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1 EINLEITUNG

1 EINLEITUNG
1.1 DAS HUMANE CYTOMEGALOVIRUS

Das humane Cytomegalovirus (HCMV) ist ein DNA-R-Herpesvirus (Familie:
Herpesviridae, Subfamilie: R-Herpesvirinae, Gattung: Cytomegalovirus), mit
dem 50 - 100 % der Weltbevdlkerung infiziert sind [4, 27, 70]. Basierend auf
epidemiologischen Daten ist die horizontale Transmission von HCMV, sei es
durch Tropfchen- und Schmierinfektion, perinatal durch Muttermilch, via
sexueller oder kongenitaler Ubertragung [6], der wesentliche Infektionsweg
einer  Primarinfektion. = Das  Schleimhautepithel  stellt  dabei  die
Haupteintrittspforte fur die Erstinfektion dar [30].

Wie auch bei anderen [3-Herpesviren verlauft eine Primarinfektion mit HCMV in
immunkompetenten Menschen meist inapparent und ist lediglich mit milden
Symptomen begleitet [76]. Bei Neugeborenen kann es nach intrauteriner oder
konnataler HCMV-Infektion zu neurologischen Entwicklungsstérungen,
Gehorverlust [20, 55] und einer gravierenden HCMV-Manifestation in Form
eines Cytomegalie-Syndroms kommen [31]. Generell bleibt das Virus nach der
Erstinfektion durch zahlreiche Mechanismen fur die Immunzellen des Wirts
unerkennbar [41, 51, 72] und kann dadurch latent, im virulenten Zustand in
seinem Wirt [5, 19, 76] Uberdauern. Von Viruslatenz spricht man, wenn das
komplette virale Genom nach Ablauf der Primarinfektion in den Wirtszellen
verweilt, ohne infektiose Virione zu produzieren [58]. Als Folge eines adaquaten
Stimulus konnen ruhende, virale Gene jedoch reaktiviert werden und infektiose
Replikationsprodukte produzieren. Eine Reaktivierung des HCMV kann durch
Stress bedingt sein und wird im Klinikalltag sehr oft bei Intensivpatienten [28]

sowie weniger haufig nach Herzinfarkt beobachtet [49].

Die detaillierten molekularen Mechanismen der Latenz und Reaktivierung im
Korper sind jedoch bis dato weitgehend ungeklart [70]. Allerdings scheint die
Beeinflussung des Immunsystems und die daraus resultierende Differenzierung
der myeloiden Zellreihe fur die virale Replikation und Reaktivierung essentiell
zu sein [32]. Dabei greifen einige Produkte des HCMV Genoms in zentrale
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Funktionen der initialen und adaptiven Immunantwort ein [16, 57]. Demgemaf
storen beispielsweise einige HCMV-kodierende Proteine unmittelbar die
Antigenprasentation, was dazu fuhrt, dass HCMV-infizierte Zellen nicht von
zytotoxischen T-Lymphozyten erkannt und eliminiert werden konnen [44].
Weiter umgeht HCMV die adaptive Immunantwort, indem gezielt ein Fc-y
Rezeptor exprimiert wird, der an die Fc-Region des IgG bindet. Dadurch wird
die Oberflache der virusinfizierten Zelle mit IlgG-Antikorpern besttckt, wodurch
Antigenstrukturen der infizierten Zelle fur die korpereigene Abwehr
undetektierbar werden. Die Zelle ist somit geschutzt vor einer antikorper-
induzierten Zellzerstorung [41, 51, 70]. Zudem beeinflusst HCMV die Produktion
und Funktion von inflammatorischen Zytokinen, indem einerseits die Produktion
durch HCMV getriggert wird, andererseits das HCMV Genom fir homologe
Chemokinrezeptoren codiert, die Chemokine binden und internalisieren wie
Soénderberg-Naucler in einem ausfiihrlichen Ubersichtsartikel zeigt [70]. Fir
eine Reaktivierung aus der myeloiden Zellreihe wird vor allem der Einfluss der
von aktivierten T-Zellen produzierten Zytokine wie TNF-alpha und IFN-y
verantwortlich gemacht, die sowohl auf die Differenzierung der Monozyten zu
Makrophagen als auch auf die direkte Aktivierung des HCMV |E 1/2 Promotors
Einfluss nehmen [15, 73, 81]. Als Ursache fur die Reaktivierung in Fibroblasten
werden unterschiedliche Mechanismen diskutiert bei denen NF-kappaB, TNF-
alpha, CREP, Stat-1 und AP-1 entscheidende Funktionen zugesprochen
werden, die die Virusreplikation steigern oder aktivieren konnen [15, 27, 39, 66,
70]. Vorgeschlagene Mechanismen werden derzeit intensiv erforscht [66, 75].
Leider lieRen sich die zahlreichen Ergebnisse, die in der umfangreichen
Grundlagenforschung der letzten Jahre erzielt werden konnten, noch nicht zur
Optimierung der anti-CMV-Therapie nutzen.

Durch die Beeinflussung wesentlicher zellularer Prozesse wie Zellzyklus,
Apoptose [36], Zellwanderung, Tumorinvasion und Angiogenese kann das
HCMV zur Krankheitsentstehung beitragen. So wurde beobachtet, dass HCMV

insbesondere bei entzindlicher Genese wie beispielsweise Gefall- und
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Autoimmunerkrankungen [23, 45] sowie seit jungster Erkenntnis auch bei
gewissen Formen von Krebserkrankungen [8, 26, 62] beteiligt sein kann.

Bei immunsupprimierten Patienten ist HCMV seit Jahren als ein maligeblicher
Krankheitserreger bekannt. Bis zur Entwicklung der antiviralen Therapie galt die
HCMV Infektion als eine lebensbedrohliche Komplikation insbesondere bei
Transplantierten [65]. Eine Primarinfektion kann schwere HCMV-bedingte
Erkrankungen bei Transplantierten hervorrufen, die bei HCMV-negativen
Empfangern beobachtet werden, denen ein HCMV-positives Spenderorgan
transplantiert wird. Vor allem aber wird bei Transplantempfangern die endogene
Reaktivierung oder exogene (Super-) Infektion fur ein HCMV Krankheitsbild
verantwortlich gemacht. So kann HCMV im latenten Zustand durch ein
Spenderorgan oder Blutprodukte mit Ubertragen und bei einer anschlieenden
Reaktivierung beispielsweise zu einer HCMV induzierten Pneumonie fuhren, die
unbehandelt in 80 % der Falle letal verlauft [14]. Heute weil® man, dass Organe

sowie Knochenmark und Blut ein Reservoir des latenten HCMV darstellen [18].

Bei AIDS-Patienten trat vor der Einfuhrung der highly active antiretroviral
therapy (HAART) in 90 % der Patienten im Spatstadium eine HCMV Retinitis
auf. Unter dem flachendeckenden Einsatz der HAART ist das Ausmal} des
HCMV-Syndroms signifikant racklaufig [7]. Eine wiederkehrende HCMV
Retinitis wird bei Patienten beobachtet, bei denen die HAART eingestellt
werden muss [74]. Zudem haben diese Patienten haufig (7 - 10 %) ein HCMV
verursachtes Krankheitsbild, das im Gastrointestinaltrakt durch Colitis,
Oesophagitis und Wasting Syndrom sowie in neurologischen Erkrankungen in

Erscheinung tritt.

1.2 DIAGNOSE DER HCMV-INFEKTION

Nach Definition von Fleckenstein [18] wird eine CMV verursachte Erkrankung
diagnostiziert, wenn der Patient das entsprechende klinische Syndrom zeigt
und der Nachweis des Virus moglichst im entsprechende infizierten Korperteil
erfolgt. Das CMV kann uber direkte und indirekte Nachweismethoden detektiert

werden. Der direkte Nachweis ist Uber Virusanzucht, den Antigennachweis
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pp65 in Leukozyten sowie den Nachweis des Virusgenoms mittels PCR
moglich. Antikorper-Screeningverfahren von anti-CMV-IgM bei aktiver und anti-
CMV-IgG bei persistierender Infektion sind indirekte Virusnachweise. Sie liefern
orientierende Daten uUber den Status einer Infektion und werden meist fur
epidemiologische Untersuchungen eingesetzt. Beispielsweise treten in der
Regel nach einer Woche hohe anti-CMV-IgM Spiegel bei einer Primarinfektion

auf.

Zur Diagnose der CMV-Infektion ist die Virusbestimmung mit Hilfe der Zellkultur
noch immer lege artis. Die Sensitivitat der Methode und die daraus
resultierende Vorhersage einer CMV-bedingten-Krankheit ist relativ niedrig und
limitiert den Einsatz fur die ldentifizierung von Hochrisikopatienten [61, 82].
Zudem ist die Dauer dieser Methode von Nachteil, da verlassliche Ergebnisse
teilweise erst nach einigen Wochen erzielt werden konnen. Ein weiterer

limitierender Faktor ist die Notwendigkeit von frischen Proben.

Eine nachweisbare pp65 Antigenamie in Leukozyten ist eng korreliert mit dem
Ausmal} des klinischen Erscheinungsbilds einer Cytomegalie-Infektion [40, 56].
Allerdings liegt die prognostische Aussagekraft dieser Methode ahnlich niedrig
wie die der Virusbestimmung aus der Zellkultur. Auch hier wird Blut benotigt,
das nicht alter als 4 Stunden sein darf. Da aber eine semiquantitative Aussage
uber die HCMV-Last moglich ist, kann der Antigennachweis zur

Therapieuberwachung eingesetzt werden.

Neben den Quantifizierungsmethoden mittels Virusisolierung und Antigen-
nachweisen werden zunehmend molekularbiologische Nachweistechniken
praktiziert, die auf einem quantitativen Nachweis von Nukleinsduren aus

Patientenproben basieren [69].

Der Nachweis mittels PCR ist sowohl aulerst sensitiv, als auch pradiktiv
aussagekraftig [21, 25, 35, 71]. Ein pradiktiver Nachweis mittels
molekulargenetischer Methoden lasst Aussagen Uber eine Virusreplikation
jenseits der klinisch sichtbaren Symptome zu, so dass praventiv eine Therapie
eingeleitet werden kann. Zudem ergeben die quantitativen PCR-
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Untersuchungen, dass hohe Absolutwerte der Viruslast sowie eine zeitlich
ansteigende Viruslast mit aullerst gravierenden Krankheitsprognosen
einhergehen. Es wurde gezeigt, dass solche Malinahmen vor allem
Transplantempfangern zu Gute kommen und eine Manifestation der CMV-
Krankheit verhindert werden kann. Im zunehmenden Mal} wird daher die PCR
zur Identifikation einer Viramie, Virurie oder zur Bestimmung der Viruslast aus
anderen Korperflussigkeiten wie beispielsweise einer bronchoalveolaren
Lavage (BAL) sowie Gewebeproben eingesetzt [17, 59]. Die Quantifizierung
von CMV-DNA, d.h. die Ermittlung der Viruslast [18] kann als diagnostischer
und prognostischer Marker eingesetzt werden und bietet sich auch zur
Uberwachung einer antiviralen Chemotherapie an, da eine sinkende Viruslast
ein signifikanter Marker fur den Therapieerfolg ist. Der Nachweis von HCMV
bedeutet aber nicht automatisch seine pathologische Rolle bei einem
gleichzeitig bestehenden Krankheitsbild, da auch beim Gesunden nicht selten

eine geringe, asymptomatische CMV-Reaktivierung vorliegt [18].

1.3 ANTICYTOMEGALOVIRALE CHEMOTHERAPIE

Zur Chemotherapie der HCMV-Infektion sind derzeit funf Virusstatika verfugbar,
von denen drei zu den Nukleosidanaloga zahlen sowie ein Antisense-
Oligonukleotid und Foscarnet (Abb.1). Weitere Wirkstoffe sind erst in
Entwicklung [11]. Mit dem Nukleosidanaloga Ganciclovir (GCV, 9-(1,3-
Dihydroxy-2-propoxymethyl)guanin) und dessen oral wirksamen Prodrug,
Valganciclovir, der Valylester von Ganciclovir, wird einerseits die HCMV-
Infektion bei AIDS-Patienten therapiert. Andererseits verwendet man GCV zur
Prophylaxe und Therapie bei HCMV bedingten Erkrankungen, die nach
Knochenmark- und Organtransplantation auftreten konnen [54]. Das
Nukleosidanaloga Cidofovir (CDV, (S)-1-(3-Hydroxy-2-phosphosylmethoxy-
propyl)cytosin) ist zur i.v. Behandlung von HCMV-Retinitis bei AIDS-Patienten
zugelassen [13] und kann praventiv gegen Cytomegalie bei allogener
Knochenmarkstransplantation eingesetzt werden [12, 42, 47]. Diese drei
genannten Nukleosidanaloga inhibieren die HCMV-spezifische DNA-
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Polymerase. Hierzu ist es aber erforderlich, dass die an sich unwirksamen
Nukleosidanaloga (Prodrugs) zunachst durch HCMV codierende Kinasen

phosphoryliert und dadurch in die wirksamen Nukleotide Uberfuhrt werden.

Im Gegensatz zu den drei genannten Virusstatika inhibiert Foscarnet (PFA,
Natriumsalz der Phosphonoameisensaure) die virale DNA-Polymerase ohne
notwendige Voraktivierung dadurch, dass PFA kompetitiv die Stelle der
Polymerase blockiert, an welcher der Pyrophosphatrest bei der DNA
Verlangerung mit Nukleotidtriphosphaten abgespalten wird. PFA wirkt somit als
allosterischer DNA-Polymerasehemmer [3].

Fomivirsen, ein Antisense-Oligonukleotid, hybridisiert mit der HCMV immediate-
early mRNA, wodurch die virale Proteinsynthese blockiert wird [2]. Das
Antisense-Oligonukleotid wird zur intravitrealen Behandlung der CMV-Retinitis
eingesetzt.

WHy

H° >_Y HD-""f \.-“"'
HE
D—ﬁ oH

Ganciclmrir Valganciclovir Cidofovir Foscarnet
(Gev) (cov) (PFA)
S.ECETITECTETTETTCTTGOGS Fomivirsen

Abb. 1 Strukturformeln der derzeitig eingesetzten anti-HCMV-Virusstatika

Der entscheidende Nachteil der heutigen anti-HCMV-Arzneimittel sind die
schwerwiegenden Nebenwirkungen, wodurch ihre klinische Anwendung stark
eingeschrankt ist. Nephrotoxizitat ist der dosislimitierende Faktor fur CDV und
PFA [34]. Die Toxizitat von GCV verursacht Granulozytopenie und

Thrombozytopenie. Zu diesen unerwunschten Nebenwirkungen kommen
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aulerdem die Nachteile der Resistenzentwicklungen vor allem im Verlauf einer

Langzeittherapie [13].

Angesichts der gravierenden Nachteile der verfugbaren anticytomegaloviralen
Arzneimittel wird intensiv nach neuen Wirkstoffen gesucht, die spezifischer
wirken, weniger Nebenwirkungen auslésen und vor allem bei Patienten noch
wirksam sind, bei denen sich Multiresistenzen gegen die herkdmmlichen

Wirkstoffe entwickelt haben.

Fir die Entwicklung neuer anti-HCMV-Wirkstoffe werden sehr unterschiedliche
Konzepte und Strategien verfolgt [11]. Wesentliche Ziele dieser Arbeiten sind
einerseits die Reduzierung der Nebenwirkungen, so dass die Therapie fur
Patienten schonender und langfristig vertraglicher wird. Andererseits sucht man
nach Wirkstoffen, die bei auftretenden Multiresistenzen gegen die derzeitigen
Arzneimittel wirksam sind. Zudem wird ein breiterer Applikationsweg
angestrebt, damit eine Therapie sowohl oral als auch i.v. durchgefuhrt werden
kann. Ein weiterer, nicht zu unterschatzender Gesichtspunkt ist die Entwicklung
kostengunstiger Praparate, um moglichst vielen Patienten weltweit eine

optimale Therapie zu ermoglichen.

Um diese Ziele zu erreichen, halt man aber nach wie vor am Grundprinzip der
Monotherapie fest, d.h., man sucht einen neuen Wirkstoff, der in der Regel nur
ein therapeutisches Target des Virus angeht. Sicherlich wird man in Zukunft
verbesserte Wirkstoffe fur die Monotherapie finden, welche nicht die starken
Nebenwirkungen von Nukleosidanaloga, Foscarnet und Antisense-
Oligonukleotiden aufweisen. Allerdings bleibt zu befurchten, dass schnell
mutierende Viren, die besonders schwierig zu therapieren sind, durch die
Ausbildung von Resistenzen jeden ,Wunderwirkstoff* fur eine Monotherapie
friher oder spater unwirksam werden lassen. Gerade in der fruhen HIV
Therapie war die schnelle Resistenzbildung der limitierende Faktor fur den
Erfolg einer Monotherapie. Inzwischen hat man erkannt, dass nur durch
Kombination von Wirkstoffen mit unterschiedlichen Therapie-Targets ein
Therapieerfolg uber einen langen Zeitraum moglich werden kann. Bis der Erfolg

der Kombinationstherapie in einer pharmazeutischen Formulierung realisiert
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werden konnte, d.h. eine Pille mit einem Gemisch zweier anti-HIV-Wirkstoffe
(Combivir®), sozusagen eine ,Kombipille” zur Verfugung gestellt wurde, hat es
jedenfalls sehr lange gedauert. Obwohl die Vorteile einer Kombinationstherapie
bei der HIV Therapie eindeutig sind, setzt sich dieses Konzept nur sehr
langsam als eine neue Therapieform gegen die bisherige Monotherapie auch
bei anderen Erkrankungen durch.

