7,4
NP40 10%tig (Sigma; # N 6507)

Glycerol 80%tig (Sigma; # G 9012)

2.6.2.2 Proteingewinnung

Wenn der zytopathische Effekt mehr als 50% der Zellen erfasst hatte, wurden die
Zellen mit Zellkratzern vom Flaschenboden geldst und zusammen mit ihrem Medium
in 10 ml Falkons bei 1000 rpm und 4°C 10 min zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 0,5
ml NTE-Puffer resuspendiert und in 1,5 ml Eppendorfgeféal3e Gberfuhrt. Die Zugabe
von 25 m des 10%tigen Detergents NP40 lysierte die Zellwand. Nachdem die Probe
fur 30 sec gevortext worden war, wurde mit 14 000 rpm fir 20 min bei 4°C
zentrifugiert. Der proteinhaltige Uberstand wurde mit 80% Glycerol 1:10 verdinnt und

bei -70°C gelagert.

2.6.3 Bestimmung der Proteinkonzentrationen mittels Bradfort Assay

Durch einen Bradford Assay (Biorad) wurden die Proteinkonzentrationen bestimmt:
Als Standard wurde Albumin in PBS 1,28 mg/ml, 0,64 mg/ml, 0,32 mg/ml, 0,16 mg/ml
und 0,08 mg/ml verwendet. Es wurden je 5 ul Standards und nachfolgend die zu
bestimmenden Proben in eine 96 Well-Platte pipettiert, 25 yl Reagenz A und 200 pl
Reagenz B dazu gegeben und 15 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Die
Messung der Proteinkonzentration erfolgte am Elisameter mit einer Wellenlange von
750nm.

2.7 Western Blot

2.7.1 Material

Gelkammer: Xcell Il Mini-Cell and Blot Module (NOVEX; # EI 9001)
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Blotpad (NOVEX; # EI 9052)

Novex Gel: 4-20% TAE-Gel(# EC 6025), 4-12%TAE-Gel(# EC6035)
Immun Star Anti-Mouse Detection Kit (Biorad)

Western Blotting Luminol Reagent (Santa Cruz Biotechnology; # sc-2048)
Proteinstandart: Kaleidoscope Prestained Standarts (Biorad; #74815)
Marker: Valeidoscope Protein Standard (Biorad;# 161-0324)
Nitrocellulosemembran: Hybond C extra (Amersham; # 71720-31)

Filterpapier
Frischhaltefolie
Fotokassette

Film: X-OMAT (Kodak)

-Primére Antikorper

Mouse Anti-CMV protein IE72 monoclonal antibody ( Vancouver Biotech, # G13-6E1)
1:500

Mouse Anti-CMV protein IE84 monoclonal antibody ( Vancouver Biotech, # G13-
12E2) 1:500

Cdk 4 Kaninchen (Santa Cruz Biotechnology,# sc-260-G) 1:500

Cdk 2 Maus (Santa Cruz Biotechnology, # sc-6248) 1:500

Mouse Anti-Actin, smooth muscle monoclonal Antibody 1:333 (Chemicon
International Inc., # MAB 1522)

Cyclin D1 Maus 1:500 (Santa Cruz Biotechnology,# sc-6281)

PCNA Maus 1:500 (Santa Cruz Biotechnology,# sc-56)

-Sekundéare Antikorper
Goat-anti-mouse Ig-HRP conjugated ( Santa Cruz Biotechnology, # sc-2004) 1:5000
Donkey-anti-rabbit-lg-HRP conjugated (Santa Cruz Biotechnology, #sc-2313) 1:5000

Positiv Kontrolle:

Standard (rek. Protein) Cyclin D1 (Santa Cruz Biotechnology,# sc-4074 WB) 1:100
Standard (rek. Protein) Cdk 2 (Santa Cruz Biotechnology,# sc-4069 WB) 1:100
Standard (rek. Protein) Cdk 4 (Santa Cruz Biotechnology,# sc-4070 WB) 1:100
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Ldsungen fur den Western Blot:

NTE-Puffer: 200 mM NaCl, 10 mM TRIS, pH 7,4

0,12 g TRIS, 0,58 g NaCl ad 100 ml

NP40 10%tig (Sigma; # N 6507)

Glycerol 80%tig (Sigma; # G 9012)

Tris-Glycin Runningbuffer 10x (NOVEX; # LC 6675)
Transfer-Buffer (NOVEX; # LC 3675)

Tween 20 (Sigma; # P 5927)

TBST: 20 mM Tris’HCI pH 7,5, 150 mM NacCl, 0,05% Tween 20
TBS: 20 mM Tris>HCI pH 7,5, 150 mM NacCl

3% Bovine serum albumin BSA (Sigma # B 4287) in PBS (Gibco; # 14200-075)

2.7.2 Vorbereitung der Proteinproben

Nach Auftauen der Proteinlésung auf Eis wurden in 0,5 ml Eppendorfrohrchen 10 m
(30 -50 g) des Proteins mit 10 m Sample Buffer fir 2 min in kochendem Wasser
denaturiert und wieder auf Eis gelagert. Als GroRenstandard wurden 5 mi Marker mit
5 m Sample Buffer verwendet. Als Negativkontrolle diente Protein aus nicht
infizierten CASMCs. Zur besseren Auflosung wurden je nach Proteingrol3e
verschieden prozentige Tris-Glycin-Gele verwendet. Nach Zusammensetzen der Gel-
Kammer und Laden der Proben wurde die Elektrophorese gepuffert mit 1x Running
Buffer bei 125 V und 30—40 mA durchgefuhrt.

2.7.3 Blotten auf Nitrocellulose

Nach Aufbrechen der Gelkassette und Entnahme des Gels wurde dieses fir 10 min
in 50 ml 1xTransfer Buffer inkubiert. Die Nitrozellulosemembran und vier Filterpapiere
wurden auf die GréRRe der Blotkammer 8x6 cm zugeschnitten und wie folgt in der
geodffneten Blotkammer geschichtet: Am Boden, dem Minuspol der Kammer, lagen
zwei mit Transfer Buffer getrankte Pads, darauf ein Filterpapier, auf das das Gel
gelegt wurde. Ein weiteres Filterpapier und zwei getrankte Blotpads bildeten den
Abschluss. Nach Auflegen jeder neuen Schicht wurde mit dem hinteren Ende einer

Pasteurpipette eingeschlossene Luft seitlich herausgestrichen. Die geschlossene
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Blotkammer wurde dann in die Novexkammer eingesetzt, das Blotmodul mit
1xTransferbuffer und die Kammer mit ddH,O gefillt. Geblottet wurde bei 30 V und
200 mA fir 2 h.

Nach dem Blotten wurde die Membran 10 min getrocknet und konnte in einer

Frischhaltefolie verpackt im Kihlschrank gelagert werden.

2.7.4 Antikérpermarkierung der Membran

Die Membran wurde kurz mit TBST gespiilt. Alle Inkubationsschritte wurden auf dem
Schittler durchgefuhrt. Um unspezifische Antikorperbindung zu minimieren, wurden
unspezifische Antikérperbindungsstellen durch Inkubation mit 3% BSA in PBS fir 30
min gebunden. Der primare Antikorper, der fir das gesuchte Protein spezifisch war,
wurde 30 min inkubiert. Die Antikdrperverdinnung betrug 1: 200 in 50 ml TBST.
Nicht gebundene Antikdrper wurden durch dreimaliges Waschen der Membran in 50
ml TBST fur jeweils 10 min entfernt. Der sekundéare Antikoérper, der an das Fc-
Fragment des primaren Antikdrpers bindet, wurde in einer Verdiinnung von 1:3000 in
50 ml TBST angewendet. Nach erneutem dreimaligem Waschen wurde die Membran

vorsichtig mit TBS gespdlt.

2.7.5 Chemoluminiszenz

Chemoluminiszenz entsteht durch Reaktion des Luminol mit der am Fc-Fragment
des sekundaren Antikdrpers gebundenen alkalischen Phosphatase bzw. Peroxidase.
Western Blotting Luminol Reagent wurde in Kombination mit Peroxidase
gebundenen sekundaren Antikérpern verwendet.

Losung A (Luminol) und B (Peroxidase) wurden zu gleichen Teilen gemischt und
etwa 5 ml auf die Membran getraufelt. Nach einer Inkubationszeit von 1 min wurde
die Flussigkeit vom Rand der Membran her mit einem Filterpapier abgezogen, ohne
dabei die Oberflache der Membran zu bertihren. Um ein Austrocknen zu verhindern,
wurde die Membran in Frischhaltefolie gewickelt und exponiert ( X-OMAT von
Kodak). Die Expositionszeit betrug je nach Starke des Signals zwischen 10 sec und 2

min.
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2.8 Indirekte Immunfluoreszenzfarbung von infizierten CASMC

Immunfluoreszenzfarbung wurde zur Verifikation der Proteinexpression des
rekombinanten Adenoviruses durchgefuhrt.

In zweikammrige Zellkulturschalen wurden 30 000 CASMCs per Kammer ausplattiert
und 24 h spater mit einer MOI (multiplicity of infection) von 10 mit 1 ml Medium
infiziert. Nach 16 h wurde das infektiosse Medium durch frisches Medium ersetzt.
Nach 48 h wurden die Zellen mit 4% PFA fixiert.

2.8.1 Material

Two Chamberslide ( Sarstedt)
Deckglaser ( Sigma)
Parafilm

Losungen:

4% PFA in Buffer A:

1.6 ml 1 M NaH2PO4, 8,4 ml 1 M Na2HPO4, 8,5 g NaCl, 1 ml 1 M MgCI2; mit ddH20
ad 900 ml; pH 7,4; mit H20 auf 11 bringen

-Primare Antikorper:

Mouse anti-actin, smooth muscle monoclonal antibody (Chemicon International, #
MAB 1522)

Mouse Anti-CMV protein IE72 monoclonal antibody ( Vancouver Biotech, # G13-6E1)
Mouse Anti-CMV protein IE84 monoclonal antibody ( Vancouver Biotech, # G13-
12E2)

-Sekundare Antikorper:

Texas Red dye-conjugared affinity purified Goat Anti-Mouse IgG (Jackson
ImmunoResearch Laboratories, # 115 075 164)

Fluorescin (FITC)-conjugated Goat Anti-Mouse IgG (Molecular Probes, # F-2761)
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2.8.2 Zellfixierung mit 4% PFA

Je Kammer wurden die Zellen zweimal mit 3 ml PBS gewaschen, mit 2 ml 4% PFA
10 min inkubiert und erneut zweimal mit 3 ml PBS gewaschen. Die fixierten Zellen

wurden bis zur Farbung im Kihlschrank bei 4°C aufbewahrt.

2.8.3 Indirekte Immunfluoreszenzfarbung

Nach zweimaligem Waschen mit 3 ml PBS auf dem Schdttler wurde die Zellwand mit
1,5 ml 0,1% Triton X fir 10 min permeabilisiert. Das Triton X wurde durch
dreimaliges Waschen mit PBS wieder entfernt. Unspezifische
Antikérperbindungsstellen wurden durch 10 mindtige Inkubation mit 3% BSA in PBS
gebunden. Nachdem die Kammerwénde vom Plattchen abgenommen worden waren,
wurden tropfenweise 100 m des 1:100 bis 1:50 mit BSA verdinnten primaren
Antikorpers zugegeben. Um ein Austrocknen zu verhindern, wurde der Zellrasen mit
Parafilmstreifen abgedeckt und bei 37°C fur 1 hinkubiert. Uberschiissiger Antikorper
wurde nach der Inkubationszeit durch dreimaliges Waschen in PBS entfernt. Die
Inkubation mit dem sekundaren Antikorper erfolgte in einer Verdinnung von 1:100
unter den gleichen Bedingungen. Nach erneutem dreimaligen Waschen wurde mit
einem Papiertaschentuch Flissigkeit vom Plattchen entfernt. Vor Aufbringen eines
Deckglaschens wurde 1 Tropfen Fixierdl aufgetragen. Die Lagerung der gefarbten
Objettrager erfolgte bei —4°C im Kihlschrank.

2.9 Messung der Zellproliferation mit Zellproliferations — ELISA

2.9.1 Material

96-Well Platten (Sarstedt)
Cell Proliferation ELISA, BrdU (colormetric) (Boehringer Mannheim, # 1647 229)
hPDGF (R&D Dystems GmbH, # 120-HD-005)

Spektrometer
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2.9.2 Zellproliferations-ELISA mit Bromodeoxyuridin

Prinzip:

Zellen werden mit Bromodeoxyuridin (BrdU), einem Pyrimidin-Analogon, inkubiert.
Proliferierende Zellen bauen BrdU an Stelle von Thymidin in ihre DNA ein. Nach
Fixierung der Zellen kann BrdU mit einem Anti BrdU Antikdrper gebunden und mit
Hilfe der Farbreaktion im Spektrometer quantifiziert werden. Die Absorption korreliert

mit der Zahl der proliferierenden Zellen und der Menge der DNA-Synthese.

