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1 EINLEITUNG 1

1 Einleitung

1.1 Die Krankheit Masern

1.1.1 Epidemiologie

Masern (lat. Morbilli) ist eine durch das Masernvirus (MV) verursachte, weltweit
verbreitete, akute Infektionskrankheit (ter Meulen & Billeter, 1995; Duke & Mgone,
2003). Allein im Jahre 2002 erkrankten 30 Millionen Menschen und starben weltweit
614.000 Kinder an Masern (WHO/UNICEF, 2002). Aufgrund der hohen Ansteckungs-
fahigkeit treten Masern meist als Kinderkrankheit auf und hinterlassen eine lebenslange
Immunitat (Katz, 1995). Es sind vor allem Menschen, tiberwiegend im Kleinkindalter in
den Entwicklungsléandern betroffen, wo mangelnde Ernahrung, fehlende Hygiene und
schlechte medizinische Versorgung 300 mal mehr Todesfdlle fordern als in den
Industrienationen (WHO/UNICEF, 2002).

Vor der Einfuhrung eines Masernimpfstoffes waren 95 % bis 98 % der Kinder bis 18
Jahren mit dem MV infiziert (Langmuir, 1962; Langmuir et al., 1962; Snyder et al.,
1962). Seit den 70er Jahren steht zur Bekampfung der Maserninfektion ein Impfstoff
zur Verfugung. Dieser Schutz aus attenuierten Lebendviren gehodrt zu den allgemein
empfohlenen ImpfmalRnahmen und ist Bestandteil des erweiterten Impfprogrammes
(EPI) der Weltgesundheitsorganisation. Die WHO und UNICEF haben einen offiziellen
Impfplan erlassen, um die mit Masern verbundene globale Morbiditat und Mortalitat
drastisch zu reduzieren (WHO, 2001). Das Eradikationsprogramm sieht als
Gesundheitsziel vor, die Masernmortalitat in Europa bis zum Jahr 2005 zu halbieren
und bis 2007 (2010) soll Masern ganzlich eliminiert werden (Epidemiologisches

Bulletin; Nr. 1, 2003). Das ist moglich, da der Mensch das einzige Virus-Reservoir ist.



1 EINLEITUNG 2

In den USA konnte gezeigt werden, dass die Infektionsrate von 44 % bei nicht
immunisierten Kindern auf 3 % bei immunisierten Kindern reduziert werden konnte
(Vitek et al., 1999). Trotz weltweiter Impfkampagnen treten vereinzelt immer noch
Epidemien in den Industrieldndern auf. Zwischen 1989 und 1991 kam es in den USA zu
einzelnen Masernausbriichen mit tber 55.000 Féllen (Atkinson et al., 1992). Das
National Center for Health Statistics (NCHS) zusammen mit dem National
Immunization Program (NIP) und dem Centers for Disease Control and Prevention
(CDC) haben inzwischen veroffentlicht, dass zwischen 1993 und 1999 die Zahl der
Masern-erkrankungen unter 1000 Félle pro Jahr gesunken ist (Gindler et al., 2004).

In Europa kommen Masern noch endemisch vor und fiihren gelegentlich zu
Ausbriichen, wobei zunehmend mehr Jugendliche und Erwachsene betroffen sind, da
die Impfakzeptanz in den letzten Jahren deutlich abgenommen hat.

In der ersten Halfte des Jahres 2000 wurden im Ostteil der Republik Irland 496 Masern-
Erkrankungen registriert. 350 der Erkrankungen traten im Norden der Stadt Dublin und
Umgebung auf. 60 der Erkrankten (12 %) mussten in Krankenhdusern behandelt werden
(Epidemiologisches Bulletin; Nr. 7, 2000; Epidemiologisches Bulletin; Nr. 19, 2000).
Die Gesundheitsbehorden versuchten die nadheren Umstdnde des Auftretens der
Masernfalle zu ermitteln und die Untersuchungen ergaben, dass ein betrachtlicher Teil
der erkrankten Kinder nicht das Alter fiir die Masern-Impfung (in Irland 15 Monate)
erreicht hatte. Im Rahmen der Bek&mpfung weiterer Ausbriche wurde daher
entschieden das Alter der Masern-Impfung auf oder um 6 Monate zu verlegen.

Im November 2001 begann in Deutschland im Stadt- und Landkreis Coburg in
Nordbayern eine groRere Masernepidemie. Insgesamt wurden im Zeitraum von
November 2001 bis April 2002 1166 Masernerkrankungen gemeldet. Ausgangspunkt
war eine anthroposophische Schule, von der sich die Masern in weiteren Schulen und
Kindertagesstétten ausbreiteten. Die Ursache lag in der niedrigen Durchimpfungs-rate
von etwa 77 % in Coburg, im Gegensatz zu den umliegenden Kreisen mit einer
Durchimpfungsrate von uber 90 % (Epidemiologisches Bulletin; Nr. 42, 2003). Die
meisten Erkrankten waren Kinder im Alter von 5-9 Jahren (377 = 41 % aller Falle; 50
Erkrankungen pro 1.000 Kinder der Gruppe), es folgten die Gruppen 1-4 Jahre (285 =
31 %; 54 Erkrankungen pro 1.000) und 10-14 Jahre (161 = 18 %, 20 Erkrankungen pro
1.000) (Epidemiologisches Bulletin; Nr. 12, 2002; Ludwig et al., 2004).
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Da Masern eine hoch infektiése Viruserkrankung ist und aerogen Ubertragen wird, ist in
Deutschland ein bundesweites laborgestiitztes Sentinel der Arbeitsgemeinschaft Masern
(AGM) eingefliihrt worden. Ferner besteht seit 2001 bei Masern eine allgemeine
Meldepflicht nach dem Infektionsschutzgesetz (IfSG, 2001) (Epi-demiologisches
Bulletin; Nr. 42, 2003). AuBerdem wird in Deutschland auf der Grundlage der
Empfehlung der Standigen Impfkommission (STIKO) am Robert Koch Institut in Berlin
die Masern-Erstimpfung ab dem 12. Lebensmonat empfohlen (Epi-demiologisches
Bulletin; Nr. 19, 2000).

Im Jahre 2002 trat ein Masernausbruch in Italien auf, der hauptsachlich die Regionen
mit besonders niedrigen Impfraten betraf. Am stérksten von der Epidemie betroffen war
die Region Kampanien in Suditalien. Die Zahl der Erkrankten lag bis Mitte des Jahres
bei etwa 14000. Es wurden 4 Todesfdlle und 16 schwerste Komplikationen wie
Enzephalitis gemeldet. Auch in einer weiteren stiditalienischen Provinz, Campobasso in
der Region Molise, lie sich ein Zusammenhang zwischen Impfrate und Inzidenz
erkennen. Bei einer durchschnittlichen Impfrate von nur 65 % erkrankten 269 Kinder
unter 15 Jahren an Masern (1.400 Erkrankungen pro 100.000 Einwohner der
Altersgruppe). Es zeigte sich eine deutliche Korrelation zwischen der Abnahme der
Impfrate mit zunehmendem Lebensalter der Kinder und der gleichzeitig ansteigenden
Inzidenz der Masern (Epidemiologisches Bulletin; Nr. 1, 2003; Centers for Disease
Control and Prevention, 2003). Als Reaktion auf diese Masernepidemie wurden vom
italienischen  Gesundheitsministerium, dem nationalen Gesundheitsinstitut und
regionalen Gesundheitsbehdrden ein Aktionsplan zur Elimination der Masern durch

Verbesserung der Impfraten entwickelt (Epidemiologisches Bulletin; Nr. 28, 2003).

1.1.2 Pathogenese

Die Kinderkrankheit Masern wird durch den Erreger Masernvirus hervorgerufen.
Masern ist hochansteckend und der Kontagionsindex liegt Gber 90 %; dies bedeutet,
mehr als 90 % der nicht immunen Personen, welche mit Masern-Infizierten in Kontakt
kommen, erkranken. Die Ubertragung erfolgt aerosolisch durch Tropfcheninfektion,

wobei die Infektion auch Uber groRere Entfernungen moglich ist. Charakteristisch fir
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den Infektionsverlauf ist eine Inkubationszeit von 9 bis 12 Tagen, wobei 12 bis 15 Tage
nach der Infektion ein typisches Exanthem entsteht.