1.4 MULTIPLEX-WIRKSTOFF AZT-LIPID-PFA

Im Gegensatz zur ,Kombi-Pille“, die ein Gemisch aus zwei verschiedenen
Wirkstoffen enthalt, sind in Multiplex-Wirkstoffen zwei verschiedene Wirkstoffe
chemisch miteinander zu einem neuen Molekul verbunden. Bei der
enzymatischen Metabolisierung eines solchen Wirkstoffmolekuls werden
gleichzeitig mehrere antivirale Metabolite (Multiplex) im Korper freigesetzt, die
jeweils unterschiedliche Targets oder das gleiche Ziel unterschiedlich angreifen
und somit additiv oder synergistisch wirken. Wird der anti-HIV-Wirkstoff
Azidothymidin (AZT) uber eine Glycerinlipidbricke mit Foscarnet (PFA)
chemisch gekuppelt, so resultiert der Multiplex-Wirkstoff 3’-Azido-2’,3’-
didesoxythymidylyl-(5’-2)-1-O-octadecyl-rac-glycerol-3-(hydroxycarbonyl)-
bisphosphonat x3 Na, der als AZT-Lipid-PFA oder N3 bezeichnet wird (siehe
Abb. 2). N3 erweist sich in vitro den bisherigen anti-CMV-Nukleosidanaloga
deutlich Uberlegen. N3 ist hoch aktiv gegen GCV-resistente HCMV-Stamme und
besitzt eine circa vierzigfach hohere antivirale Aktivitat als PFA gegen einen
GCV-resistenten CMV-Stamm [24, 43]. Die in vivo Aktivitat soll im Rahmen der
vorliegenden Arbeit erstmals ermittelt werden. Eine Vertraglichkeitsstudie die
am Max-Delbruck-Centrum fur molekulare Medizin, Berlin-Buch, von Frau PD
Dr. I. Fichtner mit N3 durchgefuhrt wurde, hat ergeben, dass 50 bzw. 25 mg/kg
ohne Auffalligkeiten und ohne Gewichtsverlust von Mausen vertragen werden.
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Abb. 2 Strukturformel des anti-CMV Multiplex-Wirkstoffs
3’-Azido-2’,3’-didesoxythymidylyl-(5’-2)-1-O-octadecyl-rac-glycerol-3-
(hydroxycarbonyl)-bisphosphonat x3 Na (AZT-Lipid-PFA oder Ns)

1.5 UNTERSUCHUNG DER AKTIVITAT
ANTICYTOMEGALOVIRALER WIRKSTOFFE IN MAUSMODELLEN

Aufgrund der hohen Speziesspezifitdt von HCMV [37] ist es nur bedingt
moglich, anti-HCMV aktive Substanzen in Tiermodellen zu testen [33]. Hinzu
kommt, dass Verteilung, Absorption, Metabolismus, Ausscheidung und Toxizitat
der antiviralen Wirkstoffe im Tiermodell anders ablaufen konnen als im
Menschen [33]. Da das MCMV eine gute Ubereinstimmung in den
Genprodukten und den Zielorganen mit HCMV aufweist [1, 22, 52, 63], bietet
sich bevorzugt das Mausmodell als Tiermodell zur Testung von potentiellen
anti-HCMV-Wirkstoffen an. So lasst das MCMV-Genom 170 Gene erkennen
und entspricht den zentralen 180 kb des HCMV. Beide Viren verursachen
Infektionen sowohl im immungeschwachten als auch gesunden Wirt, wobei im
Vergleich zum Menschen ahnliche klinische Krankheitsbilder auftreten. Daher
kann eine aktive, letale als auch eine latente, nicht letale CMV-Infektion im

Mausmodell nachgestellt werden. Verschiedene Mausmodelle werden in einer
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Ubersicht von Kern vorgestellt und beziglich ihrer Vor- und Nachteile diskutiert
[78, 80].

Zur schnellen, orientierenden Ermittlung der anti-CMV-Wirksamkeit einer
Substanz hat sich das Mausmodell bewahrt (in der Regel BALB/c Mause), bei
dem eine letale Dosis des MCMV verabreicht wird. Aus der
lebensverlangernden Wirkung lasst sich indirekt die anti-CMV-Aktivitat
abschatzen. Als zusatzliche Kontrolle kann die CMV-Last in den jeweiligen
Organen bestimmt werden. Als letale CMV-Dosis werden in der Literatur far
gesunde Mause Bereiche zwischen 2 x 10°[60] und 1 x 10° [33, 79] PFU und
fir SCID Mause zwischen 10*° und 10°° PFU [67, 68] angegeben. Die
Angaben sind schwankend und schlecht vergleichbar, da fur die Praparation
der zur Infektion verwendeten Viren unterschiedliche Reinigungsmethoden wie

auch verschiedene Stamme verwendet werden.

SCID Mause erweisen sich als ideales Modell zur Nachstellung von CMV-
Infektionen bei immunsupprimierten Patienten. Da SCID Mause kein
funktionsfahiges Immunsystem besitzen, konnen sie das Virus weder durch
eine Immunantwort eliminieren noch seine Replikation stoppen und sterben
somit unbehandelt an einer MCMV-Infektion. Unter antiviraler Therapie erfolgt
eine Replikationshemmung nur so lange die antivirale Therapie erfolgt, wodurch
eine Lebensverlangerung der SCID Mause eintritt. Sobald die antivirale
Therapie abgesetzt wird, sterben die Mause. Ein antiviraler Wirkstoff allein kann
bekanntlich das Virus nicht eliminieren, sondern nur die Virusexpression und
die damit verbundenen Folgen mehr oder weniger effektiv im

Applikationszeitraum unterbinden [78, 80].

Die Inhibition der Virusreplikation in Zielorganen bei nicht todlich infizierten
BALB/c Mausen gibt dagegen Auskunft Uber die Langzeitwirkung eines

Virusstatikums.

Zu bedenken ist, dass mit diesen Mausmodellen eigentlich nur die antivirale
Wirkung einer Substanz gegen MCMV in vivo ermittelt werden kann. Die
Wirkung gegen HCMV kann lediglich als eine gute Naherung aus den Daten
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1 EINLEITUNG

des Mausmodells postuliert werden und ersetzt keinesfalls klinische Studien.
Die Verwendung eines MCMV-Mausmodells zur Untersuchung von antiviralen
Substanzen ist dann nur bedingt moglich, wenn das Wirkstofftarget oder der
Wirkmechanismus bei Maus und Mensch zwar grundsatzlich gleich aber
geringfugig speziesspezifisch geandert ist. Gerade die hohe Spezifitat der
Wechselwirkung nach dem Schlussel-Schloss-Prinzip zwischen Wirkstoff und
Ziel bedingt die Selektivitat, die eine Wirkung weitgehend ohne unspezifische
Nebenwirkung ermoglich kann.

In jungster Zeit wurde daher versucht, eine direkte HCMV-Infektion von
humanem Gewebe im Mausmodell darzustellen. Hierzu wurde SCID Mausen
bspw. retinales Humangewebe in die Augen oder Thymus- und Lungengewebe
unter die Nierenkapsel implantiert und mit HCMV infiziert. Mit Hilfe von plaque
assays wurde der HCMV im Humangewebe ermittelt [34, 79].

1.6 MAUSMODELL DER INTRANASALEN
MCMV-INFEKTION MIT SUBLETALER DOSIS

Wie bereits erwahnt, ist in einem Grol3teil der Bevolkerung das HCMV aufgrund
fruherer HCMV-Infektionen latent im Korper vorhanden. Geraten Virustrager in
einen  kritischen  Krankheitszustand, beispielsweise nach schweren
chirurgischen Eingriffen, so kann der an sich latente Virus reaktiviert werden
[10] mit der Folge, dass sich der kritische Krankheitszustand dramatisch
verschlechtert. Da die Lungen als Organ fur ein hohes Reservoir an latentem
HCMV bekannt sind [39], beginnt sehr haufig hier die Reaktivierung des Virus

beispielsweise bei intubierten Intensivpatienten [29].

Aus den zahlreichen Arbeiten von Reddehase ist bekannt, dass in der latent
infizierten Lunge die Infektionsherde wie in einer Art Mosaik angeordnet sind.
Mehrere verschiedene lokale Infektionsfoci sind nach dem Zufallsprinzip Uber
die gesamte Lunge verteilt, die sich entweder in einem Transkriptions- oder
Ruhezustand befinden und dabei ihren Status von Zeit zu Zeit wechseln. In der
Latenzphase werden das IE 1 Genprodukt, das dem humanen |IE Protein p72

11



1 EINLEITUNG

entspricht sowie das Transkriptionsprodukt IE 3, das dem humanen IE 2
zuzuordnen ist, gefunden. In der Replikationsphase tritt neben den genannten
Genprodukten noch das early gB Transkript auf. Durch Zerlegen der Lunge in
verschiedene Abschnitte werden Bereiche mit unterschiedlicher Virusaktivitat
erhalten. Mit diesem hoch sensiblen Verfahren sind die Voraussetzungen
geschaffen, dass praktisch alle replikationsaktiven bzw. latenten Bereiche im

infizierten Lungengewebe erfassbar werden [38, 53].

Zur Aufklarung der CMV-Infektion auf genetischer Basis wurde in jungster Zeit
von der Arbeitsgruppe Dr. Haberle, Anasthesie ZMF Universitatsklinikum
Tubingen ein Mausmodell der intranasalen (i.n.) MCMV-Infektion entwickelt, in
dem alle Erkenntnisse aus den Redderhase-Arbeiten zum Tragen kommen.
Das Modell untersucht die pulmonale MCMV-Infektion und stellt die klinische
Relevanz der HCMV-Infektion weitgehend nach. Mit Hilfe des Modells und der
Anwendung molekularbiologischer Methoden koénnen die verschiedenen
Stadien der MCMV-Infektion erfasst werden. Durch die Detektion der IE 1 und
IE 3 Genprodukte, die keinen wesentlichen Unterschied zwischen MCMV und
HCMV aufweisen, ist der Ilatente Infektionszustand nachweisbar. Die
Virusreplikation aufRert sich durch das Auftreten des early Genprodukts gB.

Im Tiermodell werden gesunde Mause eingesetzt, die mit einer subletalen
Dosis (2 x 10* PFU) des MCMV i.n. infiziert werden. Nach Primérinfektion kann
sowohl die Virusreplikation als auch die Viruslatenz durch MCMV-Genprodukte
zu unterschiedlichen Zeiten nach der Infektion im Zeitraum von 1 - 36 Tagen
ermittelt werden [75].

Mit Hilfe der RT-PCR und den entsprechenden MCMV-genspezifischen Primern
konnen in der, aus den Lungenteilen isolierten mRNA, die jeweiligen IE 1, IE 3,
gB Genprodukte voneinander unabhangig detektiert werden, so dass der virale

Infektionsstatus in jedem einzelnen Lungenabschnitt selektiv bestimmbar wird.

Das Mausmodell hat sich zur Untersuchung der zytokin-induzierten
Reaktivierung bewahrt, wie einer Posterprasentation zu entnehmen ist [75].
Hierbei konnten neue Aspekte des Signaltransduktionsweges und der
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1 EINLEITUNG

Reaktivierungsmechanismen des MCMV ermittelt werden, die einen Beitrag
zum besseren Verstandnis der HCMV-Infektion leisten.

Da mit diesem Modell der Verlauf einer MCMV-Infektion anhand der
auftretenden Genprodukte verfolgt werden kann, bietet es sich auch zur
Untersuchung der Aktivitat antiviraler Stoffe an. Da bisher solche
Untersuchungen mit diesem Modell noch nicht durchgefuhrt wurden, fehlen
Orientierungsdaten, so dass der Einfluss von anti-CMV-Arzneimitteln auf den
Verlauf einer subletalen i.n. Primarinfektion bisher ungeklart ist.

Orientierende Daten zur Reaktivierung der MCMV-Infektion bei Prophylaxe mit
Ganciclovir (GCV) in gesunden Mausen, die i.p. mit subletaler Dosis an MCMV
primar infiziert wurden, und deren Virusinfektion dann in den latenten Zustand
ubergegangen war, wurden vor kurzem veroffentlicht [10]. Dabei zeigte sich,
dass die Reaktivierung des MCMV in der Lunge durch prophylaktische GCV-
Gabe fur die Dauer der Medikation verhindert werden kann.
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1.7 ZIELSETZUNG DER ARBEIT

Durch die chemische Kupplung der antiviralen Wirkstoffe Azidothymidin und
PFA wurde der neue Multiplex-Wirkstoff AZT-Lipid-PFA erhalten, der in vitro
eine hohe Anti-CMV-Aktivitat aufweist. Ob dieser Wirkstoff fur die
Langzeittherapie bzw. Prophylaxe von HCMV geeignet ist, wurde bisher in vivo
nicht untersucht. Ebenfalls ungeklart ist, ob mit diesem Wirkstoff die hohe
Nephrotoxizitat der bisherigen anti-CMV-Arzneimittel gemildert, beziehungs-
weise vermieden werden kann. Ziel der Arbeit ist daher die Klarung folgender

Fragen:

Welchen Einfluss hat der neue anti-CMV-Wirkstoff AZT-Lipid-PFA auf die
Virusaktivitat im Lungengewebe gesunder Mause nach deren
intranasaler Primarinfektion mit subletaler MCMV-Dosierung?

Welche Nebenwirkungen treten bei der Medikation mit AZT-Lipid-PFA im
Allgemeinen auf, und inwieweit sind dabei besonders Nieren und Lungen

betroffen?
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2 MATERIAL UND METHODIK
2.1 GERATE

Bezeichnung

AIDA image analyser

Biofuge fresco

Blutentnahmemonovetten Li-Heparin 2,6 ml
DIANA I

DNase/ RNAse freie Multireaktionsgefale
1,7; 2 ml

Einbettkassetten

einmal Injektionskanulen 20G, 25G, 27G
Einmalpipetten 5, 10, 25 ml
Einmalspritzen 10, 20 ml

Einmalspritzen 1ml

Falcon Tubes 15; 50 ml

Gelelektrophoresekammern Horizon 11-14

Homogenisator D8

KNF Laborport

Klvette

Lavage-Sonde
Lithium-Heparin-S-Monovette®
Master Cycler Gradient
Megafuge 1.0 R
Microzentrifuge 220 VAC
PCR-Reaktionsgefalie

Pipet boy accu

Pipetten

Pipettenspitzen gelb/ blau
Powerpack 3000
Praparierbesteck

Sterile Filterspitzen 10, 20, 100, 200, 1000ul
Steriler Filter 0,2 pl Ministart®
Ultraspec 3000 pro Photometer
Vortex Genie® 2
Wattestabchen

Firma

Raytest, Straubenhardt
Heraeus, Langenselbold
Sarstedt, NUmbrecht
Raytest, Straubenhardt

Carl Roth, Karlsruhe

Sarstedt, Numbrecht

BD Microlance, USA

BD Falcon, Heidelberg

B Braun, Melsungen

BD Palstikpak™, Heidelberg

BD Falcon, Heidelberg

Gibco BRL life technologies Gel
Apparatur

Miccra RT

KNF, Freiburg

Sarstedt, Numbrecht

Dr. Haberle, ZMF Tubingen
Sarsted, Numbrecht
Eppendorf, Hamburg

Kendro, Langenselbold

Carl Roth, Karlsruhe
Eppendorf, Hamburg

Integra bioscience, Wallisellen
Eppendorf, Hamburg

Sarsted, Numbrecht

Biorad, Munchen, Philadelphia
Aesculab AG, Tuttlingen
Bioenzym, Oldendorf
Sartorius, Gottingen
Amersham pharmacia, USA
Scientific Industries, USA
Schmeiser, Horb a.N.
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2.2 REAGENZIEN

Bezeichnung

100bp DNA LADDER

50 x TAE- Puffer

Chloroform for molecular biology min. 99%
DEPC-Wasser

DNAse |, Amplification Grade

Ethanol 80%

Ethanol RNA-frei fur die Molekularbiologie
Ethidiumbromid [10mg/ ml]
Formaldehyd-Losung 4 % fur die Histologie
H2O - destilliert, autoklaviert

Isopropanol for molecular biology min. 99%
Ketamin Curamed

Methylbutan

N3

NaCl (0,9 %)
Oligo dT20—-Primer 50 uM
Orange G

PBS
PeqGOLD Trifagt™

PeaGOLD niversal Agarose

Platinum® PCR Supermix
RNA-away®

RNAse H

RNAse OUT™
Saccharose

Superscript [I-RNAseH®

Superscript™ Il first Strand synthesis
system for RT-PCR®

TE-Puffer

Tissue Tek® O.C.T. ™fliissig
Wasser (RNAse, DNAse-frei (NFW))
Xylazin, Rampun®

Xylenecyanol

Firma

Promega, Mannheim
Biorad, Munchen
Sigma, Munchen
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Munchen

AppliChem GmbH, Darmstadt

Sigma, Munchen

AppliChem GmbH, Darmstadt

ZMF, Tubingen
Sigma, Muanchen
Curamed, Karlsruhe

Applichem GmbH, Darmstadt

Prof. Dr. H. Schott Institut fiir
Organische Chemie, Tubingen

B Braun, Melsungen
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Munchen
Ginco, Eggenstein
Peqglab, Erlangen
peqglab, Erlangen
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
BIOLABS, New England
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Munchen
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe
IMEB Sakura, USA
Sigma, Munchen
Bayer, Leverkusen

AppliChem GmbH, Darmstadt
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2.21 PUFFERLOSUNGEN

= TAE-Puffer

Als Stammlosung wird der 50 x TAE-Puffer der Firma Biorad (50 x TAE—Puffer
(40mM), Essigsaure (20mM), EDTA (1mM), pH 8,3) verwendet. Fur die Gele
wird dieser mit destilliertem H2O 1:5 verdunnt.

» Tissue Tek® Verdiinnung

Unter der Sterilbank wird fur die Gefrierschnittproben flissiges Tissue Tek® mit
PBS im Verhaltnis 1:1 verdunnt.

= 6 x Laufpuffer fur die Gelelektrophorese

Nach dem Laborprotokoll wird der Laufpuffer wie folgt hergestellt:

0, 40 % Orange G (50 bp), 0, 25 % Xylenecyanol (4 kb), 40 % Saccharose in
destilliertem H20.