Zunachst wurden CASMCs in 96 Well-Platten zu 2 000 Zellen pro Well ausplattiert.
Nach 24 h wurden die Zellen mittels protrahiertem Serumentzug tber 72 h in der GO-
Phase des Zellzyklus synchronisiert und arretiert. Dann erfolgte die Infektion mit
rekombinantem Adenovirus in einer MOI von 10 sowie eine Stimulation durch
Wachstumsfaktor PDGF-BBhaltiges (10 ng/ml) und 5% FCS haltiges Medium. BrdU-
labeling Reagent ( 10 mM 5-bromo-2‘-deoxyuridin in PBS, pH 7,4) war in einer
Verdinnung von 1:1000 im Medium enthalten. Als Kontrolle dienten mit [3GAL-
Adenovirus infizierte Zellen und nicht infizierte Zellen.

24 h nach Infektion wurden die Zellen mit 200 m pro Well FixDenat fixiert. Zur
Markierung mit Anti-BrdU-POD wurden 200 m pro Well Anti-BrdU-POD Working
Solution (Monoklonaler Maus-Maus Antikorper, Klon BMG 6H8, Fab Fragmente,
konjugiert mit Peroxidase) zugegeben und 90 min bei RT inkubiert. Nicht gebundener
Antikorper wurde durch dreimaliges Waschen mit 200 m Waschlésung (1xPBS)
entfernt. Zur Farbreaktion wurde 100 m Substrat ( Tetramethylbenzidin) verwendet.
Nach 2-10 min wurde die Reaktion mit 25 pl pro Well Stop Solution (1 M HSO,)

gestoppt und die Absorption im Elisameter bei 450 nm gemessen.

2.10 Messung der Zellproliferation mit °*H Thymidinassay

Mit dem 3H Thymidin assay erfolgte ein Nachweis der Zellproliferation der CASMC
nach Infektion mit Ad-1E1 bzw. Ad-IE2 MOI 10.

Ein radioaktiv markierter DNA Vorlaufer wird in einer Konzentration von 1 nCi auf die
Zellen gegeben. Die Zellen nehmen diese Verbindung auf und tberfiihren sie in das
entsprechende Deoxynucleosid-Triphosphat. Nur replizierende Zellen bauen den

markierten Vorlaufer in die DNA ein. Das *H wird im g-Scintillator nachgewiesen.
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Es wurden 100 000 CASMCs pro 60 mm A Platte ausplattiert. Nach 24 h Inkubation
in 5% FCS CASMC-Medium erfolgte eine Arretierung der Zellen durch schrittweise
Serumreduzierung entsprechend dem Protokoll. Daflr wurden die Zellen zuerst 24 h
in 1,5% FCShaltigem CASMC-Medium , und daraufhin fir 48 h in serumfreiem
CASMC-Medium inkubiert.

Nach dieser Synchronisierung der Zellen wurden je mind. zwei Platten mit Ad-1E1,
Ad-IE2, Ad-RGal und hCMV in einer MOI von 1, 10 oder bei hCMV 100 infiziert. Als
Positivkontrolle wurde auf die entsprechenden Platten zeitgleich zur Infektion der
Ubrigen Platten frisches 5% FCS Medium aufgetragen, analog dazu auf die Platten
der Negativkontrolle serumfreies Medium.

Der Thymidinassay wurde zu verschiedenen Zeiten nach der Infektion, z.B. 24 h p.i.
und 36 h p.i. mit je einer Platte mit Ad-IE1, Ad-IE2, Ad-RGal infizierten CASMCs ,
einer Positiv- und einer Negativkontrolle durchgefuhrt.

Zu diesen Zeiten erfolgte eine Zugabe von *H Thymidin zum Medium in einem
Verhéltnis von 1:1000. Nach einer Thymidineinbauzeit von 6 h began die
Durchfihrung des Assay, analog wurde bei den spateren Zeitpunkten t= 36 h, 48 h,

etc. verfahren.

2.10.1 Material

3H Thymidin ( Amersham, # TRK120)

5%TCA ( Trichloracetylsaure) eiskalt ( Sigma,#76-03-9)

ETOH eiskalt

0,1M NaOH /2% Na,CO3

Szintillationsflussigkeit: Liquid scintillator QUICKSAFE A (ZINSSER ANALYTIC,
#1008000)

2.10.2 Thymidinassay

Die Zellen wurden 3 x vorsichtig mit 2 ml PBS-A gewaschen. Nach einer Inkubation
von 20 min mit 5% TCA auf Eis wurde das TCA abgenommen und Duplikate
aufbewahrt. Die Zellen wurden zweimal mit eiskaltem ETOH gewaschen. Nach
Zugabe von 2 ml 0,1M NaOH/ 2% Na,COs; wurden sie Uuber Nacht bei

Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Losung resuspendiert und
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in 20 ml Szintillationsflaschchen umgefullt. Kurz vor der Messung wurden 10 ml der

Szintillationslésung zugegeben und die Proben gut gemischt.

2.11 Fugene Transfektion und Luciferaseassay

Es wurden vier 12 Well-Platten mit 20 000 CASMCs pro Well vorbereitet. Bei einer
Konfluenz von 60-80% wurde mit einer schrittweisen Serumreduktion begonnen.

Nach einem 48 stiindigem vollstdndigen Serumentzug erfolgte die Transfektion.

2.11.1 Transfektion

Vor der Transfektion wurde das Medium gewechselt. 1 ml frisches serumfreies
CASMC Medium wurde pro Well in 12 Well-Platten, 2 ml in 6 Well-Platten verwendet.
Folgende Angaben beziehen sich auf 12 Well Platten, 6 Well Patten benétigen eine
Verdoppelung der Menge an Fugene Reagenz, DNA und Medium:

Pro Well einer 12 Well Platte wurde 50 pl serumfreies Medium steril in ein 0,5 ml
Eppendorftibchen pipettiert. Tropfchenweise wurden 2 pl Fugene Reagenz pro Well
hinzugefligt, ohne die Wand des Ro6hrchens zu berUhren. Daraufhin wurden die
Platten 5min bei Raumtemperatur inkubiert. In der Zwischenzeit erfolgte bei
Cotransfektion zweier DNAs das Ansetzten von jeweils 0,5 ug DNA pro Well in einem
zweiten Eppendorftibchen, bzw. 1 pg DNA bei einfacher DNA-Transfektion.
AnschlieBend wurde tropfchenweise Fugene/Medium—Gemisch zur DNA
hinzugegeben und vorsichtig gemischt. Nach einer 15 minutigen Inkubation bei
Raumtemperatur wurden tropfchenweise 50 pl aus dem Fugene/DNA/Medium-
Gemisch pro Well der Zellkultur hinzugegeben. Die Platten wurden vorsichtig in

»2Achterschleifen* geschwenkt und fir 48-72 h im Brutschrank inkubiert.

2.11.2 Luciferaseassay

Die Zellen wurden zweimal mit PBS ohne Magnesium und Kalzium gewaschen und
100 ul Cell Lysis Buffer bei 12 Well-Platten bzw. 300 upl bei 6 Well-Platten
zugegeben. Mit einem Zellkratzer wurden die Zellen vorsichtig abgeldst und mit dem
bereits aufgebrachten Cell Lysis Buffer mehrfach resuspendiert. Die Proben wurden

in 500 yl Eppendorftiibchen tbertragen und kurz bei 13 000 rpm zentrifugiert. Bis zur
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Analyse wurden die Roéhrchen auf Eis inkubiert. Der Nachweis erfolgte durch einen

Luminometer (berthold, AutoLumatPlus).

2.12 Messung der Zytotoxizitat

Durch Messung der LDH-Aktivitat, die aus dem Zytosol von beschadigten Zellen in
den Uberstand abgegeben wird und die mit der Menge der lysierten Zellen Korreliert,
wird eine Quantifizierung von Zelltod und Zelllyse ermdglicht. Das Testprinzip beruht
auf einer enzymatischen Umwandlung von Laktat durch LDH in Pyruvat. Das dabei
entstehende NADH/H" wird in der Farbreaktion bei der Hydrierung von Tetrazolium
(gelb) durch Catalyst ( Diaphorase) in Formazan (rot) wieder verbraucht. Die

Absorption bei 490 nm korreliert mit der Anzahl der lysierten Zellen.

2.12.1 Material

Cytotoxicity Detection Kit (Roche Molecular Biochemicals; #16447939)
Assay-Medium: SmBM-Medium ( Clonetis;# CC-3181) mit 1% BSA (Sigma; # B
4287)

TritonX-100-L6sung: 2% Triton X ( Sigma) in Assay-Medium

Stop Lésung: 1N HCI

2.12.2 Assay

CASMC Zellen wurden in Assay-Medium gewaschen. 100 pl der Zellsuspension bei
einer Konzentration von 5000 Zellen/100 ul wurden pro Well einer sterilen 96 Well-
Platte ausgeséat. Die fur die Hintergrund- und Substanzkontrolle bestimmten Wells
wurden mit Assay-Medium ohne Zellen gefillt. Die Zellen wurden Uber Nacht in
einem Inkubator bei 37°C und 5% CO; inkubiert, um die Zellen adharieren zu lassen.
Das Assay-Medium wurde durch 100 pl frisches Assay-Medium ersetzt, um Uber
Nacht entstandene LDH-Aktivitdt zu beseitigen. In einer MOI von 100 wurden die
Zellen mit 100 ul Ad-IE1, Ad-1EZ2 infiziert. Als Kontrolle dienten mit Ad-RGal infizierte
Zellen sowie PDGF stimulierte Zellen. Die Positivkontrolle bildeten mit

Cocksackievirus infizierte Zellen. Die Wells fur die Hintergrundkontrolle wurden mit

53



200 pl Assay-Medium gefillt, die Wells fir die Sustanzkontrolle wurden mit 100 pl
Assay-Medium und 100 pl des virushaltigen Mediums hinzugefugt. Die 96 Well-Platte
wurde 24 h bei 37°C und 5% CO, inkubiert. 100 pl des Uberstandes wurden
vorsichtig in eine frische 96 Well Platte mit flachem Boden umpipetriert und in jedes
Well wurden erneut 200 pl Assay-Medium gegeben. Fir die LDH
Aktivitatsbestimmung im Uberstand wurden 100 pl der Reaktionsmischung in jedes
Well zugegeben und lichtgeschiitzt fir 30 min bei 15-20°C inkubiert. Die Messung

der Absorption erfolgte bei 490 nm, die Referenzwellenlange betrug 630 nm.

2.13Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ermdglicht die Messung der Ploiditat von Zellen. Die Zellen
werden mit einem Farbstoff behandelt, der fluoresziert, wenn er an die DNA bindet.
Die Intensitat der Fluoreszenz ist dann der DNA Menge in jeder einzelnen Zelle direkt
proportional. Zellen mit einfachem DNA-Gehalt befinden sich in der GO/G1-Phase,
Zellen mit diploidem DNA-Gehalt in der G2-/M-Phase, Zellen, deren DNA Gehalt
zwischen diesen Werten liegen, befinden sich in der S-Phase.

2.13.1 Material

CycleTest™ Plus DNA Reagent Kit (Becton Dickinson; # 340242): Trypsin-Puffer,
Trypsin-Inhibitor- und RNAse-Puffer-Losung, Propidium lodid-Farbeldsung
Aluminiumfolie

35 oder 50 puM Nylonsieb ( Falcon)

FACS-Glasrohrchen (Becton Dickinson)

FACS-Cytometer (Becton Dickinson)
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2.13.2 Zellvorbereitung

Es wurden 32 75 mm? Zellkulturflschen mit CASMCs belegt. Bei einer Konfluenz von
70% wurden die Zellen nach Protokoll schrittweise synchronisiert und 48 h lang bei
FCS freiem Medium arretiert. Es wurden je 6 Flaschen mit Ad-IE1, Ad-IE2 und VP-1
in einer MOI von 10 infiziert. 6 Flaschen wurden nicht stimuliert als Negativkontrolle
aufbewahrt und als Positivkontrolle wurden 6 Flaschen, mit PDGF in serumhaltigen
SBmB Medium stimuliert.

Zu 6 verschiedenen Zeitpunkten: t=6 h, t=12 h, t=24 h, t=36 h, t=48 h, t=72 h wurden
die Zellen der jeweiligen Flaschen mit Trypsin abgelést und zweimal in PBS ohne

Magnesium gewaschen.

2.13.3 Zellfarbung mit Propidium lodid

Die Farbung der DNA erfolgte mit dem CycleTest™ Plus DNA Reagent Kit. Die
abgeldsten Zellen wurden in einer Konzentration von ca. 5x10° Zellen bei 400xg 5
min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde vollstandig entfernt. Auf
das Pellet wurden 250 pl der Trypsin-Puffer Lésung gegeben und vorsichtig
gemischt. Nach einer Inkubation von 10 min wurden 200 pul der Trypsin-Inhibitor- und
Rnase-Puffer-Lésung hinzugegeben und wiederum vorsichtig gemischt. Diese
Suspension wurde 10 min bei Raumtemperatur inkubiert und dann wurden 200 pl der
eiskalten Propidium lodid-Farbelbésung vorsichtig hinzugemischt. Hierauf folgte
lichtgeschutzt eine Inkubation bei 2-8°C fur 10 min. Mit einem 35 oder 50 pM
Nylonsieb von Falcon wurden die Proben filtriert. Innerhalb der nachsten 3 h nach
Zugabe des Propidiumiodids musste die Messung der Proben erfolgen. Bis dahin war

eine Aufbewahrung der Proben lichtgeschilitzt bei 2-8°C mdglich.