Bei Masern ist der zweigipflige Verlauf wahrend der drei Kklinischen Stadien
hervorzuheben.

Im Prodromalstadium weist der Erkrankte Symptome wie Fieber, Husten, Schnupfen,
Bindehautentziindung und Koplik-Flecken (Reubold-Flecken; Reubold-Kopliksche-
Flecken) der Mundschleimhaut auf. Dieser typische Masernausschlag der
Wangenschleimhaut ist weiB, leicht erhaben, ca. 0,5 mm grofl und gegenuber den
Backenzahnen zu finden. Diese Flecken treten drei Tage vor dem Hautexanthem auf
und erlauben somit eine friihzeitige Diagnose.

Das Exanthemstadium dauert etwa drei Tage und ist mit einem erneuten Fieberanstieg
auf 39 bis 40 °C verbunden. Das fiir Masern typische rotliche Exanthem beginnt hinter
den Ohren und verbreitet sich lber Hals, Gesicht, Schultern und Rumpf bis zu den
Extremitaten hin aus.

Im Rekonvaleszenzstadium ist das Exanthem bereits abgeklungen, aber es bleibt eine
Anfélligkeit gegeniiber anderen Erkrankungen.

Wichtig zu erwahnen ist, dass die Infektitsitat bei Masern ab dem Prodromalstadium
bis 1 bis 2 Tagen nach dem Exanthemstadium anhalt.

Die MV gelangen (ber den oberen Respirationstrakt in den Korper und flhren
anschlielend zu einer systemischen Infektion. Zuerst werden vermutlich die
Epithelzellen der Atemwege infiziert. Das MV wird dann vorwiegend von
Dendritischen Zellen (DZ) in die lymphatischen Gewebe transportiert, zeigt aber auch
einen deutlichen Tropismus fur Lympho- und Monozyten.

Nach einer lytischen Virusvermehrung in den lokalen Lymphknoten kommt es zu einer
virimischen Phase und einer Verbreitung des Virus im Korper. Uber infizierte
Monozyten, Makrophagen, B- und T-Zellen werden Epithelzellen und Endothelzellen in
verschiedenen Organen wie Leber, Niere, Gastrointestinaltrakt, Lunge und Haut
infiziert. In den infizierten Makrophagen wird das Adh&sionsmolekil LFA-1 verstarkt
auf der Zelloberflache exprimiert, was den Zelleintritt ins Gewebe erleichtern und die
Verbreitung des Virus fordern konnte (Attibele et al., 1993). Wéhrend der Virdmie
entsteht das Exanthem (Kempe & Fulginiti, 1965; Moench et al., 1988; Esolen et al.,
1993). Verursacht wird es durch direkte virusbedingte oder toxisch-allergische
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Permeabilitatssteigerung von GefaBR- und Zellwdnden. Dies fihrt zu einem
hamorrhagischen Einschlag des Exanthems und kann auBerdem Endothelschédden im
Bereich der Lungenkapillaren verursachen. Zu diesem Zeitpunkt befindet sich das Virus
auch in den peripheren Leukozyten des Blutes.

Die Maservirusinfektion ist mit einer durch das Virus induzierten Immunsuppression
verbunden, die ber mehrere Wochen nach Ausbruch des Exanthems anhalten kann.
Aus infizierten Epithelzellen in Mund und Rachenbereich ist eine Isolation von MV aus
Rachenabstrichen mdglich; auch in den Konjunktiva des Auges befinden sich MV
vorwiegend in den Epithelzellen, die durch Abstriche isoliert werden kénnen. MV
werden zellgebunden mit dem Urin aus dem Korper ausgeschieden. Dies erlaubt eine
Virusisolation aus Makrophagen, die sich im Urin befinden. Zudem kénnen MV aus
infizierten peripheren mononukledren Zellen des Blutes isoliert werden (Lightwood &
Nolan, 1970).

1.1.3 Neurovirulenz bei Masern

Bei Masern kdnnen sich auch neurologische Komplikationen im Zentralnervensystem
(ZNS) entwickeln (Katz, 1995; Norrby & Kristensson, 1997).

Die akute postinfektiose Masernenzephalitis (APME) tritt bei ca. 0,5-1/1000 Fallen auf,
beginnt im Durchschnitt 8 Tage nach Beginn des Exanthems und weist eine Letalitét
von 10 bis 20 % auf. Histopathologisch kann man Demyelinisierungen, Gliosen,
fetthaltige Makrophagen und perivaskulére Infiltrate an den GefalRwéanden nachweisen
(Katz, 1995; Duclos & Ward, 1998).

Die Maserneinschlusskorperchen Enzephalitis  (MIBE, Measles Inclusion Body
Encephalitis) ist eine unheilbare, spate neurologische Komplikation mit stets todlichen
Verlauf. Sie kommt nur bei immunsupprimierten Patienten ca. 3 bis 6 Monate nach
akuten Masern vor und ist erst in neuerer Zeit als Erkrankungsbild in zumeist iatrogen
immuninkompetenten Kindern und jungen Erwachsenen beschrieben worden (Roos et
al., 1981). Charakteristische klinische Anzeichen sind Konvulsion, lokale Myoklonien,
gefolgt von L&hmungen, Koma und Stupor. Hervorzuheben ist, dass vor allem im Kern
und im Zytoplasma von Neuronen und Gliazellen Einschlusskdrperchen nachzuweisen

sind. Exakte MIBE-Diagnosen lassen sich einerseits nur durch histologische
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Untersuchungen von Biopsie-Material und sich andererseits mit Analysen von viralen
Antigenen in den Zellen und von Virus spezifischer RNA durch PCR erstellen
(Cattaneo et al., 1988; Bitnun et al., 1999; Schneider-Schaulies & ter Meulen, 1999;
Freeman et al., 2004).

Die subakute sklerosierende Panenzephalitis (SSPE) ist eine seltene, langsame
progrediente neurologische Masern-Komplikation. Sie kommt mit einer Haufigkeit von
10" nach Infektionen mit Wildtyp-Masernvirusstimmen und vor allem bei Kindern, die
vor dem zweiten Lebensjahr mit MV infiziert waren, vor (Jabbour et al., 1972; Detels et
al., 1973; Rima & Duprex, 2005). Der Verlauf der SSPE ist variabel und die
Inkubationszeit betragt 5 bis10 Jahre (Modlin et al., 1977 a,b). Die neurologische
Symtomatik manifestiert sich durch motorische Dysfunktionen wie Dyspraxie,
Konvulsionen, Aphasie, optische Ausfallerscheinungen und repetitive Myoklonien.
75 % der Félle entwickeln eine Chorioretinitis mit nachfolgender Blindheit. Im
fortgeschrittenen Stadium zeigt sich dann eine progressive zerebrale Degeneration, die
zum Koma und letztlich zum Exitus fuhrt. Neuropathologisch kann man anmerken, dass
die Erkrankung zu einer diffusen Enzephalitis in der grauen und weil3en Substanz mit
perivaskuldren und diffusen Lymphozyteninfiltraten und Gliosen fiihrt. Aggregate
viraler Nukleokapsidstrukturen sind in zerebralen Endothelzellen, Astrozyten, Neuronen
und Oligodendrozyten, jedoch in keinen Riesenzellen, nachweisbar (Garg, 2002;
Schneider-Schaulies et al., 1999, 2003).

In infizierten Zellen des ZNS lassen sich leicht virale MV-Nukleokapsidstrukturen
finden, doch gelingt die Riickisolierung infektioser MV in Gewebekultur nur selten.
Untersuchungen an isolierten MV aus unterschiedlichen SSPE-Gehirnen zeigten, dass
diese Punkt- und Hypermutationen aufwiesen. Vor allem Veranderungen in jedem der
drei membranassozierten viralen Strukturkomponenten, dem Fusion-, dem
Hé&magglutinin- und dem Matrixprotein, konnten nachgewiesen werden (Cattaneo &
Billeter, 1992; Schneider-Schaulies et al., 1992; Billeter et al., 1994; Norrby &
Kristensson, 1997).