2.2.2 ,MASTERMIX“ FUR DIE cDNA-SYNTHESE

10 ul ,Mastermix” enthalten folgende Komponenten des Superscript™ 11l first
Strand synthesis system for RT-PCR®- Kit:

2 ul 10 x RT Puffer, 4 pl 25 mM MgCly, 2 pl 0,1 M DTT,
1 ul RNAseOUT™ (40 U/ul), 1 pl SuperScript ™ RT (200 U/ul).
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2.3 PRIMER FUR DIE POLYMERASE CHAIN REACTION (PCR)

Die in Tab. 1 aufgefuhrten Primer werden von der Firma Thermoelektron,

Langenselbold bezogen.

Tab. 1 Sequenz, Schmelztemperatur (TM in °C) und Lange (bp) der zur Amplifikation
der MCMV-Gene verwendeten Primer

Gen

Forward
R-Aktin*
Reverse

Forward
ie 1[9]

Reverse

Forward
ie 3[1]

Reverse

Forward
gB*

Reverse

Sequenz

5-TCT GGC ACC ACACCT TCT AC- 3’

5’- CAG GCA GCT CAT AGC TCT TC- 3’

5’- TAG CCA ATG ATATCT TCG AGC G - 3’

5’- ATC TGG TGC TCC TCA GAT CAG CTA A-3’
5’- CCT CGA GTC TGG ACC CGA AA- 3

5’- TGT GAG GCA GTA GTT ATA CC- 3’

5’- TCG AGA CCG CTG GTC GTC TT - 3’

5’- GTG CGG ATG TGC TGC TTC TG- 3’

™
in °C

49, 8

49, 4

53,9

57,4

54,1

41,6

57,0

56,6

Amplifikat-
lange
in bp

477

602

299

362

* entworfen mit Hilfe von Daten aus der Genbank im Labor von Frau Dr. H. Haberle
(Anasthesie, ZMF Tubingen)

2.4 NARKOSELOSUNG

Eine Narkoselosung der nachstehenden Zusammensetzung 4,0 ml Ketamin
Curamed (50 mg/ml), 1,3 ml Xylazin (20 mg/ml), 7,6 ml NaCl (0,9 %) wird unter
der sterilen Werkbank hergestellt.
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2.5 MAUSMODELL

Fir die Versuche werden funf Wochen alte, weibliche BALB/c Mause mit einem
durchschnittlichen Gewicht von 17,5 g eingesetzt. Die Mause werden im Alter
von drei Wochen von der Firma Harlan Winkelmann, Borchen bezogen. Die
Tierhaltung erfolgt in Filterkafigen zu je funf Tieren im Tierstall des ZMF
Tubingen nach den Richtlinien des Tierschutzgesetzes. Ernahrt werden die
Tiere mit Trockenfutter (Pellets) und sterilem H2O.

2.5.1 INFEKTION MIT MCMV UND GEWICHTSBESTIMMUNG DER MAUSE

Die Priméarinfektion erfolgt i.n. mit einer Virusldsung, die 2 x 10* PFU des
aufgereinigten MCMV Smith Stamms enthalt, der primar von der Firma ATCC
erworben wurde. Zur Infektion werden die Tiere durch i.p. Applikation von 100
ul der Narkoselosung betaubt. AnschlieBend werden den narkotisierten Tieren
unter der sterilen Werkbank pro Nasenloch 25 ul der Viruslosung appliziert. Den
Kontrollmausen werden analog 2 x 25 ul PBS i.n. verabreicht.

Alle Tiere werden ab Tag 9 p.i. wochentlich gewogen. Dazu wird jedes Tier aus
dem Kafig in eine Box gesetzt, die auf einer Waage steht. Das Gewicht der

virusinfizierten Tiere wird unter der sterilen Werkbank bestimmit.

Zudem wird an jedem Praparationstag das folgende Stammdatenblatt fur jede
Maus ausgefullt.

Mause Stammdatenblatt

Datum:
Kafig Nr.:
Kennung:
Therapie:
Gewicht:

Fell:

Urin in ml:
Blut in ml:
Besonderheiten:
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2.5.2 ANTIVIRALE MEDIKATION

An jedem Therapietag werden 800 mg N3 in 80 ml PBS geldst, wobei eine
Stammlosung mit der Konzentration von 1 mg N3/ 100 ul PBS erhalten wird. Die
Losung wird dann durch einen 0,2 ul Sterilfilter filtriert, in 1 ml Spritzen mit einer
Kanulendicke von 27G unter der Sterilbank portioniert und bis zur Applikation
auf Eis gelagert. Die Tiere werden in folgender Reihenfolge behandelt, um eine
Virusverschleppung zwischen den Kafigen zu vermeiden: Zuerst erhalt die
Kontrollgruppe PBS, anschliel3end die Wirkstoffgruppe N3 i.p.. Dann werden die
MCMV-infizierten Tiere der Therapiegruppe mit N3 therapiert und zuletzt wird
den infizierten Tiere der Infektionsgruppe PBS gespritzt, siehe dazu
Therapieschema der Abb. 4 auf Seite 29.

2.6 ENTNAHME VON KORPERFLUSSIGKEITEN

Am Tag 1 p.i. werden funf Mause jeweils aus der Kontroll- und
Infektionsgruppe, an den Tagen 5, 15, 22, 29, 36, 43, 50 p.i. funf Mause aus
jeder der vier Gruppen getotet. Unter i.p. applizierter Narkoseldésung von 200 pl
und nach ausbleibendem Schmerzreiz werden am jeweiligen Zeitpunkt
aseptisch drei Tieren Leber, Milz und Nieren enthommen. Au3erdem werden fur
spatere Untersuchungen, die nicht im Rahmen dieser Arbeit vorgesehen sind,
allen funf Tieren Blut und Urin fur Metabolismusstudien entnommen, eine BAL
fur Zytokinbestimmungen durchgefuhrt, sowie Blutausstriche fur mogliche
weitere Versuche angefertigt. Der an der Luft getrocknete Blutausstrich wird im
Ethanolbad mit 100% Ethanol fixiert. Allen funf Tieren einer Gruppe werden
jeweils die Lungen entnommen. Davon werden drei Lungen zur Untersuchung
fur den MCMV-Nachweis mittels RT-PCR verwendet, die restlichen zwei
Lungen werden fur histopathologische Untersuchungen bendtigt.

Die Organentnahme, deren Aufbewahrung und Verwendung wird wie folgt
durchgefuhrt: Nach Losen des Fells der betaubten Tiere wird zuerst mit einer
Einmalkanule (25G) an einer 2,6 ml Lithium-Heparin-S-Monovette® eine
Herzpunktion durchgefuhrt. Bei drei Mausen einer Funfergruppe wird die

Trachea freigelegt, die jeweilige Maus tracheotomiert und die Lunge Uber eine
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Sonde mit 2 x 1 ml PBS gespult (= BAL). Weiter wird der Brustkorb eroffnet, die
Lunge entnommen und nach dem Schema, das in Abb. 5 auf Seite 31
dargestellt ist, zunachst zerkleinert. Anschlie®end werden die so erhaltenen
Lungensticke in RNA-freien Eppendorf Cups vereinigt, in flussigem Stickstoff
zwischengelagert und fur die spatere Aufarbeitung mittels PCR bei -80 °C
asserviert. Danach wird der Bauchraum aufgeschnitten. Zur Urinentnahme wird
die Blase mit einer Injektionskanule (27G) punktiert, dann werden Leber, Milz
sowie Nieren enthommen. Die praparierten Organe sowie der Urin werden in
2,0 ml RNA-freien Eppendorf Cups ebenfalls in flissigem Stickstoff eingefroren
und anschliel3end bei —80 °C gelagert, wahrend die Nieren in Einbettkassetten
eingebettet und in gepuffertem 4% Formaldehyd bei Rt konserviert werden. Die
BAL und das Blut werden bis zur Zentrifugation (BAL: 4 °C, 15 min, 2 g; Blut: 20
°C, 10 min, 2000 g) am Entnahmetag bei 4 °C zwischengelagert. Das mittels
Zentrifugation gewonnene Serum und der Uberstand der BAL wird in RNA-freie
Eppendorf Cups Uberfluhrt und ebenfalls bei —80 °C aufbewahrt. Bei den zwei
restlichen Mausen aus einer Funfergruppe werden Blut, Urin sowie die Lungen
fur histologische Untersuchungen entnommen, wobei dazu die eine Lunge mit
gepuffertem 4 % Formaldehyd, die andere fur Gefrierschnitte mittels Tissue
Tek® fixiert wird. Um die Lunge mit Tissue Tek® zu fixieren, wird diese analog
zur PBS Spulung mit 1 ml Tissue Tek® (1:1) ausgeschwemmt. Fur die
Gefrierschnitte muss das Tissue Tek® in der Lunge verbleiben. Dies kann
durch Abbinden der tracheotomierten Trachea mittels Garn erzielt werden. Die
Tissue Tek® gefullte Lunge wird anschlieBend dem Torso entnommen und in
einem Methylbutan-Trockeneisbad in gekuhltem Tissue Tek® eingebettet. Bis
zur Weiterverarbeitung bewahrt man den Tissue Tek® Block, in dem sich die
eingebettete Lunge befindet, in Aluminiumfolie verpackt bei -70 °C auf. Zur
Formalinfixierung wird die Lunge mit 1 ml gepuffertem 4% Formaldehyd
gespult, ohne Herz in einer Einbettkassette eingelagert und anschlieRend in
einem mit gepufferten 4 % Formaldehyd gefullten Behalter zusammen mit den
Nieren bei Rt aufbewahrt.
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( —> RT-PCR
Blut
Entnahme —> Histologie
fir andere < Lunge
Versuche A Ak
(z.B. .
Metabolismusstudien) Urin ‘ !F =—> Histologie
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=
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~
Entnahme .
fur andere < BAL Milz
Versuche Entnahme
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Blutausstrich

Abb. 3 Ubersicht zu der Organentnahme an den jeweiligen Tagen 1, 5, 15, 22, 29, 36,
43, 50 p.i. und deren anschlieRende Verwendung.

2.7 MCMV-NACHWEIS IM LUNGENGEWEBE
2.7.1 HOMOGENISIEREN DES LUNGENGEWEBES

Die entnommenen Lungen werden jeweils an den Praparationstagen 1, 5, 15,
22, 29, 36, 43, 50 p.i. unmittelbar in die verschiedenen Teile zerlegt (siehe Abb .
5 Seite 31) und bei -80° C asserviert. Bei der spateren Aufarbeitung fur die PCR
werden die tiefgefrorenen Gewebeproben zunachst auf Trockeneis und kurz vor
der Weiterbearbeitung auf Eis gelagert.

Zu den aufgetauten, gekuhlten Eppendorf Cups mit den Lungensticken werden
direkt vor dem Homogenisieren 200 pl gekiihites P3P Trifast™ mit einer
RNAse-freien Pipette, versehen mit steriler Spitze, gegeben. Das Gemisch im
Eppendorf Cup aus Lungengewebe und P®°°P Trifast™ wird mit dem
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Homogenisator ungefahr 15 sec zerkleinert. Zur zerkleinerten Masse werden
weitere 800 pl P9°°P Trifast™ hinzugefiigt. Durch wiederholtes Auf- und
Abziehen des Inhalts im Eppendorf Cup mit der Pipette wird eine schlierenfreie
Suspension erhalten. Bei einer unmittelbar anschlielienden Weiterverarbeitung
werden die Proben auf Eis gekuhlt. Anderenfalls konnen die Proben wiederholt
auf Trockeneis zwischengelagert bzw. im Gefrierschrank —80°C aufbewahrt

werden.

Nachdem eine Probe homogenisiert ist, erfolgt die Reinigung des
Homogenisators in folgenden vier Schritten: Spulung mit 80 % Ethanol, RNA-
away®, destillietem H,O und zum Schluss mit autoklaviertem, destilliertem
H,O, anschlieBend wird der Homogenisator mit einem Papiertuch noch
getrocknet.

Nach Abschluss des Homogenisierens aller Proben werden die Stabe des
Homogenisators in ein KOH-Bad gestellt und vor dem nachsten Gebrauch mit
H>0O und Ethanol grindlich gespuilt.

2.7.2 RNA-ISOLIERUNG

Die Lungensticke, die nicht unmittelbar nach ihrer Zerkleinerung aufgearbeitet
sondern eingefroren wurden, lasst man ungefahr 15 min bei Rt auftauen und

dann weitere 5 min bei Rt stehen.

Die im Eppendorf Cup enthaltene und auf Rt erwarmte Gewebesuspension wird
mit Hilfe des VortexGenies2 3 sec aufgemischt, mit 200 ul gekuhltem
Chloroform versetzt, gut verschlossen und abermals fur ungefahr 15 sec
gemischt bis die Suspension eine rosig-milchige Farbung annimmt. Nach
funfminutigem Ruhen bei Rt wird die Suspension in der auf 4°C gekuhlten
Zentrifuge fur 15 min bei 12000 g zentrifugiert. Es resultieren drei Phasen: die
untere, phenolische, rote Phase, welche die DNA enthalt, eine weille
Proteinschicht als Zwischenphase und die obere, wassrige Phase, welche die

gesuchte RNA enthalt. Die wassrige Phase, etwa 600 pl, wird in ein neues 1,7
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ml RNAse-freies Eppendorf Cup uberfuhrt und mit 500 pl Isopropanol versetzt.
Nach gutem Durchmischen wird der Ansatz entweder nach 60 min bei -20 °C
weiterverarbeitet oder fur die spatere Aufarbeitung mehrere Tage bei -20 °C
aufbewahrt. Die beim Stehenlassen der wassrigen Proben ausfallende RNA
wird 15 min bei 4°C und 12000 g zentrifugiert und bildet dabei ein Pellet. Der
Uberstand wird verworfen. Das verbliebene RNA-Pelett wird zur Reinigung mit
1 ml gekuhltem 75% RNAse-freiem Ethanol versetzt, gut durchgemischt und bei
der anschlieBenden Zentrifugation bei 4°C und 12000 g fur 2 min wieder
ausgefallt. Der Uberstand wird verworfen. Reste des Ethanoliiberstandes
werden mit 10 ul Filterspitzen vom Pellet moglichst weitgehend abgesaugt. Die
Pellets werden an der Luft bis zum glasigen Erscheinen ungefahr 5 min
getrocknet und dann je nach GroRe in ca. 20 - 40 ul nukleasefreiem Wasser
(NFW) gelost. Die RNA-Konzentration der jeweiligen Losung wird
spektralphotometrisch bestimmt.

2.7.2.1 SPEKTRALPHOTOMETRISCHE REINHEITS- UND
KONZENTRATIONSBESTIMMUNG DER RNA

Ein Aliquot jeder Probe wird zuerst in einem RNA-freien Gefal® mit TE-Puffer
1:100 verdunnt. Die Verdunnung wird in eine Kuvette von 10 mm uberfuhrt und
im Photometer Ultraspec 3000 mit dem Programm Molekularbiologie RNA mit
einem Verdunnungsfaktor von 100 bei 260 nm, 280 nm gemessen. Der
Nullabgleich erfolgt mit 100 ul TE-Puffer. Die Kivetten werden nach jeder Probe

mit dem Laborport ausgesaugt und mit NFW gereinigt.

2.7.2.2 DNA VERDAU

In einem 500 ul RNAse-freien Eppendorf Cup wird ein Aliquot der isolierten
RNA auf 5 pg/ul mit NFW verdunnt und auf ein Gesamtvolumen von 6,2 pul mit
NFW aufgefullt (siehe Anhang). Fir den DNA Verdau fugt man folgende
Komponenten des DNAse | Amplification Grad-Kit hinzu: 0,8 ul DNA | Reaction
Puffer und 1 ul DNAse | (Amp Grade, 1 U/ul). Der Ansatz wird 30 min bei Rt
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2 MATERIAL UND METHODEN

stehengelassen, bevor er durch Zugabe von 1 ul EDTA gestoppt wird. Das

Gemisch wird anschliefsend 10 min im Mastercyler bei 65°C inkubiert.

2.7.3 cDNA SYNTHESE DURCH REVERSE TRANSKRIPTION DER mRNA

Nach dem DNA Verdau wird die RNA mittels Superscript™ Il first Strand
synthesis system for RT-PCR®-Kit, das alle nétigen Komponenten enthalt, in
drei Schritten zur cDNA umgeschrieben. Im ersten Schritt wird die im Eppendorf
Cup enthaltene Probe mit 1 pl Oligo (dT)2 und 1 pl dNTP-Mix versetzt, im
Mastercycler 5 min bei 65°C erhitzt und dann 5 min auf Eis gekuhlt. Im zweiten
Schritt werden 10 ul ,Mastermix“ zu jeder Probe hinzugefuhrt, die dann im
Mastercycler 50 min bei 50°C, gefolgt von weiteren 5 min bei 85°C wieder
erhitzt und anschlieRend abermals fur 5 min auf Eis gekuhlt wird. Im dritten
Schritt wird jede Probe mit 1 ul RNAse H versetzt und 20 min bei 37°C im
Mastercycler erwarmt. Das Eppendorf Cup mit dem hierbei entstandenen
cDNA-Pool wird fur den unmittelbar anschlieBenden Gennachweis mittels RT-
PCR auf Eis gekuhlt oder fur eine spatere Aufarbeitung bei -20°C gelagert.