2.13.4 Durchflusszytometrie

Die Proben wurden im Durchflusszytometer (Becton Dickinson) mit einem Argonlaser
bei 488nm (Kanal 2) gemessen.

Die Softwareanalyse der Daten erfolgte mittels ModFit? 2.0 (Verity Software House,
us).
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2.14 Cyclin A Kinase assay

Der Cyclin A Kinase Assay ermoglicht eine Zellzyklusanalyse durch Messung der
Phosphoylierung von Histon H1 durch Cyclin A/CDK1 Komplexe der G1-Phase.
Mittels Immunprézipitation wird der zu untersuchende Cyclin/CDK Komplex isoliert.
Um die Aktivitat des Cyclin A/CDK1 Komplexes messen zu kdnnen, muss eine
Phosphorylierung von Histon H1 durch andere Proteinkinasen durch Zigabe eines
Proteinkinaseninhibitors verhindert werden. Die Phosphorylierung von Histon H1 mit
radioaktiv. markiertem Phosphat wird durch Auftrennung in einem SDS
Polyacrylamidgel und Autoradiographie detektiert.

2.14.1 Material

Zellen in 6cm Kulturplatten (Sarstedt)

1x eiskaltes PBS (Gibco)

eiskalter Lysis Buffer

Protein A-Sepharose Conjugate (Amersham Pharmacia Biotech)
Anti-Cyclin Antikorper

Anti-CDK Antikorper

eiskalter Kinase Buffer

Histon-H1 Lésung

1 mM ATP in ddH,O

2000 Ci/mmol (g-**P) ATP

100 mM EDTA

2X SDS sample Buffer

PKA Inhibitionspeptid: 1 mM Peptid (Sigma) in 10 mM Natriumphosphat, pH 7,2
50 mM Roscovitine (Calbiochem) in DMSO

Negativkontrolle: Immunprazipitierte Anti-lgG Antikdrper
Positivkontrolle: Cyclin A/CDK1

75 mM Phosphorsaure (7,5 ml 1 M Phosphorséaure + 92,5 ml ddH,0)
96% Ethanol

15%-20% SDS Polyacrylamidgel

Coomassie Blau G-250 Farbelésung
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Entfarbungslosung:10% Essigsaure
Filterpapier
Plastikfolie

2.14.2 Immunprazipitation

Mit Zellen belegte Kulturplatten & 6 cm? wurden auf einer Glasplatte auf Eis gestellt.
Das Medium wurde mit einer Pasteurpipette entfernt, 3 ml eiskaltes PBS aufgetragen
und fir 1 min auf Eis inkubiert. Das PBS wurde wieder entfernt, durch neues ersetzt
und nach einer weiteren Minute sorgféltig entfernt. 1 ml Lysis Buffer wurde auf die
Zellen gegeben und fir 20 min auf Eis inkubiert. Mit einem Zellkratzer wurden die
Zellen vom Boden abgeltst und mit einer gekihlten 1 ml Spritze mit aufgesetzter
21G Nadel in kleine vorgekuhlte 1,5 ml Tubchen transferiert. Um die DNA zu
denaturieren, wurde das Lysat dreimal mit der Spritze auf- und abgezogen. Hierauf
wurden 10 pl Protein A Sepharose zugegeben und das Lysat fir 20 min mit 10 000 x
g bei 4°C zentrifugiert. Das Lysat wurde mit einer vorgekihlten 1 ml Pipettenspitze
vorsichtig entfernt, um nicht das Pellet aufzuldsen. Anti-Cyclin A Antikdrper wurde in
einem vorgekihlten Tubchen dazugegeben ( 1:1000) und auf Eis gelagert. Bei 4°C
wurden die Proben zwischen 1 h und 12 h in einem Schittler gemischt und dann 5
min mit 1000 x g bei 4°C zentrifugiert. Das Lysat wurde in ein frisches vorgekihltes
1,5 ml Tabchen gegeben, das 30-50 ul einer 50% Protein A Sepharose in eiskaltem
Lysepuffer enthielt. Die Proben wurden 30-45 min in dem Schittler bei 4°C
durchmischt und bei maximaler Geschwindigkeit 5 sec bei 4°C zentrifugiert. Das
Lysat wurde mit einer 1 ml Pipettenspitze entfernt. Dem Pellet wurden 700 ul
eiskalten Lysepuffer zugegeben und die Proben mit 10 000 x g bei 4°C zentrifugiert.

Die Mikrozentrifugation wurde dreimal mit jeweils 700 ml Lysis Buffer wiederholt.

2.14.3 Kinasereaktion
Der Uberstand wurde entfernt und 1 ml eiskalter Kinasepuffer dem Pellet

hinzugefligt. Die Proben wurden 5 min mit 10 000 x g bei 4°C zentrifugiert.
Wahrenddessen wurde das Kinaseassay-Gemisch vorbereitet:
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80 ul Kinasepuffer, 4 pl 1mM ATP (40 pM final), 4 pl 10pCi/pl ¢->*P) ATP 82000
Ci/mmol), 0,5 pl 10 mg/ml Histon H1 (50 pg/ml final), 2 ul ImM PKA Inhibitionspeptid
(20 puM final) und 9,5 pl ddH,O.

20 pl des Kinasegemisches wurde dem Pellet zugegeben und 30 min bei 30°C

inkubiert. Der Positiv- und der Negativkontrolle wurden ebenfalls 20 pl zugegeben.

2.14.4 SDS-Gelelektrophorese

Um die Kinasereaktion zu stoppen, wurde den Proben 10 pl des 2 x SDS-PAGE
Sample Buffer zugefligt. Die Proben wurden 3 min gekocht und in einem 15%igen
SDS Polyacrylamidgel aufgetrennt. Mit 500 ml Farbeldosung wurde das Gel 15 min
bei Raumtemperatur gefarbt. Die Farbelésung wurde abgeschuttet und das Gel mit
500 ml Entfarbungslosung 20 min entfarbt. Die Entfarbung wurde dreimal mit 250 ml
Entfarbungslbsung wiederholt. Das Gel wurde auf ein Filterpapier gelegt, mit
Plastikfolie eingewickelt und in einem Geltrockner fir 1 h bei 80°C getrocknet.
AnschlieBend wurde das Gel mit einem Rontgenfilm exponiert, dabei fuhrt
phosphoryliertes radioaktives Histon H1 zu einer Schwarzung des Rontgenfilms in
Form einer doppelten Bande bei 30 kD.
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3 Ergebnisse

3.1.1 Kinetik zur Zellarrettierung und Synchronisation CASMCs mittels FCS
Entzug

Um bei den geplanten Proliferationsversuchen gleiche Ausgangsbedingungen zu
erzielen, mussten sich alle verwendeten Zellen in der gleichen Zellzyklusphase
befinden. Um die Stimulierbarkeit im Wachstum zu beurteilen, sollten sich alle Zellen

in der GO-Phase, der Ruhephase befinden.

Um CASMCs fiur Proliferationsversuche zu synchronisieren und im Wachstum zu
arretieren, wurden Wachstumsfaktoren mittels FCS Entzug depletiert. AnschlieRend
wurde der Effekt eines schrittweisen Entzugs des FCS Anteils im Medium auf die
Zellen untersucht und besonders ihr Wachstumsverhalten und der Phanotyp der

Zellen beobachtet, der sich mdglichst nicht verandern sollte.

Die Kinetik zeigte, dass eine schrittweise Reduzierung des FCS Anteils den CASMCs
nicht schadete, den Phénotyp der CASMCs nicht veranderte und die Zelle schonend
in die GO-Phase uberfuhrt. Die besten Ergebnisse wurden erzielt durch eine 12-
stindige Inkubation der Zellen mit einem Mediumgemisch im Verhaltnis von 30%
serumhaltigem Medium und 70% serumfreiem Medium. Anschliel3end erfolgte ein
Serumwechsel und die Zugabe von 100% serumfreiem Medium. Nach einer
Inkubation von 48 h mit serumfreiem Medium befanden sich nahezu alle Zellen in der
GO-Phase. Es konnte semiquantitativ durch Mikroskopie kein gesteigerter Zelltod
festgestellt werden.

Aus der erzielten GO-Phase lieBen sich die Zellen durch Gabe von

Wachstumsfaktoren stimulieren oder durch Serumentzug konstant arretieren.
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Abb. 4: Serumentzugskinetik mit CASMCs; A zeigt CASMCs vor Serumreduktion, B zeigt proliferierte
CASMCs nach 24 h in 1,5% FCS, Bild C zeigt arretierte CASMCs 48 h nach 2. Serumre-
duktion (0% FCS) mit Veranderung der Zellform, D zeigt CASMCs mit cytopathischem Effekt
72 h nach Inkubation mit 0%igem Medium mit Abrundung, Auflésung der Zelladhasion und

Schwimmen im Medium.

Schrittweiser Serumentzug

-72h -48h Oh
1,5% FCS 0% FCS Infektion

haltiges Medium  haltiges Medium

Abb.5: zeitliche Ubersicht tiber Zellsynchronisierung und Wachstumsarretierung durch FCS-Entzug

vor Infektion
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3.1.2 Nachweis der Infizierbarkeit der CASMCs mit hCMV durch indirekte

Immunfluoreszenz

Cytomegalieviren bevorzugen innerhalb eines Wirtsorganismus bestimmte Zellarten.
Es gibt nur eine limitierte Anzahl an CMV permissiven Zellen, wie z.B. Makrophagen,
Fibroblasten, Endothelzellen und glatte Muskelzellen “3. Mit Hilfe indirekter
Immunfluoreszenz konnte gezeigt werden, dass CASMCs flr eine Infektion mit
hCMV permissiv waren.

Die mit hCMV in unterschiedlichen MOIs infizierten CASMCs wurden mit hCMV Ak
1:50 markiert und mit Anti-hCMV-AK 1:200 angefarbt und zeigten im
Fluoreszenzmikroskop entsprechend des Replikationsortes des hCMV die
Fluoreszenzen im Zellkern der CASMCs ( Abb. 6).

Abb. 6: indirekte Immunfluoreszenzfarbung gegen hCMV mit hCMV Ak markiert, 24 h
nach Infektion von CASMCs mit einer MOI von 1

3.1.3 Nachweis der Zellproliferation nach Infektion von CASMCs mit hCMV in
MOI von 0,1 bis 10

3.1.3.1 Zellproliferations-ELISA mit Bromodeoxyuridin

CASMCs wurden nach Protokoll schrittweise synchronisiert. Es erfolgte eine Infektion
der CASMC mit hCMV in einer MOI von 0.1, 1 und 10. Infektion mit lac Z sowie nicht
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infizierte serumarretierte Zellen dienten als Negativkontrolle, Positivkontrolle waren
durch 5% FCS haltiges Medium stimulierte Zellen.

BrdU-labeling reagent (10 mM 5-bromo-2‘-deoxyuridin in PBS, pH 7,4) war im
Medium enthalten. 24 h nach Infektion wurden die Zellen fixiert. Nach Fixierung der
Zellen wurde BrdU mit einem Anti-BrdU Antikdrper gebunden und mit Hilfe der
Farbreaktion im Spektrometer quantifiziert. Die Absorption korreliert mit der Zahl der

proliferierenden Zellen und der Menge DNA-Synthese.

Es konnte eine gesteigerte Proliferation von hCMV infizierten CASMCs im Vergleich
zu nicht infizierten und lac Z infizierten Zellen festgestellt werden. Die mit einer MOI
von 10 infizierten Zellen zeigten eine gerningere Proliferation, was vermutlich

aufgrund des in dieser Konzentration auftretenden zytopathischen Effektes resultiert.

0,30

BrdU Inkooperation

0,20 .

nicht inf MOl 0,1 MOI 1 MOI 10

Abb. 7: BrDU Inkorporation der CASMCs nach Infektion mit hCMV
MOI 0.1, MOI 1 und MOI 10
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3.2 Charakterisierung der adenoviralen IE1/IE2-Uberexpression in
CASMCs

3.2.1 Subklonierung des IE1/IE2 in pBluescript

Nach einem Restriktionsverdau des 6,7 kb groBen pCMV IE1 (PHM 135,
Stamminger) mit Eco Rl und Apa | bzw. des 7,2 kb groBen pCMV IE2 (PHM 134,
Stamminger) wurde das 1,5 kb gro3e IE1 Fragment bzw. das 2 kb groRRe IE2
Fragment aus Agarose extrahiert und mit Ligase je in einen Vektor pBluescipt® Il
SK(+/-) (2,96 kb) von Stratagene einkloniert. Abbildung 8 zeigt den Kontrollverdau
der klonierten pBlue IE1 und pBlue IE2 mit den aufgetrennten DNA Fragmenten von

1,5 kb ( IE1) und 2,96 kb (pBluescipt® Il SK(-)) sowie 2 kb ( IE2) und 2,96 kb
(pBluescipt® Il SK(-)).