Besonders hervorzuheben ist, dass die Masernimpfung das Auftreten der SSPE vollig
verhindert und die Frequenz der akuten postinfektidsen MV-Enzephalitis auf 10°
reduzieren kann (Duclos & Ward, 1998).
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1.2 Die Biologie des Masernvirus (MV)

1.2.1 Taxonomie

Das Masernvirus gehort zur Ordnung der Mononegavirales, zur Familie der

Paramyxoviridae und zum Genus der Morbillivirus.

Ordnung
Mononegavirales
Familie

Paramyxovirida

Unterfamilie Unterfamilie
Pneumovirinae Paramyxovirinae
Genus Genus Genus Genus Genus

Metapneumovirus Pneumovirus Rubulavirus MORBILLIVIRUS Paramyxovirus

/Respirovirus

Abbildung 1.1: Ubersicht tiber die Taxonomie der Ordnung Mononegavirales.
Die Familie der Paramyxoviridae wird in die zwei Unterfamilien der Pneumovirinae und der

Paramyxovirinae unterteilt.

Im Jahre 2000 wurde die Familie der Paramyxoviridae in zwei Unterfamilien, den
Pneumovirinae und den Paramyxovirinae, unterteilt (Lamb & Kolakofsky, 2001). Zu
dieser Familie gehdren wichtige Erreger fur Kinderkrankheiten. Zu nennen sind die
humanen Parainfluenzaviren (PIVs), das Mumps Virus (MuV), das Respiratorische
Syncytial Virus (RSV) und das kirzlich entdeckte Nipah Virus, das 1999 in Malaysien
und Singapur zu fatalen Enzephalitiden fuhrte (Farrar 1999; Harcourt et al., 2000).
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Das MV ist ein einzelstrangiges RNA-Virus, dessen Genom in Negativstrangrichtung
orientiert ist. Zusammen mit dem Rinderpestvirus (RPV), dem Peste des petits
ruminants Virus (PPRV), dem Hundestaupevirus (CDV), dem Seehundestaupevirus
(PDV-1 und PDV-2), dem Delphin Virus (DMV) und Tummler Virus (PMV) gehort das

Masernvirus (MV) zu den Morbilliviren.

Virus (Abkirzung) natdrlicher Wirt experimentelle Infektion
Masern (MV) Mensch Primaten, Halbaffen, Frettchen,
Ratte, Hamster, Maus
Rinderpest (RPV) Buffel, Kuh, Giraffe, Kaninchen
Schaf, Ziege, Schwein
Peste des petitis Gazelle, Schaf, Ziege Schwein
ruminants (PPRV)
Hundestaupe (CDV) Hund, Loéwe, Fuchs, Schwein, Katze,
(canine distemper) Frettchen, Waschbér Hamster, Maus
Seehundestaupe (PDV) Seehund Hund, Nerz

(phocine distemper)
Delphin Virus (DMV) Delphin Kuh, Schaf, Ziege, Hund
(dolphin morbillivirus)
Timmler Virus (PMV) Tdmmler Kuh, Schaf, Ziege, Hund

(porpoise morbillivirus)

Tabelle 1.1: Auflistung der Morbilliviren, ihrer natirlichen Wirte und der weiteren

Madglichkeiten der experimentellen Infektion (veréandert nach Schneider-Schaulies, 1999).

1.2.2 Morphologie

MV sind hoch pleomorphe Partikel mit einem Durchmesser von 120 bis 250 nm. In
elektronenmikroskopischen Aufnahmen erkennt man Virionen, deren Virushille von
einer Lipiddoppelschicht mit 10 bis 20 nm Dicke gebildet wird, in welcher die viralen

Glykoproteine mit einer Lange von 5 bis 8 nm eingelagert sind. Im Inneren der Virionen
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befindet sich ein helikaler viraler Ribonukleoproteinkomplex (RNP-Komplex) mit
einem Durchmesser von 17 nm.

MYV bestehen aus sechs Strukturproteinen. Die Virushille wird durch eine von der Zelle
stammenden Membran gebildet an der das M (Matrix)-Protein angelagert ist und in
welcher die viralen Transmembranglykoproteine F (Fusion)-Protein und das H
(Hamagglutinin)-Protein eingelagert sind. Der RNP-Komplex wird von dem N
(Nukleo)-Protein, dem P (Phospho)-Protein, dem L (Large)-Protein und der nicht
segmentierten, einzelstrangigen RNA negativer Polaritat von ca. 16 kb Lange gebildet.

Oberflichenproteine Glykoproteine

F-Protein Trimer
-> Membranfusion
bei neutralen pH

0 Matrix (M)

W Fusion (F)

? Hdmagglutinin (H)

H-Protein Tetramer
-> Rezeptor

Kernproteine

(€3 Nukleokapsid (N)
@ Phospho (P)

0 Polymerase (L)

Abbildung 1.2: Schematische Abbildung eines Masernvirions mit gesonderter Auflistung
der Oberflachen- und Kernproteine

(Schneider-Schaulies et al., 2003; gezeichnet von Dr. 1. M. Klagge).

1.2.3 Die Proteine des MV

Das MV-Genom besteht aus sechs Genen, deren offene Leseraster fur sechs
Strukturproteine und zwei nicht im Virion vorkommenden Proteine codieren.

Beginnend am 3"-Ende ist das NUKLEOPROTEIN (N, 60 kDa) das haufigste aller
viralen Translationsprodukte. Es kann sowohl mit der antigenomischen RNA {(+)-
RNA} als auch mit der genomischen RNA {(-)-RNA} assoziieren. Uber das
aminoterminale Ende lagert es sich an die RNA. Durch diese Verpackung, vermittelt
durch das N-Protein (deswegen auch Nukleokapsid-Protein genannt), wird die RNA
vor Abbau durch zellulare Nukleasen geschiitzt. Mit dem carboxyterminalen Ende
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interagiert das N-Protein mit den P- und L-Proteinen. Das fir die Transkription und
Replikation unwichtige 24 Aminoséduren lange C-terminale Ende des N-Proteins stellt
eine regulatorische Domane dar. Diese enthalt ein funktionelles Motiv, welches eine
direkte Wechselwirkung mit dem Hitzeschockprotein (Hsp72) vermittelt (Zhang et al.,
2002).

Das PHOSPHOPROTEIN (P, 70 kDa) ist das zweithdufigste Translationsprodukt. Als
Transaktivator fur das Largeprotein liegt es an transkriptionsaktiven Stellen vor. Das
konservierte C-terminale Ende enthdlt fir die Transkription wichtige Regionen, die
Polymerase-Bindungs-Region (Smallwood et al., 1994) und die Regionsequenzen,
welche fur die RNP-Bindung verantwortlich sind (Harty & Palese, 1995). Das MV P-
Gen codiert fir zwei zusatzliche Proteine, das C-Protein und das V-Protein.

Das C-Protein der MV besteht aus 186 Aminosauren und wird bei der Translation eines
offenen Leserasters, das 22 Nukleotide stromabwarts des P/V Startcodons beginnt,
gebildet (Richardson et al., 1985). Es kolokalisiert mit dem MV RNP-Komplex in
infizierten Zellen (Bellini et al., 1985). Hinzu wird es fiir eine effiziente Vermehrung in
humanen peripheren Blutlymphozyten (PBMC) benétigt (Escoffier et al., 1999) und
hemmt die Typ I-Interferonantwort (Shaffer et al., 2003). Versuche zeigten, dass das
MV C-Protein in Abwesenheit anderer MV Proteine die Induktion von IFNo/3 oder von
IFNa/B-stimulierten Genen hemmen kann. Weiterhin ist die Expression von STATL1 in
PBMC, die mit MV ohne C Protein infiziert werden, deutlich héher (48,5 %) als mit
Edmonston-tag infizierten PBMC (14,3 %) (Shaffer et al., 2003).