2.7.4 POLYMERASE CHAIN REACTION (PCR) DER cDNA

Fur die PCR wird aus den jeweiligen Stammlosungen der Forward (F)- und
Reverse(R)-Primer ein Primergemisch fur die Anzahl an cDNA-Ansatze in

einem RNA-freiem Eppendorf Cup wie folgt angesetzt.
(*2 (PRIMER (R)) + 2 (PRIMER (F)) : 9 x NFW

Fur jede cDNA Probe werden in ein RNA-freies Eppendorf Cup 46 ul Platinum®
PCR Supermix, 2 ul Primergemisch sowie 2 ul aus dem cDNA-Pool pipettiert.
Zur Durchfihrung der RT-PCR wird das Eppendorf Cup anzentrifugiert, in den
Mastercycler gestellt und durchlauft das Primer spezifische Programm, welches
in Tab. 2 auf Seite 32 aufgefuhrt ist. Der erhaltene Reaktionsansatz wird durch

Gelelektrophorese aufgetrennt.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.7.5 TRENNUNG DER AMPLIFIZIERTEN PRODUKTE
IM AGAROSEGEL DURCH GELELEKTROPHORESE

Fir jede Gelkammer wird ein Ansatz von 2,25 mg Agarose in 150 ml TAE-
Puffer in der Mikrowelle zum Sieden gebracht. Zur UV-Markierung des zu
erwartenden Bandenmusters wird das unter Ruhren auf Rt abgekuhlte, noch
flussige Agarosegel unter dem Abzug mit 4 pl Ethidiumbromid (Losung) versetzt
und dann in die Gelkammern gegossen. Zur Aussparung der Geltaschen wird
ein Kamm mit 1 mm Dicke am Gelrand eingesetzt. Die Elektrophoresekammer
wird nach Erstarren des Ethidumbromid-Agarosegels mit TAE-Puffer aufgefullt.
Zu den im Eppendorf Cup befindlichen PCR-Produkten werden 10 ul des 6-
fach-DNA-Laufpuffers gegeben. Der Ansatz wird gemischt und ein Aliquot von
15 w wird jeweils in eine der 15 Geltaschen pipettiert. Als
Molekulargewichtsmarker werden 8 ul der 100 bp DNA-Ladder in die am Rand
befindliche Geltasche pipettiert. Dann schliel3t man die Kammer am Powerpack
bei 90 V fur ungefahr 1,5 h an.

Schema 1 Ethidiumbromid-Agarosegel zur Chromatographie der amplifizierten cDNA,

die aus den verschiedenen Lungenabschnitten gewonnen wird.

- - e W W o e W e w o e e
I O 1 O Y Y N TR AV VA B R || \VARRYJ
& Nr. der Lungenstiicke
S
&
y - —~— P N —~— B N ~— 7
s
Q Maus 1 Maus 2 Maus 3

Das erhaltene Gelchromatogramm wird mit Hilfe des digital Kamerasystems
DIANA Ill der Firma Raytest unter UV-Licht fotografiert sowie digitalisiert und
mit AIDA Software Version 3.22 analysiert. Die erwarteten Basenpaare der
Amplifikationsprodukte betragen fur das Produkt von R-Aktin 477 bp, fur das
Genprodukt IE 1 602 bp, IE 3 299 bp und gB 362 bp (siehe Tab.1 auf Seite 18).
Die Gele werden im Anschluss als Gefahrstoff entsorgt.
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3 ERGEBNISSE
3.1 INFEKTION UND ANTIVIRALE MEDIKATION DER MAUSE

3.1.1 INTRANASALE MCMV-INFEKTION UND ANTIVIRALE MEDIKATION
MIT DEM MULTIPLEX-WIRKSTOFF AZT-LIPID-PFA (N3)

Die Wirkung des Multiplex-Wirkstoffes Nz auf die intranasale (i.n.)
Primarinfektion gesunder Mause mit murinem Cytomegalovirus (MCMV) wurde
Uber einen Zeitraum von 50 Tagen untersucht. Fur diese Versuchsreihe sollten
ursprunglich insgesamt 154 BALB/c Mause einbezogen werden. Bei der
Narkotisierung vor der i.n. Infektion verstarben bereits vier Tiere. Die
verbliebenen 150 Tiere verhielten sich unauffallig, so dass die i.n. Applikation
weitgehend komplikationslos moglich war. Die eingesetzten Tiere wurden in
zwei Gruppen mit jeweils 75 Mausen aufgeteilt (Abb. 4) und in 30 Filterkafigen
zu je funf Tieren gehalten. Unter Narkose wurde jeder Maus einer Gruppe i.n. in
jedes Nasenloch 25 ul der MCMV-L6sung (rote Maus) oder 25 ul PBS als
Kontrolle (weile Maus) appliziert. An Tag 1 p.i. wurden je funf Mause aus der
Kontrollgruppe (PBS/PBS) und der Infektionsgruppe (MCMV/PBS) fur den
Infektionsnachweis getotet, so dass fur den weiteren Verlauf der Testung noch
140 Mause verblieben.
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3 ERGEBNISSE

3.1.1.1 THERAPIEPLAN UND MEDIKATION

Die nach Tag 1 der Infektion beginnende Medikation wurde nach dem in Abb. 4
zusammengefassten Plan durchgefuhrt. Von der Gruppe mit MCMYV infizierten
70 Mausen erhielten 35 Mause an den 10 Therapietagen, in der Therapiezeit
Tag 1 - 19 p.i., jeweils 100 ul PBS intraperitoneal (i.p.). 35 Mausen wurden
jeweils 100 ul PBS, in denen 1 mg des Multiplex-Wirkstoffes (N3) gel6st war,
ebenfalls i.p. gespritzt. Bei den 70 Mausen aus der nicht infizierten Gruppe
wurde analog verfahren, so dass 35 Mause nur PBS und 35 Mause dagegen
PBS/N3 erhielten. Nach dem Therapieplan resultierten somit vier Gruppen. Die
Kontrollgruppe (PBS/PBS), die Wirkstoffgruppe (PBS/N3), in der eventuelle
Nebenwirkungen von N3 ermittelt werden konnten, die Therapiegruppe
(MCMV/N3) zur Bestimmung der antiviralen Aktivitat von Nz und die
Infektionsgruppe (MCMV/PBS) zur Untersuchung der Auswirkung der MCMV-
Infektion.
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150 BALBJc Mause
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Abb. 4 Therapieplan fur die in vier Gruppen aufgeteilten Mause ab Tag 5 nach der i.n.
MCMV-Infektion. Am Tag 1 wurden jeweils 5 Mause aus der Kontroll- und
Infektionsgruppe zum Nachweis der Primarinfektion verwendet, so dass fir die sich
anschliefenden Untersuchungen noch 140 der urspringlich 150 Tiere verblieben.
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3.2 NACHWEIS DER MCMV-INFEKTION UND AKTIVITAT VON N,

Der Nachweis einer MCMV-Infektion sowie der anticytomegaloviralen Wirkung
von AZT-Lipid-PFA wurde mit molekularbiologischen Methoden und
histologischen Untersuchungen gefuhrt. Fur die Histologie, die von PD Dr.
Vogel, Institut fur Pathologie, Universitat Tubingen durchgefuhrt wurde, sind die
Lungen und Nieren von jeweils zwei Mausen einer Therapiegruppe verwendet
worden. Die Virusdetektion erfolgte aus den Lungen von drei Mausen, die

jeweils einer Gruppe entstammten.

3.2.1 AMPLIFIKATION DER TRANSKRIPTIONSPRODUKTE DURCH PCR

Die Expression der MCMV spezifischen Genprodukte wurde in einzelnen
Lungensticken bestimmt. Dazu wurden die entnommenen Lungenhalften
entsprechend der Abb. 5B in 10 Teile zerschnitten. Die funf Lungenlappen
wurden vom Herz und Trachea befreit (siehe Abb. 5A), die dann wie in Abb. 5B
dargestellt, in die Lungensticke zerlegt wurden. Der Lungenlappen 1 wurde
geviertelt, Lungenlappen 2 und 4 geteilt, wahrend Lungenlappen 3 und 5 als
Ganzes belassen wurden. Lungensticke gleicher romischer Ziffer, wie in Abb.
5B markiert, wurden zu einer Probe in einem 2 ml RNAse-freien Eppendorf Cup
vereinigt. Hierdurch konnte erreicht werden, dass moglichst in jeder
Gewebeprobe Transkriptionsprodukte des MCMVs vorhanden waren.

Zur ldentifizierung der MCMV-Genprodukte mit Hilfe der RT-PCR wurden die
Lungenstliicke zunachst im Homogenisator in eine Suspension uberfuhrt und

daraus wie zuvor beschrieben die Gesamt-RNA isoliert.
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links rechts Lungenstiicke fiir die PCR
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Abb. 5 Darstellung der Lungenlappen einer BALB/c Maus (A). Die funf Lungenlappen

Lungenlappen

wurden fur die RT-PCR in zehn Lungenstucke geteilt, wie in (B) dargestellt.

Durch spektrometrische Bestimmung der Absorptionseinheiten bei 260 nm und
280 nm wurde die Menge und Reinheit der isolierten RNA ermittelt. Der RNA-
Gehalt der Proben aus den aufgearbeiteten 380 Lungensticken lag zwischen
185 und 4900 pg/ml. 31 RNA-Isolate, mit einem RNA-Gehalt unter 800 ng/ ml,
wurden nicht weiter verwendet. Durchschnittliche 260/280 Verhaltnisse von ca.
1,6 (gemessen in NFW) oder von 2,1 (gemessen in TE Puffer) belegten eine
ausreichend hohe Reinheit der isolierten RNA fur die anschlieRende cDNA
Synthese (siehe Anhang).

Die in den Proben enthaltene mRNA, in der die Transkriptionsequenzen des
MCMV zu vermuten waren, wurden mit Hilfe eines OligodT(z0) Primers, der an
die Oligo-A-Region am 3’-Ende der mRNA hybridisiert, nach den Angaben aus
Schema 2 in die entsprechende cDNA transkribiert.
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Anschlieend wurden Aliquots der erhaltenen cDNAs mit den MCMV-

spezifischen Primern nach den Bedingungen der Tab. 2 in der PCR-Reaktion

amplifiziert. Je nach Sequenz des zur Amplifikation verwendeten Primers

resultierte ein MCMV-spezifisches DNA-Fragment, das zu einer bestimmten

Teilsequenz der aus dem Lungengewebe isolierten mRNA komplementar war.

Tab. 2 Bedingungen der PCR bei der Verwendung der Primer fur 3-Aktin, ie 1, ie 3, gB

Temperatur Zeit
in °C in min : sec Zyklen

Hot Start 94 02:00
Denaturierung 94 00:30
Annealing

a) R-Aktin, ie 1 53 00:30

b) ie3 58 00:30

c) gB 62 00:30
Polymerisation 72 01:00
Zyklen

a) B-Aktin, ie 1, gB 40

b) ie 3 30
Extensionsschritt

a) B-Aktin, ie 1, gB 72 02:00

b)ie 3
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Schema 2 Reaktionsschritte zur reversen Transkription von mRNA in cDNA

Denaturierung: MmRNA + 1 pl Oligo(dT)2 +1 pl dNTPs

65°C fur 5 min

l

Kuhlen auf Eis 5 min

l

Annealing: + 10 pul ,,Mastermix*
cDNA Synthese: 50°C fur 50 min
Terminale Reaktion: 85°C fur 5 min

l

Kihlen auf Eis 5 min

l

RNA Verdau: + 1 ul RNase H

l

37°C fur 20 min

l

cDNA der mRNA
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3.2.1.1 AMPLIFIKATION DES R-AKTIN GENPRODUKTS DER MAUS

Zunachst wurde von einem Aliquot der cDNA mit dem [3-Aktin Primer ein DNA-
Fragment aus der [3-Aktin Region des Mausgenoms amplifiziert. 3-Aktin wird
hierbei als Referenzgen, so genanntes House-keeping-Gen, eingesetzt. Die
ubiquitare Expression wird nicht durch experimentelle Faktoren bei der
Transkription beeinflusst. Das nach der PCR erhaltene Reaktionsgemisch
konnte durch Elektrophorese in einem Agarosegel in DNA-Fragmente
unterschiedlicher Kettenlange aufgetrennt werden. Durch die Anwesenheit von
Ethidiumbromid fluoreszieren die DNA-Fragmente unter UV-Licht. Beim
Vergleich mit fluoreszierenden Molekulargewichtsmarkern, die im Agarosegel
als Referenzgemisch mit aufgetragen wurden, kann die Kettenlange der
fluoreszierenden, amplifizierten DNA-Fragmente ermittelt und somit das 3-Aktin
Gen auf der Basis seiner Kettenlange indirekt nachgewiesen werden. Durch
das Auftreten des R-Aktin Gens wurde die erfolgreiche Transkription der mRNA
in cDNA dokumentiert. Auf der Basis der R-Aktin Bandenintensitat liel3 sich
halbquantitativ die relative Menge der amplifizierten MCMV-Gene IE 1, IE 3 und
gB mit Hilfe der AIDA Software ermitteln.

3.2.1.2 AMPLIFIKATION DERIE 1, IE 3 UND gB
GENPRODUKTE DES MCMV

Die aus den verschiedenen Lungenabschnitten erhaltenen cDNAs wurden
anschliefend zur weiteren Identifikation von MCMV-Transkriptionsprodukten
wie folgt amplifiziert. Dem jeweiligen cDNA-Pool einer Gewebeprobe wurden
zunachst drei entsprechende Aliquots entnommen. Das eine wurde mit dem
Primer fur die ie 1-MCMV-, das andere mit dem Primer fur die ie 3-MCMV- und
das dritte mit dem Primer fur die gB-MCMV-Genregion versetzt. Nach
Hinzufigen von Platinum® zu den Proben, wurden die Ansatze nach den
Angaben der Tab. 2 behandelt und jeweils einzeln in 1,5 % Agarosegelen
aufgetrennt.
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3.2.2 IDENTIFIZIERUNG DER TRANSKRIPTIONSPRODUKTE
DURCH ELEKTROPHORESE IM AGAROSEGEL

Wie bereits zuvor beschrieben, belegen die auftretenden Banden der
Amplifikationsprodukte IE 1 und IE 3, dass eine Virusinfektion erfolgt ist. Eine
gB Bande, die nur bei der Replikation des Virus auftritt, zeigt eine aktive
Virusvermehrung im Lungengewebe der Maus an. Damit spiegelt das
Expressionsmuster der entsprechenden MCMV-Genprodukte den Verlauf der
MCMV-Infektion wieder und lasst Ruckschlisse auf die antivirale Wirkung von
AZT-Lipid-PFA im Verlauf der Medikation zu.

Die 22 Lungensticke der Mause an Tag 1 p.i., die von jeweils drei Mausen der
Kontroll- und Infektionsgruppe gewonnen wurden, =zeigten, dass die
Kontrollgruppe erwartungsgemaf keine MCMV-Genprodukte aufwies (Abb. 6A).
In der Infektionsgruppe (Abb.6B) wurden nur IE 1 aber keine gB
Transkriptionsprodukte gefunden, so dass eine Primarinfektion an Tag 1 p.i.
zwar erfolgte (IE 1 positiv), das Virus allerdings noch nicht repliziert wurde (gB
negativ). Hierdurch konnte auf die zusatzliche Identifizierung von IE 3 verzichtet

werden.
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6A) TAG 1 KONTROLLGRUPPE (PBS/PBS)

| Maus 1 | Maus 2 | Maus 3

477 bp
R-Aktin

602 bp

IE 1

362 bp
gB

6B) TAG 1 INFEKTIONSGRUPPE (MCMV/PBS)

Maus 1 | Maus 2 | Maus 3

477 bp
R-Aktin

602 bp

IE 1

362 bp
gB

Lungenstucke

Abb. 6 Gelchromatogramme der Genprodukte IE 1 und gB, die mit Hilfe der
RT-PCR aus dem Lungengewebe von unterschiedlich behandelten BALB/c
Mausen am Tag 1 p.i. gewonnen wurden. A) Jeweils drei Tiere entstammten
der Gruppe, die mit PBS/PBS (Kontrollgruppe) und B) drei weitere Tiere
gehorten der Gruppe an, die i.n. mit (2 x 10* PFU) MCMV infiziert wurden,
MCMV/PBS (Infektionsgruppe).
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An Tag 5 p.i. wurden 52 Lungenproben untersucht, die aus zwei Mausen der
Infektionsgruppe und aus jeweils drei Mausen der Kontroll-, Wirkstoff- und
Therapiegruppe stammten. In der cDNA der Kontroll- und Wirkstoffgruppe (Abb.
7A,B) befanden sich erwartungsgemal keine MCMV-Gene. Dagegen wurden in
der Therapiegruppe (Abb. 7C) bei allen drei Mausen IE 1 und gB und in den
Mausen 1 und 2 zusatzlich auch IE 3 gefunden. Bei Maus 1 der
Infektionsgruppe wurden alle drei Genprodukte identifiziert, bei Maus 2 dieser
Gruppe allerdings nur die Genprodukte IE 1 und gB (Abb. 7D). Die Amplifikation
der cDNA mit den drei Primern war nur bei einigen Proben nachzuweisen,
obwohl in allen 11 Gewebeproben die 3-Aktin Bande auftrat. Hinzu kam, dass
die Amplifikation in parallel laufenden Reaktionsansatzen durchgefuhrt wurde,
und die eingesetzten DNA-Aliquots aus den gleichen Pools der cDNAs
stammten. Die Untersuchungen der Lungenproben am Tag 5 p.i. ergaben, dass
spatestens am Tag 5 eine Infektion (IE 1 und IE 3 Genprodukte) mit
auftretender Virusreplikation (gB Genprodukte) in der Lunge vorhanden war.
Aulerdem zeigten die Untersuchungen, dass eine i.p. Medikation mit dem
antiviralen Multiplex-Wirkstoff AZT-Lipid-PFA bis zu diesem Zeitpunkt weder die

Infektion noch die Virusreplikation verhinderte.

7TA) TAG 5 KONTROLLGRUPPE (PBS/PBS)

Maus 1 | Maus 2 | Maus 3

Lungenstucke
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7B) TAG 5 WIRKSTOFFGRUPPE (PBS/N3)

Maus 1 | Maus 2 | Maus 3

477 bp
R-Aktin

602 bp
IE 1

Lungenstucke

7C) TAG 5 THERAPIEGRUPPE (MCMV/N3)

Maus 1 Maus 2 Maus 3

477 bp == —— — e R

R-Aktin I nm oV v rnm VvV IronmIvyv

602 bp

IE 1

Lungenstucke
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7D) TAG 5 INFEKTIONSGRUPPE (MCMV/PBS)

Maus 1 | Maus 2

477bp T T S e R — (S  (S—

R-Aktin

602 bp
IE 1

Lungenstucke

Abb. 7 Gelchromatogramme der Genprodukte 3-Aktin IE 1, IE 3 und gB, die mit Hilfe
der RT-PCR aus mRNA des Lungengewebes von unterschiedlich behandelten BALB/c
Mausen am Tag 5 p.i. gewonnen wurden. 2 Gruppen mit jeweils 3 Mausen werden A)
mit PBS/PBS (Kontrollgruppe) B) mit PBS/N; (Wirkstoffgruppe) p.i. behandelt. 2
weitere Gruppen wurden i.n. mit (2 x 10* PFU) MCMV infizierten und erhielten i.p. C)
MCMV/N; (Therapiegruppe) oder D) MCMV/PBS (Infektionsgruppe).