N4

N &
3000
2000
1600

Abb. 8: Kontrollverdau von pBlue IE1 und pBlue IE2 mit Eco RI und Apa I: auf Bahn 1 ist ein 1kb
Marker aufgetragen, Bahn 2 und 3 zeigen die DNA Fragmente des klonierten IE1 (1,5 kb) und
IE2 (2 kb), sowie des Vektors pBIuesciptR I SK(-) (2,96 kb)
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3.2.2 Klonierung in den pAcCMV SR(-) Shuttlevektor

Mit Xba | und Kpn | erfolgte der Restriktionsverdau des vorher klonierten pBlue IE1
(4,4 kb) bzw. pBlue IE2 (4,9 kb). Die erhaltenen 1,5 kb und 2,0 kb grof3en Fragmente
IE1 und IE2 wurden nach Extraktion aus Agarose mit dem durch Xba | und Kpn |
geschnittenen Shuttlevektor pAcCMV SR(-) (8,8 kb) ligiert. Abbildung 9 und 10
zeigen den Kontrollverdau der klonierten pCMV IE1 und pCMV IE2 mit den
aufgetrennten DNA Fragmenten von 1,5 kb ( IE1) und 8,8 kb (pAcCMV SR(-)) sowie
2 kb (1E2) und 8,8 kb (pPACCMV SR(-)).

1600

Abb. 9: Kontrollverdau von pCMV IE1 mit Xba | und Kpn I: auf Bahn 1 ist ein DNA Marker
aufgetragen, Bahn 2 zeigt die 1,5 und 8,8 kb groRe DNA Fragmente des klonierten
pCMV IE1.
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Abb. 10: Kontrollverdau von pCMV IE2 mit Xba | und Kpn I: auf Bahn 1 ist ein DNA Marker

aufgetragen, Bahn 2 zeigt die 2 kb und 8,8 kb groRe DNA Fragmente des klonierten
pCMV IE2.

3.3 Klonierung eines mit IE1 bzw. IE2 rekombinanten

replikationsdefizienten adenoviralen Vektors

Ein rekombinanter replikationsdefizienter adenoviraler Vektor kann CASMCs besser
infizieren als hCMV, es ermdglicht eine hohe Proteinexpression des Fremdgens, ist

leicht manipulierbar und hoch titrierbar.
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Nach erfolgreicher Cotransfection des Shuttlevektors pCMV IE1 bzw pCMV IE2 mit
dem adenoviralen DNA Vektor PIJM 17 entstehen ab dem 9. Tag Plaques, die als
Locher im Zellrasen durch Hinzufigen von 1% Neutral Red zum Agar sichtbar

gemacht werden oder im Gegenlicht als runde Aufhellungen im Zellrasen erscheinen.

Abb. 11 : Adenovirus-Plaque in 293 Zellen 10 Tage post transfectionem

3.3.1 Virusnachweis und erste Viruspropagierung

Zur Feststellung des Virusgehalts eines Plaques wurden 293 Zellen mit virushaltigem
Medium versehen. Die Infektion von Zellen konnte nach ein bis drei Tagen am
zytopathischen Effekt erkannt werden. Infizierte Zellen werden 6dematds, bilden
Vakuolen im Zytoplasma, runden sich ab und lI6sen sich vom Plattenboden.

Wenn der zytopathische Effekt etwa 50% der Zellen eines Lochs erfasst hatte,
wurden die Zellen mit einem Zellabkratzer vom Plattenboden abgeldst und die

Medium-Zellsuspension bei -70°C eingefroren. Erst nach dreimaligem Auftauen und

Abfrieren wurde das virushaltige Medium zur weiteren Infektion verwendet.
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3.3.2 Viruspropagierung und Herstellung eines Large Scale Prep

Infiziert wurden zu 80% konfluente 293 Zellen. Nach Entfernen des Mediums wurden
100 ni des zuvor erhaltenen Virus-Medium-Gemisches und 900 ni frisches Medium
zugegeben. Durch Schwenken der Flaschen wurde die Flissigkeit gleichméafig tber
dem Zellrasen verteilt. Um eine grolRe Infektionsrate zu erzielen, wurden zur Infektion
maoglichst kleine Volumen verwendet. Die Zellen wurden bei 37°C 1 h inkubiert und
dabei alle 10 min geschwenkt. Nach einer Stunde wurden 8ml 293 Medium
hinzugegeben. Der zytopathische Effekt stellte sich nach 12-36 h ein.

Als Kontrolle dienten nicht infizierte Zellen und mit einem R-Galaktosidase
rekombinanten Adenovirus infizierte Zellen. Nachdem bei 50% der Zellen ein
zytopathischer Effekt aufgetreten war, wurden die Zellkulturflaschen bei -70°C
eingefroren. Nach dreimaligem Auftauen und Abfrieren wurden die Zellen mit einem
Zellkratzer vom Flaschenboden abgeldst und die Zell-Medium-Suspension bei -70°C

gelagert.

3.4 Propagierung der Plagues und Durchfliihrung eines Plaque

forming assay in 293 Zellen zur Bestimmung der Titer

Zur Titerbestimmung wurden 293 Zellen mit verschiedenen Viruskonzentrationen von
1:10 bis 1078 infiziert und mit 2xDMEM Agarose-Medium Overlay bedeckt. Sieben
Tage nach dem Aufbringen des Agar-Medium-Overlays konnten die Plaques
ausgezahlt werden. An Hand der Anzahl der auftretenden Plagues, der verwendeten
Virusverdinnung und des zur Infektion eingesetzten Volumens konnte der Virustiter
nach folgender Formel errechnet werden:

C[PFU/mI] = Plaqueanzahl x 1000 / eingesetzte Virusmenge in ul X
Verdiinnungsfaktor. Der Virustiter wurde in der Einheit PFU (plagueforming units)/ ml

angegeben.
Der Titer des IE1 rekombinanten replikationsdefizienten Adenovirus Ad-IE1 betrug

1x108, der Titer des IE2 rekombinanten replikationsdefizienten Adenovirus Ad-1E2
betrug 6,7x10® und Ad-RGal hatte einen Titer von 1,7x108.
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3.5 Verifikation der rekombinanten Proteinexpression von IE1 und
IE2 in CASMC nach Infektion mit IE1 bzw IE2 rekombinanten

Adenovirus

3.5.1 Indirekte Immunfluoreszenzfarbung

Die  Verifikation der Proteinexpression der mit dem rekombinanten
replikationsdefizienten Adenovirus infizierten CASMCs erfolgte durch indirekte

Immunfluoreszenzfarbung.

CASMCs wurden mit einer MOI (multiplicity of infection) von 10 infiziert. Nach 16 h
wurde das infektiose Medium durch frisches Medium ersetzt. Nach 48 h wurden die
Zellen mit 4% PFA fixiert.

Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und die Zellwand mit 0,1% Triton X
permeabilisiert. Das Triton X wurde durch dreimaliges Waschen mit PBS wieder
entfernt. Zur Antikérpermarkierung wurde der 1:100 bis 1:50 mit BSA verdinnte
primére Antikdrper Mouse Anti-CMV protein 1E84 (IE2) bzw. IE72 (IE1) monoclonal
Antibody (Vancouver Biotech) und der sekundare Antikdrper Fluorescin (FITC)-
conjugated Goat Anti-Mouse IgG (Molecular Probes) in einer Konzentration von

1:100 verwendet.

Die indirekte Immunfluoreszenz nach Infektion der CASMC mit dem rekombinanten
Ad-IE1 und Ad-IE2 mit MOI 10 ergab eine hohe Proteinexpression im Zellkern der
CASMCs ( Abb. 12). In nicht infizierten Zellen konnte keine Expression der Proteine

festgestellt werden.
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Abb.12: Immunfluoreszenz gegen IE2 von Ad-IE2 infizierten CASMCs in
einer MOl von 10 nach rekombinanten Gentransfer im

Fluoreszenzmikroskop.

3.5.2 Westernblot mit hCMV und Ad-IE1 bzw Ad-IE2 zum Nachweis
rekombinanter Genexpression Ad-IE1 bzw. Ad-IE2

Es wurde eine Proteinkonzentration von 40 pg eingesetzt, der 1. Antikbrper gegen
IE1 bzw. IE2 (Vancouver) wurde in einer Konzentration von 1:2500 aufgetragen, der
2. Antikérper Sheep anti-Mouse ( Amersham) in einem Verhaltnis von 1:5 000. Als
Negativkontrolle wurden HFF Zellen verwendet. Die Expositionszeit zwischen der mit
Chemoluminiszenzlésung versehenen Membran und dem Film (Kodak Xomat) betrug
1 min.

Entsprechend der Gro3e des IE1 konnte bei 72 kD und entsprechend der Grol3e des
IE2 bei 84 kD ein Protein detektiert werden. Bei uninfizierten Zellen war in diesen

Bereichen keine Proteinbande nachweisbar.

3.6 Proteinisolierung zu verschiedenen Zeiten post infectionem

Es wurden zu verschiedenen Zeiten nach der Infektion der CASMCs mit Ad- IE1 und
Ad-IE2 Proteine isoliert, um zu untersuchen, welche fir den Zellzyklus
entscheidenden Proteine durch eine Uberexpression mit Ad-IE1 bzw. Ad-IE2
exprimiert werden und in welchem zeitlichen Zusammenhang zur Infektion diese
Expression erfolgt. Als Positivkontrolle dienten PDGF stimulierte CASMCs, als
Negativkontrolle serumfrei inkubierte CASMCs.

Die Proteinisolierung erfolgte 24 h, 48 h und 72 h post infectionem.
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3.7 Bestimmung der Proteinkonzentrationen durch den Bradford
assay (Biorad):

Durch einen Bradford assay (Biorad) wurden die Proteinkonzentrationen bestimmt.

Proteinkonzentrationen Western Blot

Konstrukt Konzentration 30ug=x pl 3ug =x pl 6xLoader 3ug =x ul
Kontrolle 0,238 126 12,6 2,5 15,1
t=24h IE-1 0,243 123 12,3 2,5 14,8
IE-2 0,256 117 11,7 2,3 14,1
RGal 0,334 90 9,0 18 10,8
PDGF 10ng 0,296 101 10,1 2,0 12,2
t=48h IE-1 0,35 86 8,6 1,7 10,3
IE-2 0,287 105 10,5 2,1 12,5
RGal 0,454 66 6,6 1,3 7,9
PDGF 10ng 0,638 47 4,7 0,9 5,6
t=72h IE-1 0,33 91 9,1 1,8 10,9
IE-2 0,266 113 11,3 2,3 13,5
RGal 0,383 78 7,8 1,6 9,4
PDGF 10ng 0,663 45 4,5 0,9 54

Abb. 13: Proteinkonzenrationen fir Western blot

Zur Bestattigung der Auftragung annahernd identischer Proteinmengen innerhalb
eines Western Blot wurde ein Kontrollgel angefertigt. Die Farbung erfolgte mit
Coomassie brilliant blue (0,25g Coomassie brillant blue R250 in 90ml 1:1
Methanol/H,O und 10ml eiskalter Essigsaure, gefiltert in Whatman No. 1 Filter) fur
4,5 h. Die Entfarbung dauerte 36 h (90 ml 1:1 Methanol/H,O und 10 ml eiskalter

Essigsaure, gefiltert in Whatman No. 1 Filter).

Die Farbung der Gele, auf denen die Proteine gleichmalig in den im Bradford Assay
ermittelten Proteinkonzentrationen aufgetragen worden sind, zeigte, dass die mittels
des Bradfortassay ermittelten Proteinkonzentrationen so exakt sind, dass eine
Aussage Uber die Expression unterschiedlicher Zellzyklusproteine wie Cycline und
Cdks durch den direkten optischen Vergleich der Bandenstarke zulassig ist. Dadurch
wird eine Untersuchung von verschiedenen selbst gewonnenen Proteinen

ermoglicht.
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3.8 Proliferationsnachweis durch Thymidin assay und
Durchflusszytometrie

3.8.1 *H Thymidin assay

DNA Neusynthese in der S-Phase wurde durch Inkorporation von *H Thymidin
gemessen. Das markierte Nukleotid wurde 6 h vor dem Ernten der Zellen
aufgebracht. Nach Zelllyse erfolgte die Messung in einem Szintillationszahler.

Im Vergleich zu unstimulierten Zellen konnte man eine deutlich héhere Nukleotid-
Inkorporation in IE2 transduzierten Zellen feststellen. Das Experiment wurde zweimal

mit &hnlichen Ergebnissen wiederholt.
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Abb. 14: °H Thymidininkorporation in IE2 transformierten CASMCs im Vergleich zu laczZ
infizierten CASMCs sowie nicht infizierten CASMCs

3.8.2 Durchflusszytometrie mit Propidium lodid (PI) zur Bestimmung der

Zellzyklusprogression

Es wurden CASMCs bei einer Konfluenz von 70% nach Protokoll schrittweise
synchronisiert und 48 h lang bei FCS freiem Medium arretiert. AnschlieRend wurden

sie mit Ad-IE2 und VP1 in einer MOI von 10 infiziert. Als Negativkontrolle wurden
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nicht stimulierte CASMCs, als Positivkontrolle wurden mit PDGF in serumhaltigen
SBmB Medium stimulierte CASMCs verwendet.

Zu 6 verschiedenen Zeitpunkten: t=6 h, t=12 h, t=24 h, t=36 h, t=48 h, t=72 h wurden
CASMCs der jeweiligen Versuchsansétze mit Trypsin abgel6st und zweimal in PBS
ohne Magnesium gewaschen.