Das V-Protein besitzt ein 68 Aminosduren langes hoch konserviertes C-terminales
Ende, das als Zink-Bindungsdoméne fungiert (Paterson et al., 1995). Die V-Proteine der
Paramyxoviridae sind nicht notwendig fur die Replikation in vitro (Schneider et al.,
1997), aber essentiell fur die Virulenz (Kato et al., 1997; Devaux & Cattaneo, 2004).
Das MV V-Protein hemmt auch den Typ I-Interferon Signalweg (Palosaari et al., 2003).
Wenn es konstitutiv in HeLa Zellen exprimiert wird, inhibiert es die Tyrosin
Phosphorylierung von STAT1 und STAT2 (Takeuchi et al., 2003). Es bindet sowohl an
STAT1, STAT2, STAT3 als auch IRF-9 und verhindert daruber hinaus noch die
nukledre Akkumulation der STAT Molekiile (Palosaari et al., 2003).

Das MATRIXPROTEIN (M, 37 kDa) ist das dritthdufigste Translationsprodukt. Es
besitzt basische und hydrophobe Eigenschaften, womit es mit dem N-Protein und der
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Plasmamembran assoziieren kann. Es verbindet den RNP-Komplex mit der Virushille
und bildet die Proteinschicht an der Membraninnenseite. Zudem ist das M-Protein am
Assembly der Viruspartikel beteiligt und fur die apikale Freisetzung in Epithelzellen
verantwortlich (Naim et al., 2000). Bei persistierenden MV-Infektionen wie SSPE und
MIBE wurden Mutationen insbesondere im M-Gen gefunden (Suryanarayana et al.,
1994).

Das HAMAGGLUTININPROTEIN (H, 80 kDa) ist ein Typ ll-Transmembran-
glykoprotein. Es wird als Tetramer auf der Virusoberflache exprimiert (Malvoisin &
Wild, 1993) und ist fur die Bindung an die zelluldren Rezeptoren verantwortlich. Der
Name Hamagglutinin-Protein geht zurlick auf die in vitro Hamagglutination von Affen-
erythrozyten durch MV-Impfviren, die den zellularen Rezeptor CD46 auf der
Oberflache besitzen (Seya et al., 1998). Das H-Protein besitzt am aminoterminalen
Ende eine hydrophobe Sequenz, die als Signalsequenz zum Transport in das
Endoplasmatische Retikulum (ER) dient. Die Synthese und Glykosylierung erfolgt im
rauhen ER. Dann erfolgt der Transport als Dimer, verbunden tber Disulfidbriicken, zum
Golgi-Apparat. Dort kommt es zur Modifikation der Zuckerreste. Hervorzuheben ist,
dall das H-Protein funf bis sechs Glykosylierungsstellen besitzt, um die optimale
Proteinfaltung und -dimerisierung zu gewahrleisten und um aus dem Golgi-Apparat
exportiert zu werden (Hu et al., 1994 ab,c). AnschlieBend wird das H-Protein zur
Zytoplasmamembran der Wirtszelle transportiert und erscheint als Tetramer auf der
Virushille.

Das FUSIONSPROTEIN (F, 60 kDa) ist ein Typ I-Transmembranglykoprotein und
wird als Homotrimer oder Homotetramer auf der Virusoberflache exprimiert (Malvoisin
& Wild, 1993; Russel et al., 1994). Es dient zusammen mit dem H-Protein zur
Verschmelzung des viralen Envelope mit der Zytoplasmamembran der Zielzelle (Wild
et al., 1991). Das F-Protein wird als inaktives Vorlauferprotein (Fo, 60 kDa) im ER
synthetisiert und glykosyliert. Durch eine Endoprotease (Furin) wird das Fo-Protein im
Golgi-Apparat in zwei Untereinheiten F; (40kDa) und F, (20kDa) gespalten, die aber
uber eine Disulfidbriicke verbunden bleiben. Die F;-Protein-Untereinheit entstammt
dem carboxyterminalen Ende des Fo-Proteins und ist in der Virushille verankert. Das
aminoterminale Ende des Fi-Proteins enthdlt eine hydrophobe hoch konservierte

Region, das fusionsaktive Peptid (Richardson et al., 1986). Der extrazellulére Teil des



1 EINLEITUNG 12

F1-Proteins besitzt in der Nahe der Transmembrandomane ein Leuzinzippermotiv sowie
eine cysteinreiche Region. Die F, Untereinheit enthalt drei N-Glykosylierungsstellen,
die flr die Reifung, die Spaltung und die Funktion des F-Protein notwendig sind (Hu et
al., 1995).

1.2.4 Genomaufbau und Replikation

Das Genom der Masernviren ist nicht segmentiert und hat eine L&nge von ungefahr 16
kb. Am 3"-Ende des Genoms befindet sich eine als Leader bezeichnete Sequenzfolge
aus 36 Basenpaaren, die nicht fur Aminosauren kodiert. Der Leadersequenz folgen die
proteinkodierenden Sequenzen der Strukturgene in der Reihenfolge 3"- N-P/C/V-M-F-
H-L - 5. Am 5-Ende befindet sich ein als Trailer bezeichneter, nichttranskribierter
Bereich, in dem die cis-aktiven Initiationssignale fir den Synthesestart neuer Genom-
strange wahrend der Virusreplikation liegen (Sidhu et al., 1995; Parks et al., 2001 a,b).

Die Leadersequenz dient zur Anlagerung des Polymerasekomplexes und damit zur

Initiation der Transkription.

R 2.0 6.5 // kb

. I\IIIP/C./VIM.IF.OIU I L/ mmﬂm
E L LS

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung des MV-Genoms mit Transkriptionsgradient.

Das Genom beginnt am 3"-Ende mit der Leadersequenz (schwarz) und endet mit einer Trailer-
Sequenz am 5°-Ende (gestrichelt). Zwischen den einzelnen Genen fiir die Strukturproteine
liegen die intergenischen Regionen (IGS) (graue Balken). Die dartiberliegenden Zahlen geben
die kb-GroRe der einzelnen Strukturgene an. Die Transmembranregionen des F- und des H-
Proteins sind als Elypse dargestellt. Die darunterliegenden Pfeile geben den Transkritptions-

gradienten wieder.

Zwischen den proteinkodierenden Sequenzen befinden sich jeweils kurze intergenische
Sequenzen (intergenic sequences; 1GS), die nicht fur Proteine kodieren. Diese

Konsensussequenzen sind konservierte Tripeptide mit der Sequenz C-U/G-U. Sie
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kdnnen sowohl zur Beendigung der Transkription genutzt als auch zur Synthese bi- oder
polyzistronischer Transkripte tberlesen werden. Das Uberspringen dieser IGS und der
erneute Transkriptionsstart fiihrt zu sechs verschiedenen mRNAs, die “gecappt” und
polyadenyliert werden. Je weiter ein Protein vom 3'-Ende entfernt ist, desto
wahrscheinlicher wird eine vorzeitige Termination. Dadurch entsteht ein
Transkriptionsgradient (siehe Abbildung 1.3) von 3" nach 5", welcher nach der
Translation fiir groBe Mengen an N-Protein, aber nur wenig L-Protein sorgt (Cattaneo et
al., 1987; Schneider-Schaulies et al., 1990).

Die viralen mRNAs werden vom zelluldren Translationsapparat translatiert. Auch die
zusétzlichen Modifikationen des F- und H-Proteins greifen auf zellulare Mechanismen
des ER zurick. Fir das Umschalten von Transkription auf die Replikation des Genoms
ist eine ausreichende Menge des N-Proteins im Zytoplasma notwendig. Die Bildung
eines neuen Virusgenoms setzt ein durchgehendes RNA-Molekil in Positivstrang-
orientierung (Antigenom) voraus. Dies geschieht, indem sich das N-Protein an die RNA
anlagert und dadurch eine Antitermination an den Stop-Sequenzen der Proteine bewirkt
(Blumberg et al., 1981). Unterstutzt wird diese Antitermination zudem durch eine
Komplexbildung der N- und P-Proteine, die durch Wechselwirkungen mit dem L-
Protein die Entstehung des Antigenoms fordert.