15 Tage nach Infektion wurde wiederum im Lungengewebe der vier
entsprechenden Gruppen (Kontroll-, Wirkstoff-, Therapie- und Infektionsgruppe)
die Expression der MCMV-Gene IE 1, IE 3, gB untersucht. Wie Abb. 8A,B zeigt,
enthielten die Mause aus der Kontroll- und Wirkstoffgruppe in 30 untersuchten
Lungengewebsproben erwartungsgemal® keine Transkriptionsprodukte des
MCMV, wobei allerdings nur nach IE 3 und gB Amplifikationsprodukten gesucht
wurde. Beim Lungengewebe der drei Mause aus der Therapiegruppe (Abb. 8C)
wies das Lungengewebe von Maus 3 eine |IE 1 und |IE 3 Bande auf, wahrend im
Gewebe aus Maus 1 nur eine |IE 3 Bande nachgewiesen wurde. Keine Probe
aus der Therapiegruppe zeigte eine gB Bande. Die fehlenden gB Banden bei
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gleichzeitiger Anwesenheit von |IE 1 und IE 3 Banden zeigten, dass in der
Therapiegruppe durch die Medikation mit N3 die Virusreplikation unterbunden
wurde, das Virus aber latent vorhanden blieb. Bei den drei Mausen der
Infektionsgruppe (Abb. 8D) wurde in den 13 untersuchten Gewebeproben auch
nach Doppelbestimmung keine IE 1 sondern nur schwache |IE 3 Genbanden
identifiziert, obwohl im Lungengewebe der Mause 1 und 3 vier eindeutige gB
Banden auftraten. Die identifizierten IE 3 und gB-Banden zeigten, dass in zwei

Mausen an Tag 15 eine MCMV-Replikation stattfand.

8A) TAG 15 KONTROLLGRUPPE (PBS/PBS)

Maus 1 Maus 2 | Maus 3

477 bp

R-Aktin

299 bp
IE3

gB 1%

Lungenstucke
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8B) TAG 15 WIRKSTOFFGRUPPE (PBS/N3)

Maus 1 Maus 2 | Maus 3

477 bp
R-Aktin

299 bp
IE3

Lungenstucke

8C) TAG 15 THERAPIEGRUPPE (MCMV/N3)

Maus 1 Maus 2 | Maus 3

477 bp
R-Aktin

602 bp
IE 1

299 bp
IE3

Lungenstucke
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8D) TAG 15 INFEKTIONSGRUPPE (MCMV/PBS)

Maus 1 Maus 2 | Maus 3 |

477 bp
R-Aktin

602 bp
IE 1

Lungenstucke

Abb. 8 Gelchromatogramme der Genprodukte 3-Aktin, IE 1, IE 3 und gB, die aus der
mMRNA des Lungengewebes von unterschiedlich behandelten BALB/c Mausen an Tag
15 p.i. erhalten wurden. Die Behandlung der Mause erfolgte nach den Angaben der
Abb. 4.

Am Tag 22 p.i. enthielten die Lungenabschnitte folgende MCMV-Genprodukte.
Bei jeweils drei Mausen der Kontroll- und Wirkstoffgruppe trat
erwartungsgemal® auller R-Aktin kein Genprodukt in den untersuchten
Lungengewebsproben auf (siehe Abb. 9A,B). In den 14 Proben der drei Mause
aus der Therapiegruppe (Abb. 9C) wurde auch nach einer Doppelbestimmung
weder das IE 1 noch das IE 3 Genprodukt gefunden. Ein schwach auftretendes
gB Genprodukt wurde dagegen in jeweils einer Probe der drei Mause
identifiziert. Von den 15 Lungengewebsproben der drei Mause aus der
Infektionsgruppe (Abb. 9D) wiesen 6 Proben das IE 3 Genprodukt auf, wovon

zwei in Maus 1 und vier in Maus 3 gefunden wurden. Aullerdem wurden
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schwach auftretende gB Banden in zwei Proben aus Maus 2 und in drei Proben

aus Maus 3 identifiziert.

Die Ergebnisse zeigten, dass am Tag 22 p.i. die MCMV-Replikation sowohl in
der Therapie- als auch Infektionsgruppe stattfand. Hieraus konnte gefolgert
werden, dass der antivirale Wirkstoff N3 drei Tage nach der letzten i.p.
Applikation, die Therapie war am Tag 19 beendet, die MCMV-Replikation
allenfalls abschwachte, aber nicht soweit hemmen konnte, dass sie nicht mehr

nachweisbar war.

9A) TAG 22 KONTROLLGRUPPE (PBS/PBS)

Maus 1 Maus 2 | Maus 3 |

477 bp
R-Aktin

Il |

299 bp
IE 3

Lungenstucke

9B) TAG 22 WIRKSTOFFGRUPPE (PBS/N3)

Maus 1 Maus 2 | Maus 3

477 bp
R-Aktin

299 bp
IE3

Lungenstucke
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9C) TAG 22 THERAPIEGRUPPE (MCMV/N3)

Maus 1 Maus 2 | Maus 3

477 bp
R-Aktin

602 bp

IE 1

Lungenstucke

44



3 ERGEBNISSE

9D) TAG 22 INFEKTIONSGRUPPE (MCMV/PBS)

Maus 1 Maus 2 Maus 3

299 bp
IE3

362 bp
gB

Lungenstucke

Abb. 9 Gelchromatogramme der Genprodukte IE 1, IE 3 und gB, die mit Hilfe der RT-

PCR aus mRNA des Lungengewebes von unterschiedlich behandelten BALB/c

Mausen an Tag 22 p.i. gewonnen wurden. Die Behandlung der Mause erfolgte nach

den Angaben der Abb 4.

Bei der Untersuchung von Lungenproben der Mause von Tag 29 waren weder

in der Infektions- noch in der Therapiegruppe MCMV-Gene nachweisbar, wie

den Gelen der Abb. 10 zu entnehmen ist.
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10A) TAG 29

Therapiegruppe

477 bp

Infektionsgruppe

R-Aktin

602 bp
IE 1

([

Lungenstiicke
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10B) TAG 29 MAUS 2

Therapiegruppe Infektionsgruppe

477 bp
R-Aktin

602 bp
IE1

299 bp
IE3

362 bp
gB

Lungenstucke

Abb. 10 Gelchromatogramme der Genprodukte IE 1, IE 3 und gB, die mit Hilfe der RT-
PCR aus mRNA des Lungengewebes von unterschiedlich behandelten BALB/c
Mausen an Tag 29 p.i. gewonnen wurden. Die Behandlung der Mause erfolgte nach
den Angaben der Abb. 4.

Am Tag 36 (siehe Abb.11A) trat nur in der Infektionsgruppe bei Maus 1 in dem
Lungenabschnitt | eine sehr starke |IE 1 Bande auf, was fur eine Latenz des

Virus in dieser Lungenregion spricht.

Am Tag 43 war in Maus 2 aus der Infektionsgruppe in dem Lungenabschnitt IV
eine gB Bande detektierbar, wahrend IE 3 und IE 1 Banden nicht gefunden

wurden.
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11A) TAG 36

MAUS 1

477 bp

R-Aktin

Therapiegruppe Infektionsgruppe

602 bp

IE 1

11B) TAG 36

Lungenstucke

MAUS 2

477 bp
R-Aktin

Therapiegruppe Infektionsgruppe

602 bp

iy

IE1

362 bp
gB

Lungenstucke
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11C) TAG 43

MAUS 1

477 bp
R-Aktin

Therapiegruppe

Infektionsgruppe

602 bp
IE 1

299 bp
IE 3

362 bp
gB

Lungensticke
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11D) TAG 43 MAUS 2

Therapiegruppe Infektionsgruppe

477 bp

R-Aktin

602 bp

IE 1

299 bp
IE 3

362 bp
gB

Lungenstucke

Abb. 11 Gelchromatogramme der Genprodukte IE 1, IE 3 und gB, die mit Hilfe der RT-
PCR aus mRNA des Lungengewebes von unterschiedlich behandelten BALB/c
Mausen an Tag 36 (Abb. 11A,B) und 43 p.i. (Abb. 11C,D) gewonnen wurden. Die
Behandlung der Mause erfolgte analog zu den Angaben der Abb. 4.

Am letzten Zeitpunkt der Versuchsserie, Tag 50 p.i.,, wurde, wie das Gel der
Abb. 12B zeigt, im Lungengewebe von Maus 2 aus der Infektionsgruppe im
Lungenabschnitt | eine schwache IE 1 Bande gefunden, wahrend in der

Therapiegruppe keine MCMV-Genprodukte nachweisbar waren.
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12A) TAG 50 MAUS 1

Therapiegruppe Infektionsgruppe

477 bp
R-Aktin

602 bp
IE 1

299 bp
IE3

Lungenstucke
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12B) TAG 50 MAUS 2

Therapiegruppe Infektionsgruppe

477 bp
R-Aktin

602 bp

IE 1

Lungenstucke

Abb. 12 Gelchromatogramme der Genprodukte IE 1, IE 3 und gB, die mit Hilfe der RT-
PCR aus mRNA des Lungengewebes von unterschiedlich behandelten BALB/c
Mausen an Tag 50 p.i. gewonnen wurden. Die Behandlung der Mause erfolgte analog
zu den Angaben der Abb. 4.

3.2.3 KONZENTRATIONSERMITTLUNG
DER TRANSKRIPTIONSPRODUKTE

Die relative Intensitatsdichte der Gelbanden von IE 1, IE 3 und gB wurden
bezogen auf die als Standard gesetzte R-Aktinbande mit Hilfe der AIDA
Software berechnet, wobei Areal/Integral in QL/mm? kalkuliert wurde. Bei der
Auswertung der Gele von Tag 5, 15, 22 wurden die in Tab. 3, 4 aufgefuhrten
Werte erhalten.
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Tab. 3 Prozentuale Intensitat der Gelbanden aus Abb. 7 - 9 bezogen auf R-Aktin. Die

Banden entsprechen den Genprodukten, die aus dem Lungengewebe der mit MCMV-

infizierten (1) und der infizierten aber mit N; therapierten Mause (T) an den Tagen 5, 15,

22 p.i. erhalten wurden.

Relative Intensitat
zu B-Aktin in %

Tag Maus
p-i. Nr. Gruppe IE 1 IE 3 gB
1 T 46,3 61,1 82,1
| 25,7 61,8 43,7
T 43,6 51,7 72,4
2
5
| 36,6 441 34
3 T 34,9 33,3 53,7
| - - -
1 T 25,3 25,6 221
| 10,5 37,7 52,6
” T 34,9 30,3 31,5
15
| 10,9 33,2 39,8
3 T 271 23,5 30,5
| 10,6 35,1 60,2
1 T 46,7 22,3 41,7
| 30,8 34,5 66,1
> T 45,3 23,5 41,0
22
| 29,34 36,6 73,8
3 T 42,9 23,8 38,4
| 34,0 61,7 80,6
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Tab. 4 Mittelwerte der prozentualen auf R-Aktin bezogenen Genexpressionsprodukte
an den Tagen 5, 15, 22 p.i., die in Tab. 3 aufgefihrt sind.

Gemittelter Prozentanteil der

Genprodukte
Tag p.i. Genprodukte Therapiegruppe Infektionsgruppe p
IE 1 41,6 31,2 < 0,05
5 IE 3 48,7 53,0 > 0,05
gB 69,4 38,9 < 0,005
IE 1 291 10,7 < 0,001
15 IE 3 26,4 35,4 < 0,001
gB 28,0 50,8 < 0,001
IE1 45,0 31,4 < 0,001
22 IE 3 23,3 44,3 < 0,005
gB 40,4 73,5 < 0,001

Die statistischen Analysen erfolgten mit dem Statistikprogramm SPSS 14 fur
Windows von SPSS Inc. Zur Kontrolle der Varianzgleichheit wurde zuerst ein
Levenetest durchgefuhrt, der bei allen Ergebnissen eine Varianzgleichheit
ergab. Weiter wurde die Signifikanz mittels studentischem T-Test bei
Normalverteilung berechnet. Die Signifikanz kann in folgender Abstufung
ausgedruckt werden. p < 0,001: hoch signifikant, p < 0,01 signifikant, p < 0,05
schwach signifikant und p > 0,05 nicht signifikant. Der Vergleich der
Genexpression in der Therapie- und Infektionsgruppe ergab an Tag 5 p.i. bei
der Expression des gB Gens signifikante Ergebnisse. An Tag 15 p.i. wurde bei
allen drei Genprodukten hoch signifikante Werte gefunden, wobei die
prozentualen Anteile an Tag 22 p.i bei IE 1 und gB hoch signifikant und bei IE 3
signifikant ermittelt wurden. So konnen die Resultate bis auf die Werte von Tag
5 IE 1 und IE 3 als bedeutsam deklariert werden (Abb. 13). Diese Ergebnisse
wurden durch die Berechnung des Wilcox-Test mit Hilfe der Software Jump
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durch Herrn Eichner, Institut fir Medizinische Biometrie, Universitat Tubingen

* *
=
o
I e
o
o
S L T
o
[ -

Tag 5 Tag 5 Tag 15 Tag 15 Tag 22 Tag 22
MCMV/N3 MCMV/PBS MCMV/N3 MCMV/PBS MCMV/N3 MCMV/PBS

gesichert.

zu B- Aktin in %

Genexprexpression in Relation

Méausegruppe an den Tagen p.i.

Abb. 13 Semiquantitative Auswertung der Gelchromatogramme und Angaben zur
Signifikanz, die mit Hilfe des studentischen T-Tests bei Normalverteilung berechnet
wurde.
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3.3 KONTROLLE DES ALLGMEINZUSTANDES DER MAUSE
DURCH GEWICHTSBESTIMMUNG UND HISTOLOGIE

Die Kdrpergewichtskontrolle im Verlauf einer Therapie kann bekanntlich indirekt
Auskunft Uber den Krankheitsverlauf und die Nebenwirkungen eines
Arzneimittels geben. Aus diesem Grund wurden die Tiere im Verlauf der
Versuchsreihe gewogen. Ab Tag 9 p.i. traten Gewichtsanderungen auf. Wie
Abb. 14 zeigt, verzeichneten alle Mause im Verlauf der siebenwochigen Studie
eine Gewichtszunahme, die am Studienende zwischen 10 und 30 % betrug. Die
Medikation wurde von den Tieren gut toleriert, da die Mause im Verlauf der
Therapie keinen Gewichtsverlust sondern im Gegenteil eine Gewichtszunahme
aufwiesen, die leicht Uber der von nicht behandelten Tiere lag. Die
Gewichtszunahme zeigte, dass eine Dauertherapie von 20 Tagen mit
insgesamt 10 mg N3 pro Maus, d.h. 570 mg Ns/kg als Gesamtdosis ohne

merkliche Nebenwirkungen vertragen wurde.

= ¥ =Kontrollgruppe (PBS/PBS) & Wirkstoffgruppe (PBS/N3)
—&— Infektionsgruppe (MCMV/PBS) —aA— Therapiegruppe (MCMV/N3)

- N N w
(3] o (3] o
1 1 1 1

Gewichtszunahme in %

-
o
1

9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48
Tag p.i.

Abb. 14 Prozentuale Gewichtsanderung bei den unterschiedlich behandelten Mausen
ab Tag 9.
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Zudem verursachte die Infektion keine auffalligen Nieren- und Lungenschéaden,
wie histologische Untersuchungen der Organe, die von Herrn PD Dr. Vogel
durchgefihrt wurden, belegten. Stellvertreten fir die umfangreichen
histologischen  Untersuchungen wird in Abb. 15 das unauffallige
Nierenparenchym gezeigt.

15A) 15B)

Abb. 15 Nierenparenchym nach zehnmaliger Applikation von N3 an Tag 22 p.i..
A: Ubersicht tiber das Nierenparenchym. Hamatoxylin-Eosin, x 1,25

B: Unauffallige Nierenrinde mit Glomerulus, Tubuli und GefalRen. Hamatoxylin-Eosin, x
40
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4 DISKUSSION

Die Untersuchungen der in vivo Aktivitat deuten daraufhin, dass der Multiplex-
Wirkstoff ~AZT-Lipid-PFA die charakteristischen Eigenschaften eines
Virusstatikums aufweist,. Der Wirkstoff vermochte die Virusreplikation teilweise
oder ganz zu hemmen, solange eine Medikation erfolgte. Eine Eliminierung des
Virus im Therapiezeitraum konnte nicht erreicht werden, was aber auch mit

derzeit verfugbaren Virusstatika bekanntlich nicht zu erwarten gewesen ware.