Die Farbung der DNA erfolgte mit dem CycleTest™ Plus DNA Reagent Kit. Innerhalb
der nachsten 3 h nach Zugabe des Propidiumiodids erfolgte die Messung der
Proben. Die Proben wurden im Durchflusszytometer (Becton and Dickinson) mit
einem Argonlaser bei 488 nm (Kanal 2) gemessen.

Die Softwareanalyse der Rohdaten erfolgte mittels ModFit LTV 2.0 (Varity
Software).

Bei der Durchflusszytometrie mit Propidium lodid zeigte sich eine signifikante S
Phasen-Progression IE2 infizierter Zellen (Abb.15, 16 und Abb.17).

Abb. 15: Zellzyklusanalyse mittels Durchflusszytometrie (PFFarbung); A: nicht infizierte Zellen; B:
stimulierte, nicht infizierte Zellen; C: nicht stimulierte, |IE2 transfizierte Zellen; D: nicht

stimulierte, lacZ transfizierte Zellen
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Abb. 16: Quantifizierung des prozentualen Anteils der Zellen in der jeweiligen Zellzyklusphase

IE2 LacZ stimulierte Zellen | nicht stimulierte Zellen
Go-Phase 93,5 81,2 86,5 69,4
S-Phase 16,4 10,7 26,0 5,0
G2/M-Phase |2,4 2,9 3,6 1,6

Abb. 17: Anteil der Zellen in den unterschiedlichen Zellzyklusphasen in Prozent

3.9 Untersuchung der Regulation distinkter Zellzyklusgene mittels
Westernblot

Western Blotting mit Antikdrpern gegen das G1-Phasen Cyclin Cyclin D1 und dessen
pradominanten Bindungspartner Cdk 4 sowie gegen das G1/S-Phasen Markerprotein
PCNA (alle: Santa Cruz Biotech.) wurde nach Standardprotokoll durchgefiihrt. Pro

Konstrukt wurde 40 pg Protein eingesetzt.

73



3.9.1 Nachweis der Induktion des Cyclin D durch IE2

Mit einem Westernblot wurden die 24 h, 36 h und 42 h nach Infektion der CASMCs
gewonnenen Proteine auf Expression des fur die Einleitung der S-Phase

entscheidenden Cyclin D1 untersucht.

Es wurde eine Proteinkonzentration von 40ug eingesetzt, der 1. Antikorper Cyclin D1
(Maus, Santa Cruz) wurde in einer Konzentration von 1:500 aufgetragen, der 2.
Antikdrper in einem Verhaltnis von 1:5 000.

Als Positivkontrolle wurde das Protein Cyclin D1 (Santa Cruz) 1:100 verdinnt, als

Negativkontrolle CASMC verwendet.

Eine deutlich ausgepragte WB Bande im Bereich 24 h p.i. durch Ad-IE2 zeigt eine
Induktion des in der Gl-Phase entscheidenden Zellzyklusregulatoren Cyclin D1
durch Ad-1E2 und ist auch 72 h p.i. noch signifikant nachweisbar.

Die Proteingewinnung wurde wiederholt und andere Westernblots zeigten ein
vergleichbares Ergebnis.

Kontrolle IE-1 IE-2 R-GAL PDGF

36h

72h

Abb. 18: Western Blot gegen Cyclin D1 (61kD), die Induktion des Cyclin D1 durch Ad-1E2 24 h

p.i. ist auch 72 h p.i. noch signifikant nachweisbar
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3.9.2 Nachweis der Induktion der CDK4 durch IE2:

Die dem Cyclin D1 entsprechende Kinase wurde ebenfalls untersucht. Analog dem
vorherigen Westernblot mit dem Cyclin D1 wurde eine Proteinkonzentration von 40
pug eingesetzt, der 1. Antikorper CDK4 (Kaninchen, Santa Cruz) wurde in einer
Konzentration von 1:500 aufgetragen, der 2. Antikorper in einem Verhaltnis von
1:5000

Als Positivkontrolle wurde das Zellzyklusprotein CDK4 ( Santa Cruz) 1:100 verdunnt,

als Negativkontrolle CASMC verwendet.

In der Abb. 19 zeigt sich deutlich die erhdhte Expression des CDK4 bei Ad-IE2
infizierten Zellen va. 36 h und 72 h p.i.

Kontrolle ~ 24h  36h  72h

D | ——E_]

——— g IE-2

W R-Gal

PDGF

Abb. 19: Western Blot gegen CDK4 (34kD) mit erhohter Expression des CDK4 bei Ad-IE2

infizierten Zellen va. 36 h und 72 h p.i. im Vergleich zur Kontrolle
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3.9.3 Nachweis der Induktion des PCNA (proliferating cell nuclear antigen)
durch IE2

Es wurde eine Proteinkonzentration von 40 pg eingesetzt, der 1. Antikérper wurde in
einer Konzentration von 1:1 000 aufgetragen, der 2. Antikérper Maus in einem

Verhaltnis von 1:5 000. Als Negativkontrolle wurden CASMC verwendet.
Im Western Blot zeigte sich bei IE2 transduzierten Zellen eine deutliche Induktion des

PCNA (proliferating cell nuclear antigen), das in der frthen G1 und SPhase des
Zellzyklus synthetisiert wird und als Marker fur Zellproliferation dient (Abb.20 ).

Kontrolle 24h 36h 72h

IE-1

IE-2

R-Gal

e 8 PDGF

Abb.20: Western Blot gegen PCNA (34kD) mit deutlicher Induktion des PCNA bei IE2

transduzierten Zellen bis 72 h p.i.
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3.10 Induktion des NF-kB Transkriptionsfaktors durch IE2 in
CASMCs

In arretierten und synchronisierten CASMCs erfolgte die Cotranfektion von jeweils
IE1, IE2 und als Kontrolle PON mit NF-kB. 48 h nach Transfektion (p.t.) wurden die
Zellen lysiert und im Luminometer die Luciferase-Expression gemessen. Weiterhin
wurden arretierte CASMCs mit NF-kB transfiziert und 6 h p.t. mit hCMV MOI 1
infiziert und nach 24 h p.t., 48 h p.t. und 72 h p.t. lysiert. Als Positvkontrolle wurden
NF-kB transfizierte arretierte CASMCs mit serumhaltigem Medium inkubiert und 48 h
p.t. Protein purifiziert ( Abb.21).

No DNA 1 DNA 2 Infektion Lysierung
1 KB PON 48h p.t.
2 KB IE-1 48h p.t.
3 KB IE-1 48h p.t.
4 KB IE-2 48h p.t.
5 KB IE-2 48h p.t.
6 KB Serum 48h p.t.
7 KB /E Serum 48h p.t.
8 KB /E Serum |hCMV MOI 1 6h |24hpt
p.t.
9 KB /E Serum |hCMV MOI 1 6h | 48h p.t.
p.t.
10 KB /E Serum |hCMV MOI 1 6h | 72h p.t.
p.t.

Abb. 21: Versuchsablauf der Cotransfektion zur Untersuchung der Induktion des
NF-kB durch IE1, IE2 und hCMV
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Abb.22: Luciferaseassay mit hCMV infizierten CASMC
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Abb.23: Luciferaseassay mit IE1, IE2 und PON transfizierten CASMC

Abb. 22 und 23 zeigen eine Induktion des NF-kB Transkriptionfaktors durch IE2 und
hCMV in CASMCs.

NF-kB ist als Transkriptionsfaktor fir die Regulation der Transkription vieler fur die
Zellzyklusregulation entscheidender Gene zustandig. Die Aktivierung erfolgt in einer
Ablosung des NF-kB von seinem Inhibitor im Cytoplasma. Der aktivierte NF-kB

gelangt in den Nukleus, wo er die Transkription der Gene erhdht.
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3.11 Kein Hinweis fur Zytotoxitat durch Infektion der CASMCs mit
Ad IE1 und Ad- IE2 mittels LDH Assay

Im LDH Assay zeigte sich keine Zunahme des Zytotoxizitat nach adenoviraler
Infektion der CASMCs mit einer MOI von 100 im Vergleich zu Ad-bGal oder nicht
infizierten CASMC (Abbildung 23). Die LDH-Aktivitat wird 1 Tag, 2 Tage, 3 Tage, 4
Tage, 5 Tage und 6 Tage nach der Infektion der CASMC bestimmt. Die Messung der

Absorbtion erfolgte bei 490 nm, die Referenzwellenlange betrug 630 nm.

0,7
0,6
0,5 A
0,4
0,3 ~
0,2 1

el I B N
0 - T T T T T
IE1

IE2 RGal PDGF kein Positiv-
Virus  kontrolle

LDH-Freisetzung (Abs. 490 vs 630 nm)

Abb.24: LDH Assay mit Ad-IE1, Ad-IE2 und Ad-BGal infizierter CASMC
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3.12 Kinaseassay zum Nachweis der Aktivitat des Cyclin A/ CDK 2

Komplexes
Die Kinaseaktivitat des Cyclin A/ CDK 2 Komplexes wurde mittels Kinaseassay

bestimmt. Phosphoryliertes Histon H1 als Mal3 der Kinaseaktivitdt wurde als 30 kD

grol3e Doppelbande im SDS-PAGE detektiert.
Der Kinaseassay zum Nachweis der Aktivitat des Cyclin A/ CDK 2 Komplexes, der

essentiell fur den G1/S-Phasen-Ubergang ist, zeigte im Vergleich zu den Kontrollen

die hochste Aktivitat bei IE2 transduzierten Zellen.
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Abb. 25: Kinaseassay fur den Cyclin A/ CDK 2 Komplex
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4 Diskussion

Interaktion von hCMV mit anderen atherogenen Risikofaktoren

Die koronare Restenose nach Katheterintervention ist nach wie vor ein zentrales
Problem in der interventionellen Kardiologie. Neben den bekannten Risikofaktoren
der koronaren Herzkrankheit wie Alter, Nikotinabusus, Diabetes, Hyperlipidamie,

0 wurden in den letzten

Adipositas, Hypertension und positive Familienanamnese
Jahren insbesondere infektiose Ursachen, die auch mit der
Arterioskleroseentstehung im allgemeinen in Verbindung gebracht werden, als
Risikofaktor der Restenosebildung diskutiert. Besonders zwei Erreger fanden hierbei
grole Beachtung: das Bakterium Chlamydia pneumoniae und das humane
Cytomegalievirus (hCMV) '?°. Allen Risikofaktoren gemeinsam ist die konsekutive
Schéadigung des GefaRendothels .

1978 zeigte Fabricant et al im Rahmen von experimenteller Infektion von Huhnern
mit dem Marek's Disease Virus (MDV) eine Assoziation mit der Entwicklung von
Arteriosklerose in Koronararterien und groRBen GefaRen bei Hihnern *°. Die
aufgetretenen Plaques, ahnlich denen bei humaner Arteriosklerose, waren
charakterisiert durch extensive Proliferation von glatten Muskelzellen in der
GefalRintima. Sie zeigten weiterhin, dass SMCs nach Infektion mit MDV in vitro
Cholesterol und Cholesterinester akkumulierten °°, nicht infizierte Hihner
entwickelten keine arteriosklerotischen Plagues, unabhangig von ihren
Cholesterolspiegel. Virusinduzierter Arteriosklerose konnte erfolgreich durch
vorherige Immunisierung mit einem verwandten Truthahn Herpesvirus vorgebeugt
werden °°. Die hohe CMV Durchseuchung in der Bevélkerung, der Nachweis von
EinschluBkorperchen des CMV in Endothelzellen bei menschlicher Infektion sowie
von CMV  Antikorper und  Nucleinsduresequenzen in  SMCs  von

127129 ynd Vaskulitis bei schweren CMV-Infektionen

Arteriosklerosepatienten
implizierten einen causalen Zusammenhang zwischen hCMV und Arteriosklerose.
Besonders das Auftreten von schwerer Arteriosklerose bei organtransplantieren

immunsuprimierten Patienten mit CMV-Infektion 1?8

unterstreicht die atherogene
Potenz bei Menschen.
Mittlerweile stellt eine Infektion mit hCMV eine der Hauptursachen fir ein

Transplantatversagen jenseits des ersten Jahres aufgrund einer
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Transplantatvaskulopathie bei Organtransplantaten dar °” ™* 1 die vom zeitlichen
Ablauf sowie morphologisch ein &hnliches Bild wie bei der Restenose zeigt

(akzelerierte Arteriosklerose).

Durch die Beobachtung der Interaktion des IE2 mit p53 bei Atherektomieproben von

186 231 entstand die Theorie der Proliferation

Restenosepatienten nach Angioplastie
der SMCs und damit Induktion der Restenose durch Hemmung der Apoptose. HCMV
ist mittlerweile ein unabhangiger Risikofaktor fiir Restenose nach Artherektomie %,
Patienten mit hohem CMV Antikorpertiter haben eine hohe Pravalenz fir koronare
GefalRerkrankungen und zeigten eine grofiere Restenoserate als Patienten mit
niedrigen Antikérpertitern °. HCMV gilt bereits als unabhangiger Risikofaktor fiir

Mortalitat bei Patienten mit angiographisch gesicherter koronarer Herzerkrankung *3°.