Zur Freisetzung neuer Viruspartikel lagern sich die M-Proteine an die Innenseite der
Zytoplasmamembran an und wechselwirken mit den dort lokalisierten F-und H-
Proteinen, wodurch eine Matrixschicht ausgebildet wird. Diese interagiert wiederum mit
dem RNP-Komplex. Die Viruspartikel werden durch Budding oder Lyse der Zelle
freigesetzt. Dadurch erfolgt eine Infektion weiterer benachbarter Zellen (Manie et al.,
2000).

Die erneute Infektion beginnt mit dem ersten Schritt in der Replikation durch die
Adsorption des H-Proteins an den zelluldren Rezeptor. Anschlieend erfolgt eine
Konformationsédnderung der F-Proteine. Dabei verankern sich die hydrophoben Anteile
des F-Proteins in der Zellmembran, so daB eine Fusion zwischen dem Virusenvelope
und der Membran der Wirtszelle herbeigefiihrt wird. Durch den Mechanismus der
Fusion ist die Aufnahme der viralen RNA pH-unabhéngig. Bei der anschlieBenden
Penetration kommt das Nukleokapsid mit der negativstrangigen RNA in das

Zytoplasma der Zellen (uncoating).
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1.3 Zellulare Rezeptoren fir MV

1.3.1 Vorkommen, Struktur und Funktion von CD46

CD46 oder auch Membran Cofaktor Protein (MCP) wurde 1985 als ein Regulator aus
der Proteinfamilie der Komplementrezeptoren (regulators of complement activation =
RCA) identifiziert (Liszewski et al., 1996). Im Jahre 1993 wurde CD46 dann als
Rezeptor fur MV-Impfstamme identifiziert (Dorig et al., 1993; Naniche et al., 1993
a,b). CD46 wird ubiquitar auf allen humanen Zellen, auRer Erythrozyten (Cole et al.,
1985) und auch wenig im ZNS (Ogata et al., 1997) exprimiert. Als intrinsisches
Regulator-protein bindet CD46 an die Faktoren C3b und C4b des Komplements und
fordert deren Spaltung durch Faktor 1, eine Serinprotease des Plasmas, um so
korpereigene Zellen vor der Lyse durch das autologe Komplemetsystem zu schiitzen
(Liszewski et al., 1991; Oglesby et al., 1992; Loveland et al., 1993). Auf Granulozyten
und Lymphozyten liegt die Kopienzahl bei 5 bis 10 x 10° Molekiilen pro Zelle. Bei
Blutplattchen hingegen findet man pro Zelle nur 700 bis 2500 Molekdle. Epithelzellen
tragen 5 x 10° Kopien und einige Tumorzellen sogar 1 x 10° (Seya et al., 1990 ah).
Betrachtet man Alt- und Neuweltaffen wird CD46 auch auf Erythrozyten exprimiert
(Nickells et al., 1990). Diese Eigenschaft wird beim Hamagglutinationstest genutzt.
CD46 wirkt nicht nur als Komplementinhibitor, sondern ist auch an der Reproduktion
bzw. Fertilisation beteiligt. In den humanen Spermatozoen ist die CD46-Expression auf
die innere akrosomale Membran (IAM), welche nach der Bindung der ménnlichen
Keimzelle der Zona Pellucida der weiblichen Eizelle exponiert ist, beschrankt (Riley-
Vargas et al., 2003). Humane Spermatozoen exprimieren nur eine bestimmte Isoform
von CD46, jene mit geringer O-Glykosylierung und mit der cytoplasmatischen Variante
CYT-2 (Riley et al., 2002). Deshalb wird eine CD46-Fehlexpression mit Infertilitat in
Zusammenhang gebracht (Kitamura et al., 1997; Nomura et al., 2001). Ferner ist CD46
auch noch ein Ziel von anti-Spermien Antikorper (Jiang & Pillai, 1998).

Eine Defizienz an CD46 duflert sich im Hamolytisch-urdmischen Syndrom (HUS)
(Richards et al., 2003; Noris et al., 2003; Goodship et al., 2004), einer Erbkrankheit, bei
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der es zu schwerwiegenden Schéadigungen der Blutgeféalie, Blutzellen und der Nieren

kommt.

SCR/CCP-Doménen
N-glycosyliert

MV-Bindung

STP-Domanen
O-glycosyliert

—_—

v

Abbildung 1.4: Schematische Struktur unterschiedlicher Isoformen von MCP(CD46).
CD46 ist ein Typ | Transmembranglykoprotein. Es werden vier Hauptisoformen exprimiert, die
durch alternatives SpleiRen aus einem einzelnen Gen entstehen. Diese Isoformen unterscheiden
sich in der Anzahl der Juxtamembran-O-Glykosylierung und in der Expression der cytoplasma-
tischen Enden (CYT-1 oder CYT-2), welche verschiedene Signalmotive enthalten (Seya et al.,
1999). Masernviren binden an die SCR/CCP-Doménen 1 bis 2 und die Komplementfaktoren
hingegen an die SCR/CCP-Domanen 1 bis 4 (verandet nach Riley-Vargas et al., 2004).

Das CD46-Gen wird auf dem humanen Chromosom 132 kodiert, ist 46 kb grof3 und
enthalt 14 Exons. Exon 1 codiert fur die Leader-Signalsequenz, gefolgt von den 4
Komplement-Kontroll-Protein Domanen 1 bis 4 (SCR, short consensus repeats oder
CCPs, complement control protein repeats, 251 As), die von den Exons 2 bis 6 codiert
werden. Die Exons 7 bis 9 codieren fur ein bis drei O-glykosylierte Serin-Threonin-
Prolin-reichen Doménen (STP”, STP®, STP®, 44 As). Das Exon 10 codiert fiir eine
Sequenz mit unbekannter Signifikanz (UK, 13 As). Exon 11 und Exon 12 codieren flr
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die Transmembran-Doméne (34 As) und die Exons 13 und 14 codieren fur die
zytoplasmatische Domane, die durch alternatives Spleif3en in zwei Varianten exprimiert
werden kann (CYT-1 mit 16 As und CYT-2 mit 23 As). Dazu enthalt jede der beiden
Varianten einzelne definierte Signalmotive, wobei der cytoplasmatische Teil 2 (CYT-2)
in der humanen T-Zellinie Jurkat durch die src-Kinase Ick an einem Tyrosinrest
phosphoryliert wird (Wang et al., 2000). CD46-Vernetzung auf primaren humanen
CD4" T-Lymphozyten induziert die Aktivierung von Vav und Rac sowie auch die
Phosphorylierung der Mitogen-aktivierten Proteinkinase Erk (Zaffran et al., 2001) und
der Adaptorproteine p120CLB und LAT (Astier et al., 2000). Jeder Mensch exprimiert
mehrere hoher- und mehrere niedermolekulare Isoformen und das Verhdltnis davon
wird autosomal dominant vererbt. In der Population herrschen drei Phénotypen vor:
65 % exprimieren vorwiegend die hthermolekulare O-glykosylierte 65 kDa Form, die
vor allem im Gehirn und in méannlichen Spermien exprimiert wird, 6 % exprimieren
vorwiegend die niedermolekulare O-glykosylierte 55 kDa Form, die in den Nieren
exprimiert wird, und 29 % exprimieren beide Formen in annéhernd in gleicher Weise
(Wilton et al., 1992; Johnstone et al., 1993 a,b; Seya et al., 1999; Riley-Vargas et al.,
2004) Die Exons 7 und 8, die fiir die STP®, STP® und STP® Doménen codieren,
kénnen alternativ gespleiRt werden. Die Expression von STP® fiihrt zur Expression der
hohermolekularen Variante mit 66 kDa und das Fehlen von STP® in den Isoformen
fuhrt zur niedermolekularen Variante mit 56 kDa (Liszewski et al., 1991, 1994;
Manchester et al., 1994).