Wie die in Tab. 5 zusammengefassten Ergebnisse zeigen, trat ab Tag 5 bis
einschliellich Tag 22 p.i. bei den mit MCMV-infizierten und nicht therapierten
Mausen eine Primarinfektion auf, da in den untersuchten Lungengewebsproben
die MCMV-Genprodukte IE 1, IE 3 und gB eindeutig nachweisbar waren. Im
Gegensatz dazu beobachtete man bei den mit MCMV-infizierten, jedoch
therapierten Mausen, dass am Tag 15 p.i. nach der siebenmaligen Applikation
von AZT-Lipid-PFA kein gB-Genprodukt auftrat und somit die Replikation
weitgehend unterbunden wurde. Nach Absetzen der Therapie (Tag 19 p.i.)
wurde die Replikation am Tag 22 p.i. wieder nachweisbar. Am Tag 29 p.i.
befanden sich in allen untersuchten Lungengewebsproben sowohl bei den
infizierten und behandelten als auch bei den unbehandelten Tieren keine
MCMV-Genprodukte. Das Nichtauftreten der Gelbanden tauschte bei den
infizierten, nicht behandelten Mausen eine Viruselimination vor, denn am Tag
36 p.i. wurde in der Infektionsgruppe wieder das IE 1 Gen identifiziert. Dieser
Befund Iasst die Vermutung zu, dass das Virus am Tag 29 p.i. latent aber nicht
detektierbar vorhanden war und ab Tag 36 p.i. durch einen unbekannten
Mechanismus zur Replikation aktiviert wurde und somit wieder nachweisbar
geworden ist. Der aus dem optischen Erscheinungsbild des Gelbandenmusters
interpretierbare Verlauf der intranasalen Infektion von gesunden Mausen mit
einer subletalen MCMV-Dosis bestatigte sich bei der instrumentellen
Auswertung der Bandenintensitat mit der AIDA Software 3.22 und der

errechneten Signifikanz der Messdaten.
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Tab. 5 Identifizierte MCMV-Genprodukte |IE 1 (immediate early gen 1); IE 3 (immediate
early gen 3); gB (Glycoprotein) im Lungengewebe von intranasal mit 2 x 10* PFU
MCMYV infizierten Mausen an den Tagen 5, 15, 22, 29, 36, 43, 50 p.i. Gruppe 1,
(Therapiegruppe, drei Mause) wurde nach der Infektion an den Tagen 1, 3,5, 7, 9, 11,
13, 15, 17, 19 mit dem antiviralen Wirkstoff AZT-Lipid-PFA therapiert. Gruppe 2

(Infektionsgruppe, drei Mause) erhielt keine antivirale Therapie.

Tag IE1 IE 3 gB
p.i. Gruppe Gruppe Gruppe

15 + - +
22 - - -
29 - - - - - -
36 - + - - - -
43 - - - - - +
50 - + - - - -

+
+ + + 5N
+

*n.b. nicht bestimmt

Im Rahmen einer fruheren Versuchsreihe, bei der im gleichen Mausmodell eine
Primarinfektion ausgelost wurde [75], waren am Tag 29 p.i. alle drei
Genprodukte und am Tag 36 nur noch IE 1 und IE 3 detektierbar. In einer
spateren Versuchsserie [64] traten im gleichen Modell ab Tag 21 p.i. keine
Genprodukte mehr auf. Der unterschiedliche Verlauf der Primarinfektion in
diesem Mausmodell kann vermutlich damit erklart werden, dass die subletale
Infektion von den Mausen unterschiedlich gut verkraftet wurde.

Bemerkenswert ist, dass in der vorliegenden jetzigen Versuchsserie an den
Tagen 36, 43, 50 p.i. nur in den infizierten und nicht therapierten Mausen noch
Genprodukte (IE 1, gB) von MCMV gefunden wurden, wahrend diese in den
therapierten Mausen fehlten. Es ist somit anzunehmen, dass die
Genexpression des MCMV unter die Nachweisgrenze sank oder das MCMV
sogar vollstandig aus der Maus eliminiert wurde. Die nicht mehr nachweisbare

MCMV-Infektion zeigte aulerdem, dass der antivirale Wirkstoff N3 keine
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Stimulation einer moglichen latenten MCMV-Infektion ausloste, die eventuell
von toxischen Metaboliten des Wirkstoffs AZT-Lipid-PFA verursacht werden
konnte. Im Gegenteil, man kann vermuten, dass der Wirkstoff die Eliminierung
des Virus begunstigte, da ab Tag 29 p.i. im Lungengewebe der Therapiegruppe
keine MCMV-Genprodukte nachgewiesen wurden, wahrend die Infektions-
gruppe diese noch aufwies. Bei den Betrachtungen ist allerdings zu
bericksichtigen, dass die Befunde nur bei einer von drei Mausen auftraten. Far
gesicherte Aussagen musste man eine grofRere Zahl von Tieren einsetzen, was

im vorliegenden Fall nicht moglich war.

Fur den Fall, das dieser Befund reproduzierbar ist, es spricht eigentlich alles
daflr, wurde sich die antivirale Wirkung von AZT-Lipid-PFA nicht nur auf die zu
erwartende Replikationshemmung beschranken, sondern auch aktiv, nach
einem unbekannten Mechanismus, in die Viruseliminierung eingreifen. Der
beobachtete Langzeiteffekt des Wirkstoffs kdnnte in einem letalen Mausmodell
nicht gefunden werden, und lasst sich nur mit einem subletalen Modell

nachweisen, wie es in der vorliegenden Arbeit verwendet wurde.

Die Aktivitat von N3 steht im Einklang mit den Beobachtungen von Cook [10].
Diese Arbeitsgruppe hat erstmals beschrieben, dass bei einer dreiwdchigen
Prophylaxe, bei der taglich 10 mg GCV/kg subcutan appliziert wurden, die
Reaktivierung des latent vorhandenen MCMV verhindert wurde. GCV kann
bekanntlich auf der Ebene der Polymerasekettenverlangerung die
Virusreplikation stoppen. PFA als eine der beiden Hauptkomponenten des
neuen Wirkstoffs AZT-Lipid-PFA kann erwiesenermallen kompetitiv einen
zentralen Bereich der Polymerase blockieren. Falls PFA aus AZT-Lipid-PFA
durch Metabolisierung freigesetzt wird, was zu vermuten ist, aber bisher noch
nicht untersucht wurde, konnte der Wirkstoff auch bei der Polymerasereaktion
eingreifen. Die antivirale Aktivitat beider Substanzen kann somit bei der
Primarinfektion die Hemmung der Replikation, bei der Viruslatenz die
Reaktivierung blockieren, indem die Polymerase gehemmt wird. Trotz des
weitgehend gleichen Targets kann die Blockade der Reaktivierung des Virus

durch GCV nur bedingt als Vergleichswert herangezogen werden, da GCV und
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PFA zwar die Polymerasereaktion hemmen, dazu aber einen unterschiedlichen
Wirkmechanismus verwenden, der bekanntlich erst bei Arzneimittelresistenz

zum Tragen kommt.

Im Unterschied zu der von Cook gewahlten Dosierung von GCV (taglich 10
mg/kg s.c.) wurden vom AZT-Lipid-PFA 57 mg/kg jeden zweiten Tag i.p.
appliziert. Vermutlich kann mit einer verminderten aber taglichen Medikation der
gleiche Plasmaspiegel erzielt werden, der mit den hohen alternierenden Dosen
erreicht wird. Die alternierende Therapie, die fur AZT-Lipid-PFA gewahlt wurde,
ist einerseits fur den Empfanger schonender, andererseits konnte der Wirkstoff
einen Depoteffekt aufweisen, wodurch eine tagliche Therapie nicht erforderlich
ware, was allerdings noch untersucht werden musste. Ungeklart ist auch, ob
der Wirkstoff als Gesamtmolekul oder seine Metabolite antiviral in vivo wirken.
FuUr die Therapie von Transplantpatienten werden 60 mg/kg PFA alle 8 Stunden
i.v. vorgeschlagen. Somit wird AZT-Lipid-PFA im Vergleich zu PFA im

Mausmodell leicht unterdosiert eingesetzt [3].

Die eingangs erwahnten, fruher verwendeten Mausmodelle zur ersten
orientierenden Ermittlung der Wirkung neuer antiviraler Substanzen, basieren
darauf, dass durch eine hohe letale Infektion mit MCMYV die Tiere innerhalb von
funf Tagen nach der Infektion sterben. Eine lebensverlangernde Wirkung der
applizierten Substanz wird als indirekter Beweis der antiviralen Aktivitat
gewertet. Mit dem Modell der letalen Infektion sind innerhalb von wenigen
Tagen Aussagen zur Dosis-Wirkung-Abhangigkeit moglich. Aullerdem
ermoglicht dieses Modell die Ermittlung der relativen antiviralen Aktivitat zweier
oder mehrerer antiviraler Substanzen zueinander. Der wesentliche Nachteil des
letalen Infektionsmodells ist aber darin zu sehen, dass dieses Modell den realen
Infektionsverlauf bei Patienten nicht annahernd wiedergibt und keine Aussagen
bezlglich der Wirkstoffaktivitat bei Latenz und Reaktivierung ermoglicht.
Abgesehen davon, ist die Genehmigung zur Durchfuhrung solcher

Tierexperimente heutzutage nicht ohne weiteres zu erhalten.
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Zur Untersuchung der Langzeitwirkung von antiviralen Wirkstoffen ist die letale
Infektion kein brauchbares Modell, zumal die antivirale Wirkung in den
einzelnen betroffenen Organen nicht bestimmbar ist. Gerade fur latente
Infektionen bendtigt man sehr sensible Modelle, zu denen das hier
beschriebene zahlt, mit dem fur die Humantherapie entscheidende Fragen
geklart werden konnen. Die Ergebnisse zeigen, dass sich das Mausmodell mit
i.n. Infektion grundsatzlich zur Untersuchung der antiviralen Aktivitat neuer anti-
CMV-Wirkstoffe eignet. Allerdings ist der Nachweis der Wirksamkeit auf
molekularbiologischer Ebene mit Hilfe der RT-PCR, wie er in der vorliegenden
Arbeit erstmals durchgefuhrt wurde, wesentlich arbeitsintensiver und
methodisch aufwendiger als ein letales Mausmodell, das nur orientierende
Aktivitatsdaten liefern kann.

Mit den gefundenen Ergebnissen ist die ursprungliche Zielsetzung der Arbeit
erreicht worden, die vorsah, die Aktivitat des neuen, bisher in vivo ungepruften
antiviralen Multiplex-Wirkstoffs AZT-Lipid-PFA im Mausmodell der i.n.
Cytomegalovirusinfektion zu ermitteln. Es konnte zum ersten Mal mit
molekularbiologischen Techniken gezeigt werden, dass der Wirkstoff die
MCMV-Replikation hemmt und moglicherweise auch zur Eliminierung des Virus
beitragt. Inwieweit die antivirale Hemmwirkung von N3 die Wirksamkeit
zugelassener  anti-HCMV-Arzneimittel  Ubertrifft, kann erst in sehr
umfangreichen praklinischen Untersuchungen und spateren klinischen Studien
geklart werden.

Fur die zukinftige Anwendung des Modells ist es wichtig, Schwachstellen zu
erkennen und nach LOsungswegen zu suchen. Die molekularbiologische
Arbeitstechnik ist mit verschiedenen Fehlerquellen behaftet, die die
Interpretation der Testergebnisse verfalschen konnen. Die i.n. Applikation mit
subletalen MCMV-Dosen fuhrt in der Lunge zu einer Infektion, wobei das Virus
seinen latenten oder replizierenden Zustand unregelmalig wechseln kann, wie
eingangs ausfuhrlich beschrieben wurde [38]. Durch die unterschiedliche
Verteilung der nachzuweisenden geringen Mengen an Genprodukten in den

Lungenteilen stoRt die Quantifizierung der MCMV-Infektion an ihre Grenzen.
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Bei einem Anteil der Genprodukte in der cDNA einer Probe, der unterhalb einer
nicht ermittelten Nachweisgrenze liegt, fuhrt die primerspezifische Amplifikation
der cDNA nicht zu ausreichend grof3en Mengen, die in der Gelelektrophorese
identifiziert werden konnen. Im Chromatogramm fehlen dann die
entsprechenden Amplifikationsprodukte, wodurch ein negatives Ergebnis
vorgetauscht wird. Um eine falsche Interpretation weitgehend auszuschlief3en,
mussen Mehrfachbestimmungen durchgefuhrt werden.

Cook verwendet zur Identifizierung der viralen Genprodukte anstelle der
normalen RT-PCR die nested RT-PCR als Alternative. Die Methode bendtigt
nicht wie die RT-PCR nur 2 sondern 4 MCMYV spezifische Primer [10], wodurch
zusatzliche Arbeitsschritte erforderlich werden. Amplifikationsprodukte, die mit
der RT-PCR in nicht nachweisbaren Mengen erhalten werden, kdnnen mit der
nested RT-PCR so vermehrt werden, dass sie detektierbar werden.

Zu den genannten Fehlerquellen kommen noch alle die hinzu, die beim
molekularbiologischen Nachweis von Nukleinsauren, das aus Gewebe isoliert
wird generell auftreten konnen. So kann einerseits bereits bei der Isolierung die
RNA durch RNAse teilweise oder ganz abgebaut werden. Andererseits konnen
bei der Isolierung der mMRNA aus dem Lungengewebe, je nach der verwendeten
Methodik (fraktionierte Fallung oder chromatographische Trennung an Oligo-T
Tragermaterialien), sehr unterschiedliche mRNA-Mengen in unterschiedlicher
Reinheit erhalten werden. Bei der Transkription, Amplifikation und Detektion
sind ebenfalls falsch negative oder falschlich niedrige Testergebnisse moglich.

Durch eine ungenaue photometrische Konzentrationsbestimmung sowie nicht
optimierte Primer und Amplifikationsschritte oder schlecht aufgetrennte
Gelbanden tauschen die auftretenden Intensitaten der Banden falsche Mengen
an Replikationsprodukten vor. Einige dieser Fehlerquellen lassen sich
weitgehend ausschlielen, wenn die Daten in einer unabhangigen
Mehrfachbestimmung reproduzierbar sind. Zur Kontrolle von Extraktions-,
Amplifikations- und Detektionsschritten kann ein interner Standard verwendet
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werden, wobei allerdings die Auswahl dieses Standards bekanntlich mit
Schwierigkeiten verbunden ist [48].

Die Intensitat der auftretenden Gelbanden lasst keine eindeutige Aussage
daruber zu, bis zu welchem Grad die Virusreplikation in den therapierten Tieren
gehemmt wird. Eine auftretende gB Bande deutet nur qualitativ an, dass eine
Virusreplikation stattgefunden hat. Solange die Methode nicht quantifiziert ist,
kann man aus Intensitatsunterschieden entsprechender Banden keine Aussage
zu Aktivitatsunterschieden machen. Selbst wenn keine gB Bande auftritt, was
eine totale Repliktionshemmung vermuten Iasst, ist nicht auszuschliel3en, dass

die Replikation trotzdem stattfindet aber nicht detektierbar ist.

Vermutlich sind nur mit der duferst sensitiven real-time PCR [46, 77] kleine
Transkriptionsmengen quantifizierbar und geringe Veranderungen in der
Genexpression erfassbar, so dass die Moglichkeiten, die dieses Mausmodell
bietet mit dieser Methode voll ausgeschopft werden koénnen, wenn die
benotigten internen Standards zur Verfugung stehen [39, 50]. Vliegen et al. kam
am Ende seiner Untersuchung zur Detektion und Quantifizierung von MCMV
mit der real-time PCR 2zu dem Ergebnis, dass diese Technik eine
ausgesprochen nutzliche Methode sein kann, um den Effekt neuer Wirkstoffe
(dose-response relation) auf die totale Viruseliminierung zu prufen [77].
Fleckenstein [18] hat aktuelle Entwicklungen zur Quantifizierung von CMV-
Nukleinsauren sowie die Vor- und Nachteile der verschiedenen Methoden
ausfuhrlich diskutiert und dabei aufgezeigt, dass die Methodik eine schnelle

Entwicklung in Richtung Automatisierung durchlauft.

Gerade die zuverlassige, moglichst quantitative Aussage zur Replikations-
hemmung ist fur die erste Beurteilung der antiviralen Aktivitdt eines neuen
Wirkstoffs ausschlaggebend. Wenn keine eindeutige Aktivitatssteigerung oder
Reduzierung der Nebenwirkung bei gleicher Aktivitat beziehungsweise sonstige
Vorteile bei der Therapie zu den derzeit angewendeten Arzneimitteln
nachweisbar sind, fehlt die grundsatzliche Voraussetzung fur die weitere

langwierige, sehr teure Entwicklung eines neuen Wirkstoffs zum Arzneimittel.
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Die Aufklarung der antiviralen Wirkung auf der differenzierten
molekularbiologischen Ebene mit Hilfe hoch sensibler Mausmodelle kann das
antivirale Potential eines Wirkstoffs ausloten. Es ist aulierst schwierig, die
antivirale Aktivitat eines ungetesteten Wirkstoffs in einem Tiermodell zu
ermitteln, wenn weder fur die Formulierung, Hohe der Dosierung noch fur die
Art des Therapieschemas Daten vorhanden sind, wie es in der vorliegenden
Arbeit der Fall gewesen ist.

Die ermittelte antivirale Aktivitdt eines neuen Wirkstoffs lasst sich dadurch
absichern, dass man bei der Testung einen Referenzwirkstoff mit verwendet. Im
vorliegenden Fall wirde der Einsatz von PFA als Referenzwirkstoff, der in der
Humantherapie zugelassen ist, wertvolle und notwendige Orientierungsdaten
fur die in vivo Testung der unbekannten Wirkung von AZT-Lipid-PFA liefern,
zumal PFA eine der beiden Hauptwirkstoffkomponenten des Multiplex-
Wirkstoffs ist. Diese zusatzlichen sehr aufwendigen Untersuchungen wirden
aber den Rahmen der vorliegenden Arbeit weit Uberschreiten.