Zahlreiche Interaktionen des hCMV mit der Zelle bewirken dessen atherogene
Potenz. Entziindung kann zu einem atherogenen Prozess filhren 8 1% CMV scheint
einer der Stimuli zu sein, die einen Entziindungsprozess triggern kénnen 2. CMV
verfugt Uber ein proinflammatorisches Potential durch Interferenz  mit
proinflammatorischer Proteinexpression *. Chronische Entziindung, angezeigt durch
erhdhtes CRP 3¢ oder Interleukin 6 ® nach CMV-Infektion, gilt als unabhéngiger
Risikofaktor fur die Mortalitat bei HerzgefaRerkrankungen, dessen pradiktiver
Aussagewert in Bezug auf Mortalitit sogar grofR3er war als der einer Anzahl

traditioneller Risikofaktoren wie Diabetes, Hyperlipiddmie, Hypertension und

136

Nikotinabusus . Da die Entzindungsantwort individuell, je nach Immunstatus,

unterschiedlich ausfallen kann, variiert das Ausmald der Entziindung und damit das

5

Risiko einer HerzkranzgefaRerkrankung 2%°, was wiederum die Studienergebnisse,

3 46

die keinen atherogenen Effekt des CMV zeigen , erklart. Somit scheint die

Provokation der Entzindungsantwort im Wirt ein mdoglicher atherogener

Wirkmechanismus des hCMV zu sein.

Neben der inflammatorischen Wirkung kann eine hCMV-Infektion eine

prokoagulatorische Wirkung auf Endothelzellen ausiiben 29° 52 154 75 183 54 207 184 gi3hyt

zu einer gesteigerten Aufnahme von oxidierten LDL in die Zelle *°, kann Apoptose

185 186 51 200 18 234 201 30

hemmen und induziert u.a. den fir Zellproliferation

B 187 108 226 phag \Weiteren hat es einen

31 23376 169 171

bedeutenden Transkriptionsfaktor NF-k

stimulierenden Einfluss auf Wachstumsfaktoren und Cytokine
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Ziel der Arbeit

Die Proliferation und Migration der CASMC stellt eine zentrale pathophysiologische
Komponente der In-Stent-Restenose dar. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
Interaktionen zwischen hCMV und seinem Immediate Early Genprodukt IE2 mit der
Induktion des eukaryonten Zellzyklus in CASMC untersucht. Der Zellzyklus spielt
eine zentrale Schlusselrolle bei Zellwachstum und Zellteilung. Viren kénnen regulativ
auf den eukaryonten Zellzyklus einwirken. DNA Viren bendtigen die zelluléare
Maschinerie ihres Wirtes, um fir eine erfolgreiche Infektion ihre eigene virale DNA zu
replizieren 2° 118 4 Deshalb besitzen DNA Viren wie das Adenovirus, das Simian
Virus 40 und das humane Papillomavirus die Fahigkeit, mit der zellularen
Replikationsmaschinerie zu interferieren, um fur ihre eigene virale Replikation
optimale Bedingungen zu erzielen. Um die bendtigten zellularen Faktoren zu
erhalten, sind die Viren, deren Wirtszellen typischerweise ruhende Zellen sind, in der
Lage, die Zellen aus der GO-Phase in den Zellzyklus eintreten zu lassen .

In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass auch hCMV in den zellularen
Metabolismus seines Wirtes, wie die Stimulation der zellularen DNA, RNA und

Protein-Synthese, eingreift © 42 ©° 66 193 2217188 93

Ziel dieser Arbeit war die Klarung der Fragestellung, ob eine Cytomegalieinfektion
bzw. distinkte virale Genregionen des Cytomegalievirus zu einer Induktion des
Zellzyklus in humanen koronaren glatten Muskelzellen fihren. Wir konnten zeigen,
dass hCMV und IE2 den Eintritt arretierter Zellen in die S-Phase induziert. Im
Rahmen dieser Arbeit gelang es Uberdies, eine Interaktion des IE2 mit dem G1-

Phase Cyclin D zu dokumentieren.

HCMV-Infektion bewirkt eine S-Phasen Progression in CASMCs

Ein Ziel dieser Arbeit war es, die Interaktion von hCMV mit dem Zellzyklus von
CASMCs zu charakterisieren. Proliferierende Zellen wurden mittels 3H-
Thymidinkinaseassay, BrDU-ELISA-Proliferationsassay sowie Propidium lodid
Farbung im FACS detektiert.

Sowohl im °H-Thymidinassay, im BrDU-ELISA-Proliferationsassay, als auch im

Durchflusszytometer konnte eine gesteigerte Zellzyklusprogression in die SPhase
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nach Infektion serumarretierter Zellen mit hCMV festgestellt werden. Wir konnten
somit zeigen, dass hCMV einen Einfluss auf das Proliferationsverhalten von
CASMCs ausiben kann. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit der aktuellen
Literatur. So konnten auch Yonemitsu, Kaneda et al in vitro und in vivo eine

Proliferation von glatten Muskelzellen nachweisen 2%,

Weiterhin gibt es eine Reihe von Belegen, die auf die Fahigkeit des hCMV hinweisen,
mit der Zellzyklusmaschinerie zu interferieren:

Die Protoonkogene c-myc, c-fos und c-jun werden in infizierten Zellen rapide
hochreguliert 1” 32 8! Eine virale Infektion scheint verschiedene zellulare S-Phase
Gene fur die DNA Polymerase a, Dihydrofolat Reduktase (DHFR) und
Thymidinkinase (TK) zu aktivieren, sowie die Transaktivationsaktivitat von E2F und
die Expression der Cycline E, A und CDK2 Proteine zu induzieren *° & 2% HCMV
infizierte Zellen weisen auf3erdem ein erhdhtes Niveau an hyperphosphoryliertem
pRb, einem zentralen Zellzyklusregulator, der den G1/S-Ubergang leitet. Die
Phosphorylierung von pRb im speziellen, dient als ein G1/S Checkpoint, von dem

der S-Phasen Eintritt und die Progression des Zellzyklus abhangt 2.

Uberexpression von IE2 resultiert in einer S-Phase Progression von CASMCs

Von besonderem Interesse im Rahmen dieser Arbeit war die Untersuchung, ob eine
Uberexpression des Immediate Early Gens IE2 allein eine S-Phasen Progression von
quiescenten CASMC bewirkt. Die Immediate Early Gene spielen bei der viralen
Replikation eine essentielle Rolle. Sie werden sogar wéhrend einer abortiv
verlaufenden Infektion exprimiert, in der charakteristischerweise Early oder Late
Gene nicht exprimiert werden und keine virale Replikation erfolgt. Da sie ohne virale
und zellulare Faktoren exprimiert werden kénnen, kdmen sie in Frage, um in Zellen,
die normalerweise in der GO-Phase sind, den Zellzyklus zu aktivieren mit dem Ziel
sich der fur zellulare Replikation essentielen eukaryonten Proteine fiir die eigene
virale Replikation zu bedienen *’. Dadurch kénnte die durch Proliferation der Zellen
entstandene Restenose als Folge der viralen Infektion entstehen.

Zusatzlich verfugen Immediate Early Proteine IE1 und IE2 Uber ein ausgepragtes

transaktivierendes Potential eukaryonter Promotoren ",

Bekannt ist, dass eine Expression von IE1 und IE2 auf den normalen Zellzyklus in
asynchron zyklischen Zellen einwirken kann. So vermag IE2 den Eintritt in den

Zellzyklus in ruhenden Zellen zu bewirken und den Austritt der Zellen aus dem
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Zellzyklus zu verzégern 2. Weiterhin wurde in vitro eine Zunahme des Prozentsatzes

der Zellen in der S-Phase des Zellzyklus beobachtet 188,

Um zu untersuchen, ob die Uberexpression des Immediate Early Genprodukts 1E2
eine Zellzyklusprogression in CASMCs induziert, wurde ein rekombinantes
replikationsdefizientes adenovirales Expressionssystem kloniert, welches das CMV-
Immediate Early Gen IE2 auf hohem Niveau exprimiert. Dazu wurde das CMV
Immediate Early Gene IE2 in einen adenoviralen Shuttlevektor einkloniert. Als
Kontrolle wurde ein Expressionsvektor fir lacZ kloniert. Die rekombinante Expression
von IE2 wurde mit Western Blot und indirekter Immunfluoreszenz tberpruft. In einem
anderen Zellsystem, in dem das Virus replikationsfahig ist ( 293 Zellen), wurde der
Titer mit einem Plaque Forming Assay festgestellt.

Mit indirekter Immunfluoreszenz wurde die Expression des Immediate Early Proteins
gepruft und im Weiteren eine geeignete MOI ausgewahlt, mit der die Zellen infiziert
werden sollten, um einerseits eine adaquate Expressionsrate zu erzielen,
andererseits den cytopathischen Effekt so gering wie moglich zu halten. Mit einem
LDH Zytotoxizitdtsassay wurde ein akzelerierter Zelltod durch die Infektion der
CASMCs mit hCMV und dem rekombinanten Adenovirus ausgeschlossen. Der
Einsatz eines lacZ cDNA rekombinanten replikationsdefizienten Adenovirus, das das
3-Galaktosidasegen exprimiert, zeigte den Einfluss des rekombinanten adenoviralen
Vektors auf das Proliferationsverhalten der Zellen und diente als Negativkontrolle.
Eine weitere Negativkontrolle stellten arretierte, nicht infizierte Zellen dar. Als
Positivkontrolle wurden Zellen verwendet, die mit dem Wachstumsfaktor PDGF

stimuliert wurden.

Die Ergebnisse der Experimente belegen, dass das IE2-Protein sowohl im °H-
Thymidinassay als auch im Durchflusszytometer eine S-Phasen Progression der
Zellen vermittelt.

Im *H Thymidinassay lieR sich eine im Vergleich zu den Kontrollen signifikant erhéhte
Nukleotidinkorporation in  Ad-IE2 infizierten Zellen feststellen. In  der
durchflusszytometrischen Zellzyklusanalyse durch Propidiumiodidfarbung zeigte sich
ein erhodhter Anteil von Ad-IE2 infizierten Zellen in der S-Phase. Analog zu diesen
Ergebnissen gelang im Western Blot der Nachweis der erhohten Induktion des S
Phasen Markerproteins PCNA.
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In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass hCMV und dessen Immediate Early
Genprodukt IE2 den Eintritt der Zelle in die S-Phase induzieren und demzufolge zu
einer erhohten DNA-Synthese fuihren. Mittels unabhéangiger Assays, der
Thymidininkooperation und Durchflusszytometrie, zeigte sich gegeniber Kontrollen
eine erhohte DNA-Synthese in hCMV und Ad-IE2 infizierten Zellen. Im Westernblot
erfolgte der Nachweis der erhdhten Induktion des S-Phasen Markerproteins PCNA.
Eine Progression in die S-Phase wird durch eine im Westernblot festgestellte erhéhte
Expression des PCNA sowie durch durchflusszytometrische Ergebnisse mit einem
erhohten Anteil an Ad-IE2 infizierten Zellen in der S-Phase detektiert. Es konnte aber

kein Eintritt in die G2- und M-Phase gezeigt werden .

In der Literatur sind mittlerweile entsprechende Ergebnisse beschrieben. Zhou, Yu, et
al wiesen in mit hCMV infizierten SMCs, in denen nur die IE Genprodukte des hCMV
exprimiert wurden, eine gesteigerte  Proliferation und eine erhdhte

Migrationskapazitat nach 23,

Molekulare Mechanismen bei Interaktion des HCMV und dessen |IE-2 mit Zellzyklus

Ein weiteres Ziel der Arbeit war es, molekulare Mechanismen aufzuzeigen, Uber die
das hCMV bzw. das IE2 mit dem Zellzyklus interagieren. DNA-Viren verwenden
Onkogenprodukte, die die Wirkung des p53 und von Mitgliedern aus der Rb
Proteinfamilie inaktivieren #°. Auch von IE2 Genprodukten sind Interaktionen mit
dem p53 und Rb Mitgliedern bekannt.

Wir untersuchten einen moglichen Zusammenhang zwischen den Genprodukten |E1
und IE2 und Cyclinen.

Im Westernblot zeigte sich eine erhthte Expression des G1l-Phasen Komplexes
Cyclin D1 und CDK4 bei hCMV und Ad-IE2 infizierten Zellen im Vergleich zu den
Kontrollen. Somit konnte ein moglicher Mechanismus der Interaktion des hCMV und
IE2 mit Zellzyklusgenen gefunden werden. Weiterhin zeigte die Kinaseaktivitat des
fur den G1/S-Phase Ubergangs essentiellen Cyclin A/ICDK2 Komplexes, der mittels
eines Kinaseassay bestimmt wurde, bei IE2 transduzierten Zellen die hdchste
Aktivitat auf.
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Die parallel durchgefiihrten Untersuchungen mit Ad-IE1 zeigten keine Auswirkungen
auf die Expression des Cyclin D oder CDK4 oder auf die Kinaseaktitvitat des Cyclin
A/ CDK2 Komplexes.

Es bleibt jedoch weiterhin unklar, ob die nachgewiesene SPhasen-Zunahme der
Zelle als Beweis einer Proliferation genugt, ob die Zelle also in der Tat fahig ist, den
Zellzyklus weiter zu durchlaufen oder ob sie vielleicht bereits innerhalb der S- Phase

oder spéater arretiert wird.