Durch CD46-MV Interaktionsstudien mittels Peptidkartierung, Austauschmutagenese,
blockierenden Antikorper und kristallographischen Analysen wurde die MV-
Bindungsstelle gefunden (Casanovas et al., 1999). Bei der Infektion durch MV binden
die H-Proteine an die &ulleren SCR/CCP-Doménen (SCR/CCP 1 bis 2) und kdnnen
dann mittels Rezeptor-vermittelter Membranfusion in die Zelle gelangen (Buchholz et
al., 1996; Devaux et al., 1996; Maisner et al., 1996; Manchester et al., 1994). Alle
Isoformen von CD46 sind in der Lage als MV-Rezeptor zu fungieren (Gerlier et al.,
1994; Manchester et al., 1994; Varior-Krishnan et al., 1994). Nachfolgend wird CD46
in Abhédngigkeit von dem MV-Stamm von der Zelloberfliche herunterreguliert
(Naniche et al., 1993 a,b; Krantic et al., 1995; Schneider-Schaulies et al., 1995 a,b;
Bartz et al., 1996; Galbraith et al., 1998). Ferner fiihrt diese MV-induzierte CD46-
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Modulation zu einer verstarkten Komplementanfélligkeit der infizierten Zelle (Schnorr
et al.,, 1995). Die Ligation von CD46 auf humanen primédren Monocyten mit
monoklonalen Antikdrpern, C3b Dimeren oder MV, fuhrt zu einer Modulation von
Interleukin-12 p70 und p40. Diese Wirkungsweise wird als ein moglicher Mechanismus
fir die Masern induzierte Immunsuppression angesehen (Karp et al., 1996). CD46
interagiert auch mit 1-Intergrinen, mit kostimulatorischen Molekilen wie Tetraspanine
(Kurita-Taniguchi et al., 2002; Lozahic et al., 2000) und mit DLG4 (Ludford-Menting
et al., 2002).

Erreger Ligand Interaktions-  Wechselwirkung
doméne

Adenoviren Knob Endozytose

(Gruppe B und D)

BVDV E2 Endozytose ?

(bovine viral diarrhea virus)

Humanes Herpesvirus 6 Glykoproteinkomplex CCPs2+3 Bindung
(H,L+Q)

Masernviren Hé&magglutinin CCPs1-2 Bindung

Neisseria gonorrhoeae Typ IV Pilus CCPs3+4 Adhésion

Neisseria meningitides

Streptococcus pyogenes M Protein CCPs3+4

Tabelle 1.2: Zusammenfassung der Wechselwirkungen von verschiedenen Erregern mit

dem Typ | Transmembranglykoprotein CD46.

Hervorzuheben ist, dass CD46 nicht nur als MV-Rezeptor fungiert, sondern auch als
Rezeptor von drei weiteren Viren: den Adenoviren (Gaggar et al., 2003; Segerman et
al., 2003), BVDV (Maurer et al., 2004) und Humanes Herpesvirus 6 (Santoro et al.,
1999). AulRerdem kann CD46 von zwei Bakterienstimmen wie Neisseria (Kallstrom et
al., 1997) und Streptococcus (Okada et al., 1995) als Eintrittspforte benutzt werden
kann (Cattaneo et al., 2004; Riley-Vergas et al., 2004).
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1.3.2 Vorkommen, Struktur und Funktion von SLAM

CD150 oder auch signaling lymphocyte-activation molecule (SLAM) wurde 1995 als
humaner Rezeptor zur T-Zell-Aktivierung identifiziert (Cocks et al., 1995). Als
kostimulatorisches Molekil gehort das glykosylierte Transmembranoberflachenprotein
zur CD2 Untergruppe der Immunglobulin-Superfamilie (Tangye et al., 2000; Veillette
& Latour, 2003). Im Jahre 2000 wurde SLAM als Rezeptor fir Wildtyp-Masernviren
identifiziert (Tatsuo et al., 2000; Erlenhoefer et al., 2001; Hsu et al., 2001). Weitere
Mitglieder der Familie der Morbilliviren benutzen SLAM auch als Rezeptor (Tatsuo et
al., 2001). Das menschliche SLAM wird auf unreifen Thymozyten, T-Gedachniszellen
(CD45ROM9") und aktivierten B- und T-Lymphozyten exprimiert (Sidorenko & Clark,
1993; Cocks et al., 1995; Aversa et al., 1997). Losliche und membrangebundene
SLAM-Molekiile induzieren Immunglobulin-Synthese und Proliferation auf aktivierten
humanen B-Zellen (Punnonen et al., 1997). AulRerdem findet man eine differentielle
SLAM-Expression auf CD4 T-Zellen. Auf T-Helfer 1-Lymphozyten (TH1-Zellen)
beobachtet man eine hohe und auf TH2-Zellen eine geringe Expression (Hamalainen et
al., 2000). Monozyten, die frisch aus PBMC isoliert werden, exprimieren kein SLAM
auf der Oberflache; nach Stimulation mit Mitogenen oder auch mit MV-Partikel alleine
zeigt sich aber eine deutliche Expression (Minagawa et al., 2001). Dazu wird SLAM
auf reifen dendritischen Zellen (DZ) exprimiert. Unreife DZ besitzen kein SLAM
(Polacino et al., 1996; Bleharski et al., 2001; Kruse et al., 2001; Ohgimoto et al., 2001).
Generell kann auf Monozyten, Granulozyten und Zellen aus nicht-lymphatischen
Organen kein SLAM nachgewiesen werden (Sidorenko & Clark, 1993; Cooks et al.,
1995; Aversa et al, 1997). Ferner ist SLAM ein Selbstligand, wobei die
Signallbertragung tber homophile Interaktionen erfolgen kann (Mavaddat et al., 2000).
Die Bindung des monoklonalen Antikérpers Al12 an SLAM fihrt zu einer IL-2-
unabhéngigen T-Zell-Expansion und zur IFN-y-Produktion von aktivierten T-Zellen
(Cocks et al., 1995; Aversa et al., 1997; Carballido et al., 1997). Die Ligation von
SLAM mit dem monoklonalen Antikorper IPO-3 verstarkt die Proliferation von B-
Zellen, welche durch anti-CD40 und IL-4 induziert werden kann (Sidorenko & Clark,
1993). Zusétzlich wird die Synthese und Sekretion von Immunglobulinen geférdert
(Punnonen et al., 1997; Yanagi et al., 2002).
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Abbildung 1.4: Schematische Struktur des humanen SLAM(CD150)-Proteins.
CD150 besitzt zwei hoch glykosylierte Immunglobulin-Superfamilie-Domanen, V und C2. Der
cytoplasmatische Schwanz enthalt drei Tyrosinreste, an denen SAP binden kann. Die V-

Domane ist fur die Funktion als MV-Rezeptor essentiell (verdndert nach Yanagi et al., 2002).

Das humane Gen SLAMF1 (signaling lymphocyte activation molecule family member
1) wird auf dem Chromosom 1g22-g23 codiert. SLAM ist ein 70 kDa grolies
Transmembranglykoprotein mit einer 27 As langen hydrophoben Leader-Sequenz, einer
202 As langen extrazelluldren Region, einer 22 As langen Transmembrandomane und
einer 77 As langen cytoplasmatischen Doméne (Cocks et al., 1995). Der extrazellulare
Teil enthélt zwei Domanen, eine V-ahnliche und eine C2-&hnliche. Die cytoplasma-
tische Doméne besitzt drei Tyrosinreste, welche von SH2-Bindesequenzen umgeben
sind. Intrazelluldr kann SLAM an das SLAM-assoziierte Protein SAP (auch als
SH2D1A bekannt) und an die Tyrosinphosphatase SHIP (Sayos et al., 1998; Shlapatska
et al., 2001) binden. Durch chimare Molekile wurden die funktionellen Doméanen von
SLAM fir die Interaktion mit MV untersucht. Yanagi und Mitarbeiter konnten zeigen,
dass die As-Positionen 58 bis 67 in der V-Doméne des humanen SLAM-Proteins fahig

sind, als MV-Rezeptor zu fungieren, indem das I6sliche SLAM mit der V-Doméne an
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Zellen binden konnte, auf denen das H-Protein und nicht das F-Protein von MV
exprimiert war (Richert et al., 1983; Ono et al., 2001; Ohno et al., 2003).