Abgesehen davon, dass das verwendete Mausmodell, bei einer einzigen
Dosierung von N3 nur orientierende Daten zur antiviralen Wirksamkeit von AZT-
Lipid-PFA in der Lunge liefern kann, sind die mit dem Modell erhaltenen
Aussagen zur Toxizitat des Wirkstoffes eindeutig und aullerst positiv. Da bei
den histopathologischen Untersuchungen von PD Dr. Vogel weder an Lungen
noch an Nieren pathologische Veranderungen gefunden wurden, erweist sich
der Wirkstoff in der gewahlten vergleichbar hohen Dosierung als weitgehend
untoxisch. Gerade aufgrund der hohen Nephrotoxizitat der zugelassenen anti
HCMV-Therapeutika (GCV, PFA, CDV), sind deren therapeutische Anwendung
stark eingeschrankt [13], so dass weniger toxische anti-CMV wirksame
Substanzen dringend gefordert werden. Durch das Ausbleiben einer
Nephrotoxizitat von AZT-Lipid-PFA bei der angewendeten Dosierung ist eine
entscheidende Voraussetzung erflllt, die weitere praklinische Untersuchungen
des neuen Multiplex-Wirkstoffs rechtfertigen und wunschenswert erscheinen

lassen.
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Bei zukunftigen Untersuchungen musste dann auch der antivirale Effekt der
zweiten Hauptwirkstoffkomponente des Multiplex-Wirkstoffs AZT-Lipid-PFA, der
von AZT, ermittelt werden, wozu aber ein Tiermodell fur die HIV-Infektion
bendtigt wurde. Vor allem dadurch, dass bei AIDS Patienten, die HIV-Infektion
sehr haufig von der HCMV-Infektion begleitet ist, kdnnte der Multiplex-Wirkstoff
neue Therapiechancen eroffnen. Unter diesem Aspekt ware es vielleicht auch
zweckmalig, ein Tiermodell zur gleichzeitigen Testung von HIV- und CMC-
Infektion zu ermitteln. Man konnte auch darliber nachdenken, mit welchen
Modellen man generell Multiplex-Wirkstoffe testen konnte, da alle bisherigen

Tiermodelle auf die Monotherapie fixiert sind.
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Eine Gruppe 70 gesunder Balb/c Mause wurde intranasal (i.n.) mit subletalen
Dosen (2x10* PFU) des murinen Cytomegalovirus (MCMV) infiziert. Zur
Ermittlung der antiviralen in vivo Wirkung des neuen Multiplex-Wirkstoffes AZT-
Lipid-PFA, von dem bisher nur in vitro Daten bekannt waren, wurden von dieser
Gruppe 35 Mause zusatzlich an den Tagen 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19 p.i.
mit jeweils ca. 57 mg/kg dieses Wirkstoffs i.p. therapiert. Zur Kontrolle wurde
mit einer zweiten Gruppe von 70 nicht infizierten Mausen analog verfahren. Das
Allgemeinbefinden der Mause anderte sich im Verlauf von 50 Tagen weder
durch die Infektion noch durch die Therapie, wie aus Gewichtsmessungen
gefolgert wurde.

An den Tagen 1, 5, 15, 22, 29, 36, 43, 50 p.i. wurde die mRNA jeweils aus zehn
verschiedenen Lungenabschnitten einer Lunge von jeweils drei getOteten
Mausen aus allen Gruppen isoliert. Die mRNA der verschiedenen
Lungenabschnitte wurde mit Hilfe eines Oligo-dT-Primers und der RT-PCR-
Methode in cDNA transkribiert. Durch eine Amplifikation der cDNA, wobei
verschiedene spezifische Primer fur die MCMV-spezifischen immediate early
Gene ie 1, ie 3 und das early Gen gB eingesetzt wurden und der
anschlieBenden elektrophoretischen Trennung der Amplifikationsansatze
wurden Gelchromatogramme erhalten, deren Bandenmuster Auskunft Gber den

Verlauf der Virusinfektion gaben.

Die auftretenden Gelbanden zeigten, dass bei den intranasal infizierten Mausen
im Zeitraum von Tag 5 — 22 p.i. eine Virusreplikation (gB positiv) stattfand, das
Virus ab Tag 29 mit der Ausnahme am Tag 43 (gB positiv), in den latenten
Zustand (IE 1, IE 3 positiv) Uberging, der bis zum Versuchsende am Tag 50 in
einigen wenigen Lungenabschnitten noch nachweisbar war. Bei den infizierten
und therapierten Mausen verlief die Virusinfektion analog bis auf zwei
entscheidende Unterschiede. Am Tag 15 p.i. war die Virusreplikation (gB
negativ) nicht detektierbar im Gegensatz zu den nicht therapierten Mausen. Erst
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3 Tage nach Beendigung der Therapie am Tag 22 p.i. wurde die Replikation
wieder nachweisbar. Ab Tag 29 p.i. wurden keine Virusgene (IE 1, IE 3), die bei
einer Viruslatenz zu erwarten waren, gefunden, die bei den infizierten, nicht
therapierten Tieren in verschiedenen Lungenabschnitten mehr oder weniger

deutlich detektierbar waren.

Die Ergebnisse lassen vermuten, dass der neue Multiplex-Wirkstoff AZT-Lipid-
PFA in vivo die charakteristische Wirkung eines Virusstatikums aufweist, d.h.,
eine Virusreplikation wird nur wahrend der Dauer der Therapie teilweise oder
vollig inhibiert. Das Virus wird aber hierbei nicht eliminiert. Es ist aber zu
vermuten, dass der Wirkstoff die Eliminierung des Virus unterstutzt.

Da mit dem verwendeten Mausmodell die antivirale Wirkung nicht
quantifizierbar ist, muss mit einer quantitativen Methodik und entsprechenden
Referenzvirusstatika die zwar gefundene, aber noch nicht endgultig bewiesene
in vivo Wirksamkeit von AZT-Lipid-PFA weiter untersucht werden. Da im Verlauf
der dreiwochigen Therapie keine histopathologischen Auffalligkeiten in Lungen
und Nieren aufgetreten sind, erfullt der neue Wirkstoff eine wesentliche
Voraussetzung, um weitere wunschenswerte praklinische Studien zu

rechtfertigen.
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Ergebnisse der RNA-Isolierung aus den 5 Lungenabschnitten (I - V Abb. 5), Angaben zum
DNA Verdau und der RT-PCR der Mausgruppen:

P/PBS: Kontrollgruppe = Applikation von PBS

P/IN;:  Wirkstoffgruppe = Therapie mit N
V/IPBS: Infektionsgruppe = Infektion + Applikation von PBS
VIN;: Therapiegruppe = Infektion + Therapie mit N3

Tag 1 p.i.
o UV- Konzentration DNA Verdau* Identifizierte Genprodukte
g Verhiltnis | derisolierte | RNA- | H0-
2 Lungen- 260nm/ RNA geléstin | Lésung | Zugabe B-
© Kennung abschnitt 280nm** 20p1 H20 [pg/pl] in pl in pl actin IE1 IE 3 GB
P1/ PBS | 1,54 1,26 4,0 2,2 + 2
P1/ PBS I 1,57 1,65 30 | 22 + =g
P1/ PBS I 1,61 1,78 2,8 3,4 + o
PI/PBS | IV 1,58 0,50 Nicht weiterverarbeitet o
P1/ PBS v 1,57 1,29 39 | 23 | + =
% P2/ PBS I 1,56 1,35 3,7 2,5 + ‘E >
S | P2/ PBS I 1,56 1,70 2,9 3,3 + c R
=  P2/PBS I 1,56 1,24 4,0 2,2 + E o
*§ P2/ PBS W 1,53 1,22 41 2,1 + ‘2 c
¥ | P2/ PBS v 1,58 2,83 1,8 4.4 + ]
P3/ PBS I 1,55 1,20 42 2,0 + (14
P3/ PBS I 1,57 2,17 23 | 39 | + =
P3/ PBS I 1,56 2,24 2,2 4,0 + -
P3/ PBS v 1,58 2,21 2,3 3,9 + (14
P3/ PBS \"/ 1,55 1,85 2,7 3,5 +
V1/PBS | 1,54 0,66 Nicht weiterverarbeitet
V1/PBS I 1,55 0,97 52 | 10 | ++ | + -
V1/PBS I 1,52
V1/PBS v 1,48 < 0,42 wurde nicht aufgearbeitet
V1/PBS \Y; 1,45
8 | v2/PBS | 1,50
2 | V2/PBS I 1,64 1,00 50 | 1,2 | 4+ | + -
g V2/PBS 1] 1,45 0,26 Nicht weiterverarbeitet -
2 | V2IPBS W 1,54 0,67 45 1,7 | ++ + -
€ | V2/PBS Vv 1,52 0,38 Nicht weiterverarbeitet
V3/PBS I 1,57 1,66 3,0 3,2 ++ | 4+ -
V3/PBS | 1,58 1,63 3.1 3.1 ++ -
V3/PBS I 1,60 1,18 43 1,9 ++ -
V3/PBS v 1,60 0,93 3,2 3,0 ++ -
V3/PBS v 1,56 0,66 45 1,7 ++ -

*Inkubation mit 1ul DNAse- Lésung und 0,8 ul DNAse- Puffer
** gemessen in NFW
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Tag 5 p.i.
® uv- Konzentration DNA Verdau* Identifizierte Genprodukte
-y Verhiltnis | der isolierte RNA- H,0 -
5 Lungen- | 260nm/ | RNAgeldstin | Lésung | Zugabe & B
Kennung | abschnitt | 280nm 20p1 Ho0 [pgipl] | inpl in pl actin | IE1 IE 3 GB
P1/ PBS | 1,59 1,57 3,2 3,0 ++
P1/ PBS | 1,57 1,48 3,4 2,8 +
P1/ PBS 1] 1,58 1,36 3,7 2,5 ++
P1/ PBS v 1,62 2,05 2,4 3,8 ++
P1/ PBS \") 1,59 1,60 3,1 3,1 ++
Q P2/ PBS | 1,57 1,09 4,6 1,6 ++
S P2/ PBS Il 1,61 1,61 3,1 3,1 ++ S
%’ P2/ PBS 1] 1,53 1,48 3,4 2,8 ++ -lg
E P2/ PBS v 1,59 1,93 2,6 3,6 ++ 9
X | P2/ PBS \") 1,59 1,93 2,6 3,6 ++ c
P3/ PBS | 1,57 1,75 2,9 3,3 ++ %
P3/ PBS | 1,59 1,28 3,9 2,3 ++ £
P3/ PBS 1] 1,575 1,81 2,8 3,4 ++ 8’
P3/ PBS v 1,580 2,03 2,5 3,7 ++ g’
P3/ PBS \") 1,54 0,77 Nicht weiterverarbeitet c
P1/N3 ! 1,55 0,90 £
P1/ N3 | 1,56 1,44 3,5 2,7 ++ o
P1/ N3 1| 1,57 1,59 3,1 3,1 ++ GED
P1/ N3 v 1,59 1,99 2,5 3,7 ++ -
P1/ N3 v 1,55 1,92 26 | 36 | ++ 28
2 [ P2/N3 | 1,59 1,38 36 | 26 | ++ 5
s' P2/ N3 | 1,60 1,21 4.1 2,1 ++ o
2 P2N3 | I 1,98 1,30 38 | 24 | ++ =
g P2/ N3 v 1,59 2,94 1,7 4.5 ++ 12
§ P2/ N3 \"/ 1,56 1,46 3,4 2,8 ++
P3/ N3 | 1,68 0,78 Nicht weiterverarbeitet
P3/ N3 Il 1,51 0,93 54 0,8 ++
P3/ N3 1| 1,555 1,68 3,0 3,2 ++
P3/ N3 v 1,54 1,23 4.1 2,1 ++
P3/ N3 \"/ 1,59 1,11 4.5 1,7 ++
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V1/N3 | 1,565 1,74 2,9 3,3 - - -
V1/N3 | 1,70 1,04 4.8 1,4 - - -
V1/N3 1] 1,70 1,31 3,8 2,4 - - ++
V1/N3 v 1,616 4,10 1,2 5,0 ++ ++ + ++
V1/N3 \"/ 1,59 1,47 3,4 2,8 ++ ++ ++ +
L V2/N3 | 1,560 2,05 2,4 3,8 ++ + + +
g- V2/N3 | 1,650 3,11 1,6 4.6 ++ + + -
.g V2/N3 1] 1,570 2,47 2,0 4,2 ++ - + -
g V2/N3 v 1,550 2,10 2,4 3,8 - - ++
[E V2/N3 \"/ 1,655 3,11 1,6 4.6 + + ++
V3/N3 | 1,560 1,87 2,7 3,5 ++ - - -
V3/N3 | 1,530 2,13 2,3 3,9 ++ + - -
V3/N3 1] 1,58 1,22 4.1 2,1 ++ - - -
V3/N3 v 1,55 2,06 2,4 3,8 ++ - - -
V3/N3 \"/ 1,575 2,23 2,2 4,0 ++ - - +
V1/PBS | 1,585 2,08 2,4 3,8 ++ + + -
V1/PBS | 1,620 2,44 2,0 4,2 ++ ++ ++ ++
V1/PBS 1] 1,580 1,90 2,6 3,6 ++ - + -
V1/PBS v 1,605 2,49 2,0 4,2 ++ - + +
V1/PBS \"/ 1,560 2,35 2,1 4.1 ++ - - -
cé V2/PBS | 1,535 1,81 2,8 3,4 ++ - - -
g) V2/PBS | 1,54 1,35 3,7 2,5 ++ + - -
g V2/PBS 1] 1,585 1,87 2,7 3,5 ++ - - -
2 V2/PBS v 1,575 1,74 2,9 3,3 ++ ++ - -
“E V2/PBS \"/ 1,590 2,02 2,5 3,7 ++ - - ++
V3/PBS | 1,505 1,55 3,2 3,0 ++ - - -
V3/PBS | 1,50 0,70
V3/PBS 1] 1,58 0,56
V3/PBS v 1,50 0,19
V3/PBS v 1,50 0,32 Nicht weiterverarbeitet

*Inkubation mit 1ul DNAse- Lésung und 0,8 ul DNAse- Puffer

** gemessen in NFW
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Tag 15 p.i.
UV- Konzentration DNA Verdau* Identifizierte Genprodukte
Verhiltnis der isolierte RNA- H.0 -
Lungen- 260nm/ RNA gel6st in Losung | Zugabe B-
Nr Kennung abschnitt 280nm** 20pl H20 [pg/pl] in pl in pl actin IE1 IE 3 GB
P1/ PBS | 1,595 1,84 2,7 3,5 ++
P1/ PBS Il 1,605 1,89 2,6 3,6 ++
P1/ PBS ] 1,660 2,10 2,4 3,8 ++
P1/ PBS v 1,595 2,08 2,4 3,8 ++
P1/ PBS \' 1,54 0,89
o | P2/PBS | 1,62 1,65 3,0 3,2 ++
S P2/ PBS ] 1,62 1,62 3,1 3,1 ++ S
%’ P2/ PBS ]l 1,61 2,17 2,3 3,9 ++ '-'3
£ | P2/ PBS \ 1,665 2,30 2,2 4,0 ++ o
€ P2/PBS | V 1,60 1,46 34 | 28 | ++ 2
P3/ PBS | 1,585 1,90 2,6 3,6 ++ %
P3/ PBS Il 1,56 1,27 3,9 2,3 ++ =
P3/ PBS I 1,585 1,72 2,9 3,3 ++ g,
P3/ PBS v 1,595 1,73 29 3,3 ++ cmn
P3/ PBS Vv 1,585 2,61 1,9 4,3 ++ c
P1/N3 ! 1,610 1,72 29 | 33 | ++ £
P1/ N3 Il 1,55 1,43 3,5 2,7 ++ ©
P1/ N3 ]l 1,605 2,66 1,9 4,3 ++ GE,
P1/ N3 v 1,570 1,79 2,8 3,4 ++ -
P1/ N3 \' 1,56 0,99 5,1 1,1 ++ =
L1 P2/N3 | 1,56 1,22 4.1 2,1 ++ 5
CEL P2/ N3 ] 1,565 2,05 2,4 3,8 ++ o
£ P2N3 | NI 1,570 1,93 26 | 36 | ++ 'n_:l
g P2/ N3 v 1,62 1,26 4,0 2,2 ++
= P2/ N3 \' 1,635 1,71 29 3,3 +
P3/ N3 | 1,575 1,82 2,7 3,5 ++
P3/ N3 | 1,51 0,77 Nicht weiterverarbeitet
P3/ N3 ]l 1,54 1,10 45 1,7 ++
P3/ N3 v 1,570 2,25 2,2 4,0 ++
P3/ N3 \' 1,595 2,26 2,2 4,0 ++
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V1/N3 | 1,54 0,98 Nicht weiterverarbeitet
V1/N3 ] 1,56 1,63 3,1 3,1 ++ - -
V1/N3 ]l 1,60 1,37 3,6 2,6 ++ - -
V1/N3 v 1,53 1,23 4.1 2,1 ++ - -
V1/N3 \"/ 1,60 0,74 Nicht weiterverarbeitet
2| V2iN3 [ 1,60 1,10 45 | 1,7 | ++ - -
;2 xz;:; IIIII 1 Zi 333 Nicht weiterverarbeitet
g V2/N3 v 1,615 3,10 1,6 4,6 ++ - -
= V2/N3 \' 1,59 1,49 3,4 2,8 ++ - -
V3/N3 | 1,56 0,68 Nicht weiterverarbeitet
V3/N3 ] 1,555 2,08 2,4 3,8 + -
V3/N3 ]l 1,57 2,03 2,5 3,7 + -
V3/N3 v 1,56 1,37 3,6 2,6 ++ - -
V3/N3 Vv 1,60 2,12 2,4 3,8 ++ - -
V1/PBS | 1,59 1,37 3,6 2,6 + -
V1/PBS Il 1,66 1,67 3,0 3,2 - ++
V1/PBS ]l 1,64 2,40 2,1 4.1 - -
V1/PBS v 1,585 2,01 2,5 3,7 ++ - ++
V1/PBS \' 1,60 0,95 53 0,9 + + -
8 | V2/PBS I 1,55 1,09 4,6 16 | ++ + -
g) V2/PBS Il 1,60 1,04 4.8 1,4 ++ + -
g V2/PBS ]l 1,61 1,39 3,6 2,6 ++ - -
% V2/PBS v 1,615 2,24 2,2 4,0 ++ - -
€ | V2/PBS \"/ 1,56 0,35 Nicht weiterverarbeitet
V3/PBS | 1,625 2,96 1,7 | 45 | ++ - | 4
V3/PBS | 1,54 0,40 Nicht weiterverarbeitet
V3/PBS ]l 1,59 1,70 29 3,3 ++ - -
V3/PBS v 1,60 1,87 2,7 3,5 ++ - ++
V3/PBS \") 1,58 0,41 Nicht weiterverarbeitet