In unseren durchflusszytrometrischen Untersuchungen mit Propidiumiodid konnte
kein Eintritt der Zellen in die G2 und M Phase beobachtet werden. Somit konnte im
Rahmen unserer Untersuchung keine vollstdndige Progression des Zellzyklus nach
Infektion beobachtet werden. Es ist denkbar, dass CMV nur einen Eintritt in die S
Phase bewirkt und es dann aber zu keiner weiteren Zellzyklusprogression durch
andere atherogene Faktoren kommt.

Belege hierfur finden sich in der Literatur. So lasst eine Studie von Wiedebusch et al
vermuten, dass eine IE2 Expression zu einem Zellzyklusarrest in der G1-Phase
fuhrt?**, was im Einklang steht mit einigen Studien, die bei hCMV infizierten humanen
Fibroblasten einen Zellzyklusarrest in der spaten G1-Phase oder G2/M-Ubergang
nachwiesen 2° 3 118 4 Murphy et al stellten bei allen von ihnen untersuchten hCMV
permissiven Zellen, darunter auch SMC, nach Transduktion oder Transfektion und
Expression von IE2 eine Blockierung im Zellzyklus fest **’. Die Zahl der Zellen, die
sich in der S-Phase befanden, stieg zwar signifikant an, die Zellen waren aber nicht
fahig, sich zu teilen. Dieser Effekt auf die SPhase war nicht bei IE1 Expression
erkennbar. Auch in unseren Experimenten lie3 sich kein Effekt von IE1 auf eine
Erhohung des Anteils der in der S-Phase befindlichen Zellen feststellen.

Ein S-Phaseneintritt und ein konsekutiver Halt des Zellzyklus in der S-Phase kdnnte
dem Virus dazu dienen, die zellularen Faktoren fur seine eigene virale DNA

Replikation zu beniitzen *3” ohne Konkurrenz zur zellularen Replikation.

Andererseits gibt es Belege fur proliferationsinduzierende Effekte von hCMV.

IE2 vermag die Aktivitat des E2F zu induzieren. Durch die Induktion der E2F Aktivitat
sollte die IE2 Expression zu einer Induktion verschiedener fir die zellulare DNA
Replikation entscheidende Gene, wie DHFR und TK Gene fihren, da diese durch
E2F reguliert werden. Auch besitzt IE2 die Fahigkeit, Cyclin EECDK2 und CyclinA-

CDK2 Komplexe zu aktivieren *°, welche fiir die Progression von der G1-Phase in die
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S-Phase von Bedeutung sind. IE2 ist ein potenter Transkriptionsaktivator, der mit
Faktoren der basalen Transkriptionsmaschinerie interagiert 119 24 8 97 111 120 y/gpy
Stammformen des IE2-Proteins wurde berichtet, sie interagieren in vitro mit Rb "° 182,
p53 18 CREP ! PML 4 TBP, Sp-1 %, TFIIB % c-jun " und TAFII-130 . IE2,

18 185 200 ;04 pewirkt dadurch

nicht aber IE1, interagiert mit p53 in vitro und in vivo
einen Funktionsverlust von p53 & 2% \wiebusch und Hagemeier haben sogar
gezeigt, dass das IE2-Protein den Zellzyklus unabhangig von p16INK4, Rb, p53 oder

p21CIP beeinflusst 2.

Zellulare und humorale Effekte des hCMV

Die  unspezifischen = Abwehrmechanismen des  angeborenen  zellularen
Immunsystems werden u.a. durch Phagozyten und natirliche Killerzellen, die
spezifische Immunantwort des erworbenen Immunsystems v.a. durch Lymphozyten
und spezifische Antikdrper vermittelt. Natlrliche Killerzellen (NK) sind eine wichtige
Komponente der zellularen angeborenen Immunabwehr. Sie sind in der frihen
Phase der Infektion wichtig. Bei fehlender Expression von bestimmten
Zelloberflachenmolekllen, den Major Histocompatibility Complex (MHC) Klasse |,
werden die infizierten Zellen durch NK Zellen erkannt und abgetotet. Aktiviert werden
die NK Zellen durch Interferone, die meist von den virusbefallenen Zellen selbst
gebildet werden 2.

Die spezifische Abwehr ist charakterisiert durch hohe Spezifitat sowie einer Fahigkeit
der Ausbildung eines Gedachtnisses. Zytoplasmatische T Lymphozyten (CTL) sind
Teil des spezifischen Immunsystems und erkennen virusinfizierte Zellen durch eine
direkte Interaktion zwischen T-Zell Rezeptor am zytoplasmatischen T Lymphozyt 2%
und dem viralen Peptid, das durch das MHC Klasse | Molekil an der Oberflache der
infizierten Zelle prasentiert wird 44,

Bei der humoralen Immunabwehr werden nach Erstinfektion spezifische IgM
Antikorper gebildet, die fir 3-4 Monate persistieren. Wenige Wochen spater treten

IgG Antikorper auf, die lebenslang bestehen.

Eine primare CMV-Infektion verlauft bei Immunkompetenten meist subklinisch.
Komplette CMV Freiheit wird nur selten wieder erreicht. Das hCMV ist ein Virus, das
meist latent in seinem Wirtsorganismus verweilt und dort jahrelang persistiert *>°.
Reaktivierung kann jedoch spater erfolgen, je nach Immunstatus des Wirtes. Daher

spielt das Immunsystem des CMV Tragers eine entscheidende Rolle. Eine CMV-
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vermittelte Entziindung basiert auf einer Stérung der immunologischen Balance
innerhalb des betroffenen Gewebes !’°. Da schwere Infektionen gewdhnlich bei
Individuen mit gestorter zelluldarer Immunitat, wie HIV Erkrankten oder
Transplantatempfangern, auftreten, scheint dieser Teil der Immunabwehr eine

besondere Stellung einzunehmen 46 228,

Es gibt eine Reihe zellularer und humoraler Funktionen des Organismus, die zu einer
schitzenden Immunitat gegen CMV flihren:

CMV spezifische CD8 T Lymphozyten konnten identifiziert werden, die als
immunologische Haupteffektoren die Virusreplikation in vivo limitierten °°. Der
Transfer von HCMV spezifischen T-Zell-Klonen erzielte eine Verhinderung schwerer
Erkrankungen allogener Knochenmarkempfanger 2*°. Zur effizienten Rekonstitution
der CD8 Zellen ist eine ausreichende Anzahl an CD4 Helfer T Lymphozyten
notwendig.

Die humorale Antwort hat ihre Bedeutung v.a. in den transplazentér Gbertragenenen

222 sowie

Antikorpern, die den Schweregrad infizerter Neugeborener modifizieren
bei organtransplantierten Patienten, deren Mangel an CMV spezifischer
Immunkompetenz mit schweren Kklinischen Manifestationen korreliert und einer
erhéhten Mortalitat in der posttransplantaren Periode °’ % 18 Auch bei
Knochenmarktransplantationen zeigte sich ein besseres Outcome bei CMV immunen
Patienten 4.

Insgesamt fiihren zellulare und humorale Funktionen zu einer schitzenden Immunitat

gegen die CMV-Infektion.

Um mit dem Wirt coexistieren zu konnen, hat das CMV verschiedene Mechanismen

entwickelt, um der Immunerkennung des Wirtes zu entgehen **°

und sogar um
spezifische Immunfunktionen fur Reaktivierung und Verbreitung des Virus zu
beniitzen °°. Diese Fahigkeit resultiert aus der Induktion eines latenten Status der
Infektion, Ausnitzung immunologisch privilegierter Gewebe wie Speicheldrisen fir
die Replikation, die eine insuffiziente Anzahl an MHC Klasse | Molektle exprimieren,
um CD 8 Zellen zu triggern und aus der Expression von Genen, die mit dem
Immunsystem interferieren *2. Bestimmte Glykoproteine des CMV interagieren zB.
mit den MCH Klasse | Glykoproteinen, Molekile, die dem Immunsystem die
infizierten Zellen signalisieren, indem sie neu synthetisierte MHC Klasse | Molekiile

95 216

zerstéren oder die Molekule im endoplasmatischen Retikulum zurtickhalten und

damit die Antigenprasentation der viralen Produkte auf der Wirtszellmembran
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verhindern °

. HCMV codiert ein weiteres Glykoprotein, das US 6, das den
Transporter fir die Antigenprasentation blockiert 2*°. CMV Matrix Protein pp65
katalysiert die Phosphorylierung von IE1, wodurch die IE1-Antigen Prasentierung so
beeinflusst wird, dass CTL in vitro nicht mehr aktiviert werden . HCMV blockiert
auch die Wirkung der natiirlichen Killerzellen, indem es ein MHC Klasse | Aquivalent
codiert, das die Expression von HLA ( Human Leucocyte Antigen) Molekilen

hochreguliert, die an die hemmenden Rezeptoren an der Zelloberflache binden %,

HCMYV bewirkt einen metabolischen Defekt in Monozyten und Lymphozyten, wodurch
die Cytokinproduktion sowie die Antwort auf Cytokine gestdrt werden %8. Weiterhin
beeinflusst hCMV Zelladhasionsmolekile, erhdht proinflammatorische Cytokine und
Wachstumsfaktoren und hemmt Apoptose durch Interferenz mit p53.

HCMV-infizierte Zellen koénnten durch virusinduzierte Hemmung der Apoptose
geschiitzt werden 2**. Der ruhende, nicht replizierende Virus in einer latent infizierten
Zelle konnte die proinflammatorische Aktivitdt des Immunsystems verwenden, um

aktiviert zu werden und/oder zu disseminieren 17°.

Prophylaxe und Therapie

Die Entwicklung einer effektiven Impfstrategie konnte den Schweregrad einer CMV-

Infektion reduzieren %,

Zahlreiche Impfungen wurden in den letzzen Jahren
entwickelt und getestet, der Schutz war jedoch geringer als nach einer nattrlichen
Infektion 147, Aktuelle Impfstrategien verwenden Vektoren, die sowohl die zellulére als

auch die humorale Immunantwort stimulieren 2.

Passive Immunisierung kann in zwei Hauptgruppen eingeteilt werden: Standart
Immunglobuline, die aus dem Blut und Plasma von Spendern mit CMV Antikérpern

Stammen, und Hyperimmunglobuline von Spendern mit hohen Antikorpertitern.
Passive Immunisierung konnte den Schweregrad einer CMV-Infektion bei

Organtransplantierten reduzieren 1’

, und Meta-Analysen zeigten eine Wirksamkeit
von CMV Immunglobulinen in der Pravention und Therapie einer CMV-Infektion von
Organtransplantierten 28, Weiterhin konnten Hyperimmunglobuline CMV Erkrankung
und Infektion bei aggressiv immunsuppremierten Herztransplantatempfangern

102

vorbeugen und es gibt bereits Hinweise, dass Hyperimmunglobuline

Posttransplant-Artheriosklerose vorbeugen 12,
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Neue Immuntherapiestrategien beinhalten T-Zell-Klon-Transfer von isolierten
virusspezifischen CD8 und CTL Klone aus dem Blut immunkompetenter allogener

Stammzellspender bei Patienten nach Transplantation ’.

Die prophylaktische Therapie wird kontrovers diskutiert.

Die verwendeten Medikamente hemmen die hCMV DNA-Polymerase, so dass es zu
einer signifikanten Reduktion der CMV DNA-Synthese kommt 7°.

Das Nukleosidanalogon Ganciclovir (GCV) und das Pyrophosphatanalogon
Foscarnet (PFA) sind einerseits wirksame Medikamente, zeigen jedoch eine
schlechte orale Bioverfligbarkeit, wodurch haufig Hospitalisierung notig ist. Sie haben
eine niedrige Potenz, eine dosislimitierende Toxizitat und beglnstigen die
Entwicklung von Resistenzen. GCV stellt gewohnlich das Medikament der ersten
Wahl dar. Hauptnebenwirkung sind Neutropenien durch Knochenmarkstoxizitat.
Langzeittherapien fithren durch Mutationen in viralen Genen zu Resistenzen %°. FOS
wird meist als Alternative verwendet, der Einsatz wird jedoch durch Nephrotoxizitat
und Elektrolytstdrungen 2°® limitiert, auch zeigen Langzeittherapien die Entwicklung
von Resistenzen 1%,

Am effektivsten hat sich die 3-monatige intravendse Therapie mit Ganciclovir
erwiesen, die jedoch eine hospitalisierende und kostenaufwendige Applikation
beinhaltet, so dass die Kombiantion einer 1-2-w6chigen intravendsen, gefolgt von
einer 3monatigen oralen Ganciclovir Einnahme praktiziert wird **’. In einer Studie
mit Herztransplantierten zeigte eine Ganciclovir Prophylaxe einen protektiven Effekt
bei seropositiven Patienten, aber nicht bei Primarinfektion **°. Eine prophylaktische
Therapie ist bei der Pravention einer CMV Erkrankung bei seropositiven
Herztransplantate mpfangern wirksam und wird zunehmend routinemaRig bei Donor

187 In vitro

positiven und Rezeptor negativen Herzallograft Empfangern verwendet
zeigte sich ein dosisabhangiger Effekt von Ganciclovir auf SMC Proliferation. Die
bendtigte Konzentration war jedoch betrachtlich hoher als die, die zur Hemmung der

CMV Replikation verwendet wird **3,

Eine Kombination von CMV Hyperimmunglobulin und Ganciclovir ist assoziiert mit
einer reduzierten Inzidenz der Transplantatvaskulopathie, mit reduzierter intimaler

Hypertrophie und verbesserter Uberlebensrate 2%,

Zusammenfassend kann eine antivirale Prophylaxe in einigen Fallen sinnvoll sein,

jedoch missen das Risiko einer hohen Kosten-Strategie, das Exponieren der
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Patienten mit der Medikamententoxizitdt und die Ausbildung von Resistenzen

erwogen werden “°.