Rezeptor | Isoform Transkript Verteilung Referenz

SLAM mMSLAM | LVC*TMTTTaa | Zellmembran CD45RO" T- | Cocks et al., 1995

Zellen, unreife B + T-Zellen
vVMSLAM LVC* TMTT Zellmembran CD45RO" T- | Cocks et al., 1995
Zellen, unreife B + T-Zellen
cSLAM VCTMTTT Zytoplasmatisch Aversa et al.,
SSLAM LVC*TTTaa Sekretorisch 1997

Tabelle 1.3: Verschiedene Isoformen von SLAM (verandert nach Dhiman et al., 2004).

Das humane SLAM wird durch alternatives Splei3en in vier verschiedenen Isoformen
exprimiert. Zwei davon sind membrangebunden, wobei erstere sich Uber die
Gesamtlange mit einem 10 As langen zytoplasmatischen Ende erstreckt und zweitere
einen verkirzten zytoplasmatischen Schwanz mit nur zwei Tyrosinreste besitzt. Ferner
wird SLAM auch als zytoplasmatisches Protein ohne Leadersequenz und als l6sliches
Protein, welchem die gesamte 30 As lange TM-Domane fehlt, exprimiert (Cocks et al.,
1995; Aversa et al., 1997; Punnonen et al., 1997; Dhiman et al., 2004).

Die biologische Bedeutung von SLAM wird dadurch hervorgehoben, dalR Mutationen
oder Deletionen im humanen SAP-Gen einen schweren Immundefekt, die X-gekoppelte
Lymphoproliferative Erkrankung (XLP), hervorruft (Coffey et al., 1998; Sayos et al.,
1998; Nichols et al., 2000).

Die Infektion durch MV weist neben einer Immunsuppression auch eine
Lympho(zyto)penie, d. h. einen verminderten Anteil an Lymphozyten im Vollblut auf.
Es wird vermutet, daR dies durch die Infektion und die Zerstorung SLAM-
exprimierender Zellen verursacht wird (Sidorenko & Clark, 2003; Dhiman et al., 2004).
SLAM wird genauso wie CD46 nach Infektion und Kontakt mit MV von der
Zelloberflache herabreguliert (Erlenhoefer et al., 2001; Tanaka et al., 2002) doch ist die
durch MV induzierte Proliferationsinhibition der Wirtszellen SLAM-unabhéngig
(Erlenhoefer et al., 2001).
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Um die Rolle von SLAM in der MV Pathogenese besser verstehen zu kénnen, wurde
eine transgene Maus, die das humane SLAM exprimiert, gezichtet. Die in-vivo Daten
zeigen, dass MV - sowohl Wildtyp- als auch Impfstimme - SLAM positive Zellen
infizieren, den Rezeptor von der Zelloberflache herabregulieren und die Proliferations-
inhibition induzieren (Hahm et al., 2003).

1.4 Endothelzelltropismus der MV

Bei der akuten Masernerkrankung stellen Endothelzellen (EZ) und Epithelzellen
wichtige Zielzellen dar. Die MV gelangen (ber den oberen Respirationstrakt in den
Korper. Zuerst werden vermutlich die Epithelzellen der Atemwege infiziert. Das MV
wird dann vorwiegend von dendritischen Zellen (DZ) in die lymphatischen Gewebe
transportiert. Nach einer lytischen Virusvermehrung in den lokalen Lymphknoten
kommt es zu einer virdmischen Phase und einer Verbreitung des Virus im Korper. Uber
infizierte Monozyten, Makrophagen, B- und T-Zellen werden Epithelzellen und
Endothelzellen in verschiedenen Organen wie Leber, Niere, Gastrointestinaltrakt, Lunge
und Haut infiziert (Griffin & Bellini, 1996).

Bei der hamatogenen systemischen Ausbreitung der Viren stellen Endo- und
Epithelzellen eine Barriere zu den Organen dar. Zahlreiche Studien fokussieren sich vor
allem auf die Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke durch Viren. Bei der subakuten
sklerosierenden Panenzephalitis (SSPE) kdnnte der Transport der MV in das zentrale
Nervensytem Uber die Infektion von EZ erfolgen. In den Gehirnen dieser Patienten
wurden post mortem neben MV-infizierten Neuronen und Gliazellen auch MV-
inifzierte Endothelzellen gefunden (Allen et al., 1996; Isaacson et al., 1996; Kirk et al.,
1991).
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1.5 Interferone

Interferone (interferons, IFNs) sind eine Familie niedermolekularer Proteine, die im
Jahre 1957 von lIsaacs und Lindenmann entdeckt wurden. Durch Experimente an
virusinfizierten Hihnerembryonen fanden sie in der Chorioallantoismembran einen
I6slichen Faktor, der eine antivirale Aktivitat in anderen Zellen induzierte (Isaacs &
Lindenmann, 1957; Mester & Rouse, 1991). Deshalb wurde diese Substanz nach seiner
Interferenz mit der Virusvermehrung als Interferon (IFN) bezeichnet.

1976 gelang es das erste Interferon zu reinigen und zu charakterisieren (Knight, 1976
a,b). Reine Interferonpréparationen zu erhalten war jedoch ein aufwendiges und
schwieriges Unterfangen. Erst die Fortschritte in der Gentechnologie ermdglichten die
Produktion rekombinant hergestellter Interferone in groflen Mengen, um weitere
biochemische und funktionelle Studien durchftihren zu kdnnen.

Anfangs konzentrierte sich die Erforschung der Interferone auf die Untersuchung der
antiviralen Eigenschaft. Es wurde untersucht, ob tierische Zellen bei Infektionen mit
verschiedenen Viren, aber auch nach Kontakt mit Lipopolysacchariden von Bakterien,
Interferone sezernieren. Erst Anfang der 80er Jahre beschaftigte man sich in
Fachkreisen zunehmend mit den vielfaltigen biologischen Wirkungsweisen der
Interferone auf das Immunsystem und auf die Regulation des Zellwachstums (Taylor-
Papadimitrou, 1980; Friedmann & Vogel, 1983). Interferone sind sehr potente
Modulatoren unspezifischer und immunologisch spezifischer Abwehrmechanismen.
Aullerdem steigern sie die Aktivitdt von Monozyten, Makrophagen und natirlichen
Killerzellen, fordern die Effekte von T-Lymphozyten und Uben einen positiven oder
negativen regulatorischen Einfluss auf die Antikdrpersynthese durch B-Lymphozyten
aus (Stark et al., 1998).



1 EINLEITUNG 23

1.5.1 Einteilung der Interferone

Namengebend fur die Unterscheidung der Interferone war anfangs zunéchst die
zellulare Herkunft. Man unterteilte sie in Leukozyten-, Fibroblasten- und Immun-
Interferone.

Spéter wurden die Interferone in drei Hauptklassen eingeteilt:

Bezeichnung Abkirzung altere Bezeichnungen
Interferon-a IFN-o Leukozyten-1FN
(alpha-Interferon) (o-1FN) Typ-I-IFN
Interferon-f3 IFN-B Fibroblasten-1FN
(beta-Interferon) (B-1FN) Typ-1-IFN
Interferon-y IFN-y Immun-1FN
(gamma-Interferon) (y-1IFN) Typ-1I-IFN

Tabelle 1.5: Die Nomenklatur der Interferone (verandert nach Stewart et al., 1980).

IFN-oo  und IFN-B werden durch virale und bakterielle Infektionen von
unterschiedlichen Zellarten sezerniert. Aufgrund ihrer hohen Temperatur- und
Sdaurestabilitat wurden sie zu den Typ I-Interferonen zusammengefasst. IFN-y hingegen
wird hauptséchlich von naturlichen Killerzellen (NK) (Trinchieri et al., 1984) und von
antigen- oder mitogenstimulierten T-Zellen (Bocci, 1988) sezerniert. Durch die
Eigenschaft der Temperatur- und Saurelabilitait wird IFN-y als Typ ll-Interferon
bezeichnet.