*Inkubation mit 1ul DNAse- Lésung und 0,8 ul DNAse- Puffer

** gemessen in NFW
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Tag 22 p.i.
Uv- Konzentration DNA Verdau* Identifizierte Genprodukte
Verhaltnis der isolierte RNA- H,0 -
Lungen- 260nm/ RNA gel6st in Losung | Zugabe R-
Nr Kennung abschnitt 280nm** 20pl H20 [pg/pl] inpl in pl actin IE1 IE 3 GB
P1/ PBS I 1,58 1,37 3,6 2,6 ++
P1/ PBS | 1,565 1,83 2,7 3,5 ++
P1/ PBS 1] 1,54 0,54 Nicht weiterverarbeitet
P1/ PBS v 1,57 2,28 2,2 4,0 ++
P1/ PBS \; 1,60 1,36 3,7 2,5 ++
© | P2/PBS I 1,60 2,05 2,4 3,8 ++
S | P2/PBS I 1,54 1,89 26 | 36 | ++ >
= | P2/PBS i 1,595 1,91 2,6 3,6 ++ 1-3
E P2/ PBS \Y 1,590 1,76 2,8 3,4 ++ g
¥ | P2/ PBS ' 1,605 2,68 1,9 43 ++ c
P3/ PBS I 1,58 1,01 5,0 1,2 ++ %
P3/ PBS I 1,65 3,19 1,6 4.6 ++ £
P3/ PBS i 1,565 1,70 2,9 3,3 ++ g,
P3/ PBS \Y 1,56 1,55 3,2 3,0 ++ cwn
P3/ PBS ' 1,685 2,81 1,8 4.4 ++ c
P1/ N3 I 1,615 2,08 24 | 38 | ++ £
P1/ N3 I 1,66 1,76 2,8 3,4 ++ ©
P1/ N3 1 1,630 2,33 2,1 4,1 ++ E
P1/ N3 \Y 1,675 2,36 2,1 4,1 ++ 3
P1/ N3 Y 1,665 2,39 2,1 4,1 ++ s
Q| P2/N3 I 1,655 3,01 1,7 4,5 ++ 5
S | P2/N3 I 1,59 1,55 32 | 30 | ++ o
£ P2IN3 | I 1,59 1,54 32 | 30 | ++ -
g P2/ N3 v 1,630 2,37 2,1 4,1 ++ 2
S | P2/N3 \; 1,695 3,34 1,5 4,7 ++
P3/ N3 I 1,615 3,05 1,6 4.6 ++
P3/ N3 | 1,59 1,62 3,1 3,1 ++
P3/ N3 i 1,59 2,10 2,4 3,8 ++
P3/ N3 \Y 1,59 1,99 2,5 3,7 ++
P3/ N3 \; 1,605 3,06 1,6 4.6 ++
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V1/N3 | 1,625 2,17 23 | 39 | ++ -
V1/N3 I 175 1,27 39 | 23 | ++ -
V1IN3 M 1,54 115 43 | 1,9 | ++ -
V1IN3 v 1,66 1,32 38 | 24 | ++ -
V1/N3 v 1,64 2,58 19 | 43 | ++ *

2 | V2IN3 | 1,635 2,97 17 | 45 | ++ -

S | V2IN3 I 1,645 1,70 29 | 33 | ++ -

2| vaiN3 M 1,620 4,26 12 | 50 | ++ *

S va2IN3 v 1,654 1,84 27 | 35 | ++ -

£ | vains v 1,71 3,12 16 | 46 | ++ -
V3IN3 | 1,625 1,01 50 | 12 | ++ -
V3IN3 I 1,55 2,51 20 | 42 | ++ +
V3IN3 m 1,595 2,70 19 | 43 | ++ -
V3IN3 v 1,660 178 28 | 34 | ++ -
V3IN3 v 1,655 1,68 30 | 32 | nd -
V1/PBS | 1,555 149 34 | 28 | ++ -
VIPBS | I 1,55 1,35 37 | 25 | ++ -
VIPBS | I 1,57 1,84 27 | 35 | ++ -
VIPBS & IV 1,59 2,43 21 | 41 | ++ *
VIPBS @V 1,635 2,01 25 | 37 | ++ ++

8 | v2/PBS | 1,575 1,50 33 | 29 | ++ -

2| vaPBS | I 1,56 2,11 24 | 38 | ++ -

2 | v2PBS | I 1,55 1,51 33 | 29 | ++ -

€| vapBS | IV 1,55 2,28 22 | 40 | ++ -

€ V2/PBS |V 1,54 1,50 33 | 29 | ++ -
V3/PBS | 1,55 143 35 | 27 | ++ -
V3PBS | I 163 1,95 26 | 36 | ++ ++
V3PBS | I 1,58 1,49 34 | 28 | ++ ++
V3PBS @ IV 1,66 2,30 22 | 40 | ++ *
V3PBS @V 1,56 1,40 36 | 26 | ++ ++

*Inkubation mit 1ul DNAse- Lésung und 0,8 ul DNAse- Puffer-

** gemessen in NFW
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Tag 29 p.i.
uv- Konzentration DNA Verdau* Identifizierte Genprodukte
Verhaltnis der isolierte RNA- H,0 -
Lungen- 260nm/ RNA gel6st in Losung | Zugabe R-
Nr Kennung abschnitt 280nm** 20pl H20 [pg/pl] inpl in pl actin IE1 IE 3 GB
P1/ PBS I 1,38 1,38 3,6 2,6 ++
P1/ PBS | 1,39 0,83 6,0 0,2
P1/ PBS 1] 1,38 0,45 Nicht weiterverarbeitet
P1/ PBS [\ 1,40 1,24 4,0 2,2 ++
P1/ PBS \' 1,415 1,53 3,3 2,9 ++
© | P2/PBS I 1,40 1,34 3,7 2,5 ++
S | p2/PBS I 1,405 1,45 3,4 2,8 ++ -
(=3’ P2/ PBS m 1,41 1,37 3,6 2,6 ++ 1-3
€ | P2/PBS v 1,39 1,15 43 1,9 ++ ?
¥ | P2/PBS \' 1,41 1,25 4,0 2,2 ++ c
P3/ PBS I 1,40 0,91 5,5 0,7 ++ %
P3/ PBS I 1,40 0,86 5,8 0,4 ++ =
P3/ PBS m 1,39 0,88 5,7 0,5 ++ g,
P3/ PBS v 1,43 1,03 49 1,3 ++ cwn
P3/ PBS ' 1,425 1,53 3,3 2,9 ++ c
P1/ N3 | 1,5 0,91 55 07 | ++ .E
P1/ N3 I 1,49 0,83 6,0 0,2 ++ ©
P1/ N3 1 1,495 2,11 2,4 3,8 ++ E
P1/ N3 v 1,505 1,89 2,6 3,6 ++ 3
P1/ N3 v 1,49 1,08 4,6 1,6 | ++ i
2| P2IN3 [ 1,46 1,36 3,7 25 | ++ 5
2 | P2/N3 ] 1,465 1,69 3,0 3,2 ++ o
5 P2/ N3 ]l 1,465 1,85 2,7 3,5 ++ [
2 paN3 | IV 1475 1,88 27 | 35 | ++ o
2 | P2/N3 v 1,47 1,37 3,6 2,6 ++
P3/ N3 I 1,88 1,97 2,5 3,7 ++
P3/ N3 I 1,91 1,44 3,5 2,7 ++
P3/ N3 1 1,595 1,67 3,0 3,2 ++
P3/ N3 \ 1,615 2,29 2,2 4,0 ++
P3/ N3 \' 1,625 2,11 2,4 3,8 ++
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V1/N3 I 1,49 1,37 3,6 2,6 ++
V1/N3 I 1,49 1,43 3,5 2,7 ++
V1/N3 i 1,50 1,59 3,1 3,1 ++
V1/N3 v 1,49 1,37 3,6 2,6 ++
V1/N3 ' 1,49 1,31 3,8 2,4 ++
‘é V2/N3 I 1,48 1,39 3,6 2,6 ++
> V2IN3 I 1,49 1,27 3,9 2,3 ++
g V2/N3 n 1,475 1,48 34 | 2,8 | ++
S | V2IN3 v 1,48 2,29 22 | 40 | ++
= V2/N3 \" 1,485 1,71 2,9 3,3 ++
V3/N3 I 1,70 3,29 1,5 4,7 ++
V3/IN3 I 1,61 2,07 2,4 3,8 ++
V3/N3 i 1,59 1,28 3,9 2,3 ++
V3/N3 v 1,665 2,69 1,9 4,3 ++
V3/N3 \Y; 1,660 1,70 2,9 3,3 ++
V1/PBS I 1,48 1,07 4,7 1,5 ++
V1/PBS I 1,495 1,54 3,2 3,0 ++
V1/PBS 1 1,48 1,30 3,8 2,4 ++
V1/PBS \Y; 1,50 1,07 4,7 1,5 ++
V1/PBS \Y; 1,48 0,95 5,3 0,9 ++
8 | v2/PBS | 1,48 1,45 34 | 28 | ++
S | V2/PBS I 1,49 2,10 24 | 38 | ++
£ | V2/PBS n 1,475 1,63 3,1 3,1 ++
% V2/PBS v 1,48 2,04 2,5 3,7 ++
‘E | V2/PBS v 1,485 1,29 3,9 2,3 ++
V3/PBS I 1,595 1,52 3,3 2,9 ++
V3/PBS I 1,590 1,74 2,9 3,3 ++
V3/PBS i 1,630 2,31 2,2 4,0 ++
V3/PBS \Y; 1,68 3,28 1,5 4,7 ++
V3/PBS \ 1,68 2,47 2,0 4,2 ++

* Inkubation mit 1ul DNAse- Lésung und 0,8 ul DNAse- Puffer

** gemessen in NFW sowie gemessen in TE-Puffer, hier nicht dargestellt liegen alle Werte >

1,90
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Tag 36 p.i.
uv- Konzentration DNA Verdau* Identifizierte Genprodukte
Verhaltnis der isolierte RNA- H,0 -
Lungen- 260nm/ RNA gel6st in Losung | Zugabe R-

Nr Kennung abschnitt 280nm** 20pl H20 [pg/pl] inpl in pl actin IE1 IE 3 GB
V1/N3 I 1,58 1,33 3,8 2,4 ++ - - -
V1/N3 I 1,59 2,16 2,3 3,9 ++ - - -
V1/N3 n 1,715 1,67 3,0 3,2 ++ - - -
V1/N3 \Y 1,676 1,99 2,5 3,7 ++ - - -
V1/N3 ' 1,575 1,68 3,0 3,2 ++ - - -

‘é V2/N3 I 1,56 1,96 2,6 3,6 ++ - - -

cE» V2/N3 Il 1,63 2,42 2.1 4.1 ++ - - -

2 | V2IN3 1 1,58 2,60 1,9 43 ++ - - -

S | V2IN3 v 1,632 2,52 20 | 42 | ++ | - - -

£ | V2IN3 ' 1,57 2,18 2,3 3,9 ++ - - -
V3/N3 I 2,07 1,39 3,6 2,6 ++ - - -
V3/N3 I 2,08 1,73 2,9 3,3 ++ - - -
V3/N3 n 2,08 1,71 2,9 3,3 ++ - - -
V3/N3 v 2,05 2,50 2 4,2 ++ - - -
V3/N3 ' 2,06 1,75 2,9 3,3 ++ - - -
V1/PBS I 1,64 1,96 2,6 3,6 ++ ++ - -
V1/PBS I 1,54 1,51 3,3 2,9 ++ - - -
V1/PBS n 1,63 3,10 1,6 4,6 ++ - - -
V1/PBS v 1,62 2,66 1,9 43 ++ - - -
V1/PBS ' 1,54 1,97 2,5 3,7 ++ - - -

8| v2PBS | | 1,55 1,01 50 | 12 | 4+ | - | - | -

S | V2/PBS I 1,54 2,29 22 | 40 | ++ - - -

"g’ V2/PBS 1 1,55 2,68 1,9 43 ++ - - -

% V2/PBS v 1,56 1,73 2,9 3,3 ++ - - -

€ | V2/PBS ' 1,676 1,76 2,8 3,4 ++ - - -
V3/PBS I 1,94 0,85 5,9 0,3 ++ - - -
V3/PBS I 1,98 1,24 4,0 2,2 ++ - - -
V3/PBS 1 2,08 1,51 3,3 2,9 ++ - - -
V3/PBS v 2,07 2,38 2,1 4,1 ++ - - -
V3/PBS ' 2,07 1,41 3,6 2,6 ++ - - -

* Inkubation mit 1ul DNAse- Lésung und 0,8 ul DNAse- Puffer
** gemessen in NFW
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Tag 43 p.i.
uv- Konzentration DNA Verdau* Identifizierte Genprodukte
Verhaltnis der isolierte RNA- H20 -
Lungen- 260nm/ RNA gel6st in Losung | Zugabe B-

Nr Kennung abschnitt 280nm** 20pl H20 [pg/pl] inpl in pl actin IE1 IE 3 GB
V1/N3 I 1,525 1,81 2,8 3,4 ++ - - -
V1/N3 1 1,55 1,52 3,3 2,9 ++ - - -

© V1/N3 1} 1,57 2,16 2,3 3,9 ++ - - -

& VIN3 v 1,58 2,23 22 | 40 | ++ | - | - | -

S| V1IN3 v 1,585 2,71 1.8 | 44 | ++ | - - -

S | V2/N3 I 1,55 2,49 2,0 4,2 ++ - - -

8 vaiN3 I 1,53 1,01 50 | 12 | ++ | - ; -

| vaIN3 I 1,56 1,82 27 | 35 | ++ | - ; .
V2/N3 v 1,676 1,71 2,9 3,3 ++ - - -
V2/N3 Vv 1,605 4,62 1,1 5,1 ++ - - -

V1/PBS | 1,57 1,61 3.1 3,1 ++ - - -
V1/PBS 1 1,658 1,59 3.1 3,1 ++ - - -

Q V1/PBS 1} 1,660 1,90 2,6 3,6 ++ - - -

S | V1/PBS v 1,602 3,44 1,5 4,7 ++ - - -

> | V1/PBS v 1,65 2,54 20 | 42 | ++ | - ; ;

.f::' V2/PBS | 1,89 0,95 53 0.9 ++ - - -

S | V2/PBS I 1,676 1,46 34 | 2,8 | ++ - - -

= V2/PBS 1} 1,54 1,86 2,7 3,5 ++ - - -

V2/PBS v 1,59 1,58 3,2 3,0 ++ - - ++
V2/PBS \) 1,605 3,04 1,6 4.6 ++ - - -

*Inkubation mit 1ul DNAse- Lésung und 0,8 ul DNAse- Puffer
** gemessen in NFW
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Tag 50 p.i.
UV- Konzentration DNA Verdau* Identifizierte Genprodukte
Verhaltnis der isolierte RNA- H20 -
Lungen- 260nm/ RNA gel6st in Losung | Zugabe R-
Nr Kennung abschnitt 280nm** 20pl H20 [pg/pl] inpl in pl actin IE1 IE 3 GB
P1/ PBS I 1,55 1,9 n.b.
P1/ PBS Il 1,53 2,8
P1/ PBS m 1,67 1,7
P1/ PBS )\ 1,59 2,5
P1/ PBS \' 1,58 0,1
@ | P2/PBS I 1,62 0,7
S | P2/PBS I 1,62 1.4
= | P2/PBS | Il 1,62 24
E P2/ PBS W 1,60 2,6
X | P2/PBS \' 1,64 3,7
P3/ PBS I 1,67 2,7
P3/ PBS Il 1,89 1,6
P3/ PBS m 1,70 2,0
P3/ PBS \% 1,65 2,4
P3/ PBS \' 1,70 1,9
P1/ N3 I 1,57 2,4
P1/ N3 I 1,69 1,7
P1/ N3 m 1,78 2,9
P1/ N3 \ 1,79 2,9
P1/ N3 \' 1,63 3,9
§ P2/ N3 I 1,65 0,5
2 | P2IN3 I 1,68 1,4
% | P2/N3 1 1,89 23
2 p2N3 v 1,56 58
= | P2/N3 v 1,62 2,1
P3/ N3 I 1,65 1,8
P3/ N3 I 1,58 1,4
P3/ N3 m 1,53 1,7
P3/ N3 \% 1,67 2,0
P3/ N3 \' 1,59 2,4
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V1/N3 | 1,595 2,33 2,1 4,1 ++
V1/N3 I 1,635 3,13 1,6 4,6 ++
V1/N3 I 1,625 2,56 2,0 4,2 ++
V1/N3 v 1,615 3,07 1,6 4,6 ++
V1/N3 v 1,595 2,18 2,3 3,9 ++

2 | V2/N3 | 1,98 0,52 92 | -34* | ++

S | vaiN3 I 1,58 1,79 2,8 3,4 ++

g V2/N3 I 1,63 2,97 1,7 45 ++

S| V2IN3 v 1,59 2,29 2,2 4,0 ++

S | V2/N3 v 1,59 2,64 1,9 4,3 ++
V3/N3 | 1,555 1,85 2,7 3,5 ++
V3/N3 I 1,53 0,83 6,0 0,2 ++
V3/N3 I 1,595 2,39 2,1 4,1 ++
V3/N3 v 1,63 2,94 1,7 45 ++
V3/N3 Y] 1,61 2,68 1,9 4,3 ++
V1/PBS | 1,734 3,83 1,3 4,9 ++
V1/PBS I 1,590 2,10 2,4 3,8 ++
V1/PBS I 1,585 2,06 2,4 3,8 ++
V1/PBS v 1,555 1,82 2,7 3,5 ++
V1/PBS v 1,58 1,58 3,2 3,0 ++

‘é V2/PBS I 1,99 0,83 6,2 0 ++

2 | V2/PBS T 1,52 0,95 5,3 0,9 ++

2 | v2/PBS I 1,585 2,01 2,5 3,7 ++

< | V2/PBS v 1,575 2,24 2,2 4,0 ++

€ | V2/PBS v 1,642 3,29 1,5 47 ++
V3/PBS | 1,595 2,12 2,4 3,8 ++
V3/PBS T 1,585 1,73 2,9 3,3 ++
V3/PBS n 1,585 2,11 2,4 3,8 ++
V3/PBS v 1,575 2,23 2,2 4,0 ++
V3/PBS v 1,605 2,54 2,0 4,2 ++

*Inkubation mit 1ul DNAse- Lésung und 0,8 ul DNAse- Puffer

** gemessen in NFW

n.b. nicht weiter bearbeitet
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