Seit Anfang der 90er Jahre wird zunehmend die kostengunstigere praemptive
Therapie durchgefuhrt. Praemptive Therapie beinhaltet eine Reduzierung der
Inzidenz der hCMV Erkrankung durch eine Gabe von antiviralen Medikamenten bei
einer Hochrisiko-Subpopulation, die entweder definiert ist durch ein bestimmtes

klinisches Charakteristikum oder einen Labormarker %7

. Bei immunsuppressiver
Therapie nach Herztransplantation bei seropositiven Patienten konnte praemptive
GCV Therapie hCMV Erkrankungen signifikant reduzieren. Bei einer zusatzlichen
oralen Ganciclovir Therapie Gber 3 Monate tritt nahezu keine CMV Erkrankung mehr
auf ®. Praemptive Therapie wird ebenfalls bei Viramie im PCR Monitoring

durchgefiihrt 34,

Der enorme volkswirtschaftliche Schaden entstanden durch die allein in Deutschland
pro Jahr ca. 500 000 vorgenommenen Herzkatheteruntersuchungen und die
entstehenden Restenosen, sowie deren Behandlung fordern dringend eine L&sung
des Problems. Ein hoher Prozentsatz der betroffenen Bevélkerung ist hCMV positiv &.
HCMV gilt als atherogener Risikofaktor **. Eine prophylaktische Therapie bedeutet
einen hohen Kostenaufwand, gleichzeitig werden Patienten der Toxizitat der
Medikamente ausgesetzt und Resistenzen gezichtet. Eine Kombination von CMV
Hyperimmunglobulin und Ganciclovir konnte aber eine reduzierte Inzidenz der
Transplantatvaskulopathie mit reduzierter intimaler Hypertrophie zeigen. Weiterhin
wird einer verbesserte Uberlebensrate beschrieben 2%, Die praemptive Therapie
zeigte in der Transplantatmedizin gute Ergebnisse © 47 179 Effektive Impfstoffe

werden beim Schutz von Risikogruppen eine entscheidende Rolle spielen.

5 Zusammenfassung

Die koronare Restenose nach Katheterintervention stellt ein zentrales Problem in der
interventionellen Kardiologie dar. In den letzten Jahren gewann eine Beteiligung
infektioser Erreger an der Entstehung kardiovaskularer Erkrankungen zunehmend an
Bedeutung. Zahlreiche Klinische und experimentelle Daten deuten auf eine

potentielle pathophysiologische Rolle des humanen Cytomegalievirus und distinkter
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Genregionen im Zusammenhang mit Zellhypertrophie und Proliferation als
grundlegender Pathomechanismus der Restenose hin. Weiterhin verfigt das hCMV
durch unterschiedliche zellulare Interaktionen Uber ein ausgepragtes atherogenes

Potential.

Bislang gab es noch keine direkten Hinweise, ob hCMV bzw. das distinkte
Genprodukt IE2 in ruhenden koronaren glatten GefalBmuskelzellen eine

Zellproliferation durch Induktion des Eintritts der Zellen in die S-Phase initiieren kann.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit konnten Daten zur Proliferationsinduktion koronarer
glatter Muskelzellen durch hCMV und dessen Immediate Early-Genprodukt IE2
akquiriert werden. HCMV und IE2 induzieren den Eintritt der Zelle in die S-Phase.
Mittels  drei unabhangiger  Assays, der  Thymidininkorporation, der
Durchflusszytometrie und des Western Blot (Nachweis der erhdhten Induktion des S-
Phasen Markerproteins PCNA), zeigte sich gegenlber Kontrollen eine erhdéhte DNA-
Synthese in hCMV und Ad-IE2 infizierten Zellen. Eine Progression in die G1/S-Phase
wird durch eine im Westernblot festgestellte erhohte Expression des PCNA sowe
durch durchflusszytometrische Ergebnisse mit einem erhdhten Anteil an Ad-1E2
infizierten Zellen in der S-Phase bestatigt.

Die Kinaseaktivitat des fir die Transition G/S-Phase essentiellen Cyclin A/CDK2-
Komplexes sowie erhthte Proteinkonzentrationen des G1-Cyclins Cyclin D1 und
CDK 4 deuten auf eine erhdhte Aktivitat von Zellzyklusfaktoren hin, welche wichtig fur
die G4/S Transition sind. Mit der in dieser Arbeit gezeigten Interaktion zwischen dem
IE2 und dem Cyclin D1/CDK 4 Komplex konnten transaktivierende Eigenschaften
aufgedeckt werden, die einen Beitrag zur Klarung der Frage leisten, wie hCMV eine
Hypertrophie und Proliferation CASMCs (co-) initiieren kann, welche konsekutiv zur

potentiellen Ausbildung einer vaskularen Lasion fihren kann.

Zusammenfassend lalt sich sagen, dass hCMV Uber multifaktorielle Wege einen
Einfluss auf die Bildung einer Restenose austbt (siehe Abb. 25). HCMV und sein
Genprodukt [E2 induzieren den Eintritt ruhender humaner koronarer glatter
Muskelzellen in die S-Phase des Zellzyklus und ermdglichen somit den

Ausgangspunkt einer konsekutiven Zellhypertrophie und —proliferation.

Eine praemtive antivirale Behandlung konnte bei Risikopatienten in therapeutische

Uberlegungen mit einbezogen werden.
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7  Verzeichnis der verwendeten Abklrzungen:

AA
Abb.
Ad-IE1
Ad-IE2
Ad-lacz
ADP
Ak
Anti-PCNA-IgM
Anti-BrdU-POD
AP 1
AS
b-FGF
RGal

bp
BrdU
BSA
CaCl,
CASMC
CDK
CKiI
cDNA
Ci
CPLA;
CRP
ddH,O
DHFR
DHPG
DMEM
DMSO
DNA
dsDNA
ECGF

Ecs

Arachidonséaure

Abbildung

IE1 kodierender, adenoviraler Vektor
IE2 kodierender, adenoviraler Vektor
LacZ kodierender, adenoviraler Vektor
Adenosin-diphosphat

Antikorper

Anti-proliferating cell nuclear antigen-IgM
Peroxidase konjugierter BrdU-Antikorper
activator protein 1

Aminosauren

basic fibroblast growth factor
Beta-Galactosidase

Basenpaare

Bromodeoxyuridin

Bovines Serumalbumin

Kalziumchlorid

koronare glatte Muskelzelle
Cyclinabhangige Kinase
Cyclinabhangiger Kinaseninhibitor
Komplementare DNA

Curie

cytosolic Phospholipase A,

C-reaktives Protein

Doppelt destilliertes Wasser

Dihydrofolat Reduktase
9-(1,3-Dihydroxy-2-Propoxymethyl) Guanin; Ganciclovir
Dulbecos Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonucleinséaure
Doppelstréangige Desoxyribonucleinsaure
endothelial cell growth factor

endothelial cell ( Endothelzelle)
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EDTA
EGF
ELAM-1
ETOH
E2F
FACS
FCS

GO

Gl

G2
G-CSF
GM-CSF

hCMV
HBS
HEPES
HBSS
HCI
HLA
HSV1
HSV2
ICAM-1
IE1
IE2
IFN-g
IGF-1
19G
IL-1
IL-6
ISR
Kb
KCI
KHK
LacZ
LB
LDL

Ethylendiamintetraacetat

epidermial growth factor

endotheliales Leukozyten-Adasionsmolekiil 1
Ethanol

E2-Faktor

Flureszence activated cell sorter
Fetales Kélberserum

Gap 0

Gap 1

Gap 2

granolocyte-colony-stimulating factor
granolocyte macrophage-colony-stimulating factor
human

humanes Cytomegalievirus

HEPES buffered saline
N2-Hydroxyethyl-piperazine-N-2-ethylsulfonséaure
Hanks salt solution

Salzsaure

Human Leucocyte Antigen

Herpes simplex Virus Typl

Herpes simplex Virus Typ2
intracellulares Adhésionsmolekil 1
immediate early 1

immediate early 2

Interferon g

Insulin-ahnlicher Wachstumsfaktor Typ 1
Immunglobulin G

Interleukin 1

Interleukin 6

In-Stent-Restenose

kilobasen

Kaliumchlorid

koronare Herzkrankheit

Laktamase Z

Luria-Bertani Medium

low density lipoprotein
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LFA-3
LSP

M
MAP-Kinase
MCMV
MDV
MIEP
MgCl,
MHC
MM
MOl
NO
MRNA
NaCl
NADH
Naz;HPO4
NF-kB
NK

NO
NTE
Ox LDL
P21
p53
pBlue
PBS
PCNA
PDGF
PFA
PFU
p.i.
PRE
PTCA

PTx
Rb
RCMV

Lymphozyten-funktions-assoziiertes Molekul-3
Large scale prep

Mitose

Mitogen-aktivierte Proteinkinase
mouse Cytomegalievirus

Marek’s disease virus

major immediate early promoter
Magnesiumchlorid

Major Histocompatibility Complex
Millimolar

multiplicity of infection

Nitric Oxide (Stickstoffmonoxyd)
messenger Ribonukleinsaure (-acid)
Natriumchlorid
Nicotinamidadenindinucleotid
Dinatriumhydrogenphosphat
nuclear factor -kB

naturliche Killerzellen
Stickstoffoxid

Natrium Tris EDTA

oxidiertes low density lipoprotein
Protein 21

Protein 53

pBluescript® Il SK (+/-)
phosphate buffered saline
Proliferating cell nuclear antigen
platelet-derived growth factor
Paraformaldehyd

plague forming units

post infectionem

p53 responsive elements
percutane transluminale Coronarangioplastie
post transfectionem
Pertussistoxin
Retinoblastom-Protein

rat ( Ratten) Cytomegalievirus
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ROS
rpm
RT
SDS
S-Phase
SmBm
SMCs
SP1
SSC
STE
TAE
TBE
TBS
TBST
TCA
TE
TGFR
TK
TNF a
TNS
z.B.
Zn.

reactive oxygen species

Rounds per minute
Raumtemperatur
Natriumdodecylsulfat
Synthese-Phase

Smooth muscle cell basal medium
Smooth muscle cells (glatte Muskelzellen)
Transkriptionsfaktor

Standard Sodiumcitrat
Sodium, Tris, EDTA
Tris-Azetat-EDTA
Tris-borate-EDTA

Tris buffered saline

Tris buffered saline, Tween 20
Trichloracetylsaure
Tris-EDTA-Puffe
Transformierender Wachstumsfaktor 13
Thymidinkinase

Tumor necrosis factor a
Trypsin-Neutralisationslésung
zum Beispiel

Zustand nach
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8 Abbildungsverzeichnis

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
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Abb.
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Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
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Abb.
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Abb.
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@

10:
11:
12:
13:
14:
15:
16:

17:
18:
19:
20:
21:

22:
23:

25:
26:

Immundoppelfarbung einer In-Stent-Restenose %3
Schematische Darstellung des Zellzyklus

HCMV-Plaque in HFF Zellen

Synchronisierung der CASMCS durch FCS-Entzug

zeitliche Ubersicht (iber die Zellsynchronisierung und
Wachstumsarretierung durch FCS-Entzug vor der Infektion
indirekte Immunfluoreszenzfarbung gegen hCMV
BrDU-Inkorporation der CASMCs nach Infektion mit hCMV
MOI 0.1, MOI 1 und MOI 10

Kontrollverdau von pBlue IE1 und pBlue IE2

Kontrollverdau von pCMV IE1

Kontrollverdau von pCMV IE2

Adenovirus Plaque in 293 Zellen

Immunfluoreszenz gegen IE2 von Ad-1EZ2 infizierten CASMCs
Proteinkonzentrationen fur Westenblot

H Thymidininkooperation in IE2 transformierten CASMCs

Zellzyklusanalyse mittels Durchflusszytometrie (PHFarbung)

die

Quantifizierung des prozentualen Anteils der Zellen in der jeweiligen

Zellzyklusphase

Anteil der Zellen in den unterschiedlichen Zellzyklusphasen in %
Western Blot gegen Cyclin D1 (61kD)

Western Blot gegen CDK4 (34kD)

Western Blot gegen PCNA (34kD)

Versuchsablauf der Cotransfektion zur Untersuchung der Induktion

des NF-kB durch IE1, IE2 und hCMV

Luciferaseassay mit hCMV infizierten CASMC
Luciferaseassay mit IE1, IE2 und PON transfizierten CASMCs
LDH Assay mit Ad-IE1, Ad-IE2, Ad-bGal infizierten CASMCs
Kinaseassay fur den Cyclin A/ CDK 2 Komplex

Wirkung des hCMV
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