Typ I- und Typ ll-Interferone interagieren jeweils mit einem spezifischen Rezeptor
(Mogensen et al., 1999). Die beiden Rezeptorarten haben divergierende Signaltrans-
duktionswege (Muller et al., 1994; Stark et al., 1998). AuRerdem induzieren sie ein
variierendes Set an Genen (Sen & Lengyel, 1992), wobei von beiden Subtypen die
Wirkung in unterschiedlichem Grad induziert werden kann (Billiau, 1996).
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1.5.1.1 Typ I-Interferone

Typ I-Interferone werden bevorzugt von Monozyten, Makrophagen, T- und B-
Lymphozyten und Fibroblasten nach Stimulierung durch Viren, bakteriellen
Komponenten oder auch Glukokortikoid-Hormonen und Nukleinsauren sezerniert. Die
intrazellulare doppelstrangige (ds) RNS, die wahrend der Replikation und Transkription
des viralen Genoms gebildet wird, flihrt zu einer starken Induktion von IFN-o/3 (Jacobs
& Langland 1996).

In dieser Gruppe unterscheidet man fiinf Mitglieder (o, B, x, T, ®). Interferon-a (alpha-
Interferon) wurde als erstes menschliches Interferon kloniert (Weck et al., 1981 a,b). Es
ist ein aus 165/166 As bestehendes, einkettiges Zytokin. Im humanen System sind
bisher 26 verschiedene Gen-Subtypen (hIFN-a; bis azg) mit 85 % Homologie bekannt,
die auf dem Chromosom 9p22 lokalisiert sind. Diese codieren fir etwa 12 verschiedene
Proteine mit identischer Aminosauresequenz an Positionen 115 bis 151 und mit einem
besonders variablen NH,-Ende. Die relative Molekiilmasse schwankt zwischen 19 und
29 kDa (Zoon et al., 1992).

Das humane Interferon-f (beta-Interferon) wurde im Jahre 1982 kloniert (Dworkin-
Rastl et al., 1982) und ist ein aus 166 As bestehendes einkettiges 20 kDa Glykoprotein.
IFN-B wird bevorzugt von Fibroblasten, Makrophagen und epithelialen Zellen nach
Stimulierung durch Viren, Nukleinsduren, bakteriellen und anderen mikrobiellen
Strukturen sowie durch Interleukin-1 oder Tumornekrosefaktoren sezerniert. Das Gen
ist auf dem Chromosom 9p22 lokalisiert und ist in dem IFN-a-Gen-Komplex
eingebettet. Bei IFN-B besteht auf Proteinebene 34 % Sequenzhomologie und auf
genomischer Ebene 30 % Homologie zu den a-Interferonen (Derynck et al., 1980 a,b).
Auffallig bei den Genen fiir IFN-a und IFN-B ist, dass sie keine Introns besitzen (Zoon
et al., 1992). Ferner binden alle Typ I-Interferone an den gleichen Oberflachenrezeptor
der Zielzellen (Lutfalla et al., 1992).

Der Typ I-Interferon Rezeptor besteht aus zwei Untereinheiten, IFNARL und IFNAR2
(Mogensen et al., 1999), deren intrazelluldare Doméne einerseits mit den Tyrosinkinasen
Tyk2 (Colamonici et al., 1994 a,b) und mit Jakl andererseits (Novick et al., 1994)
assoziiert sind. STAT (signal transducer and activator)1l und STAT2 sind zuerst mit

IFNAR2 verbunden (Li et al., 1997). Nach Bindung von IFN-o/B an die beiden
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Rezeptor-einheiten erfolgt die Tyrosinphosphorylierung und Aktivierung von Tyk2 und
Jakl, indem Tyk2 die Aminosdure an Position 466 von IFNAR1 phosphoryliert.
AnschlieRend kommt es zur Phosphorylierung von bestimmten Tyrosinresten an STAT1
und STAT2. Dann bilden diese ein Heterodimer und dringen zusammen mit p48 (IFN-
regulatory factor 9; IRF-9) in den Kern ein (Veals et al., 1992). Dieser Heterotrimer-
Komplex wird als IFN-stimulierender Genfaktor 3 (IFN-stimulated gene factor 3;
ISGF3) bezeichnet. Dieser bindet an bestimmte DNA-Sequenzelemente (IFN-
stimulated response elements; ISRES) und aktiviert die Transkription von ISGs (IFN-
stimulated genes) (Gotoh et al., 2001).

_cell membrane

STATI STAT2 CF‘OPISSIH

pY-STATI pY-STAT2

v 4

% p4mF-9)

ISGF3

nucleus

Abbildung 1.6: Schematisches Diagramm des Typ I-Interferon Signaltransduktionsweges

(verandert nach Gotoh et al., 2001).
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1.5.1.2 Typ ll-Interferone

1965 wurde erstmals der einzige Vertreter der Typ ll-Interferone, IFN-y, beschrieben
(Wheelock, 1965). Dieser Faktor wird nur von aktivierten T-Lymphozyten und von
natlrlichen Killerzellen (NK) gebildet (Biron, 1997). Das humane Gen fir IFN-y
besteht aus vier Exons und drei Introns (Gray et al., 1983). Das IFN-y-Protein ist ein
Homodimer aus zwei identisch glykosylierten Polypeptidketten mit einer GroRe
zwischen 20 und 25 kDa. Diese bestehen aus je 143 Aminoséuren (Gray et al., 1982 a,
b). Aufgrund der homodimeren Form ist IFN-y gegeniiber niedrigen pH-Werten (pH <
5) und hohen Temperarturen (T > 50 °C) sehr empfindlich (Pace et al., 1985 a,b).

AulRer auf Erytrozyten ist der Rezeptor fiir IFN-y (Bach et al., 1997) beim Menschen
und bei der Maus auf allen Zellen exprimiert (Aguet & Merlin, 1987). Der Typ II-
Interferon-Rezeptor besteht aus zwei Untereinheiten, IFNGR1 und IFNGR2, die mit
Jakl und Jak2 assoziert sind (Kotenko et al., 1995). IFN-y bindet an zwei IFNGR1
Untereinheiten, wodurch Bindungsstellen fir zwei IFNGR2 Untereinheiten gebildet
werden (Marsters et al., 1995). Die Dimerisierung des IFN-y-Rezeptors (Greenlund et
al., 1993) ist Voraussetzung fiir seine biologische Funktion (Fountoulakis et al., 1992
a,b) und bewirkt die Transphosphorylierung und Aktivierung von Jakl und Jak2
(Igarashi et al., 1994). Daraufhin wird die As Tyrosin an Position 440 von IFNGR1
phosphoryliert. Diese As dient als Bindungsstelle fur STAT1. Nach der
Phosphorylierung von STAT1 (Shuai et al., 1992; Shuai et al., 1993 a,b) wird ein
Homodimer gebildet, das als y-aktivierter Faktor (gamma-activated factor; GAF)
bezeichnet wird. Dieser Faktor dringt dann in den Zellkern ein und bindet an die y-
aktivierte Sequenz (gamma-activated sequence; GAS), um die Transkription von den
ISGs (IFN-stimulated genes) zu aktivieren (Gotoh et al., 2001).
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Abbildung 1.7: Schematisches Diagramm des Typ ll-Interferon Signaltransduktionsweges

(verandert nach Gotoh et al., 2001).

1.5.2 Antivirale Aktivitat von Interferonen

Untersuchungen zeigten, dass es bei den Interferonen zu einer Interferenz mit der
viralen Replikation, d. h. zu einem frihen Eingreifen nahezu bei jeder Stufe der
Virusvermehrung, kommt (Vilcek, 2003, 1993; Stark et al., 1998).

Die antivirale Wirkung resultiert vor allem aus der Induktion bzw. den Funktionen der
intrazellularen Proteinen, die von den IFN-stimulierenden Genen (ISGs) exprimiert
werden. Zu diesen antiviralen Proteinen gehoren insbesondere die Mx-Proteine
(Horisbereger et al., 1983; Arnheiter et al., 1983), die Stickstoffoxidsynthase (NOS),
die doppelstrédngige (ds)-RNS abhangige Proteinkinase R (PKR) (Haines et al., 1998;
Clemens, 1997; Clemens & Elia, 1997) und die 2°,5"-Oligoadenylatsynthetase (2'-
5°0AS) (Gribaudo et al., 1991; Castelli et al., 1998).
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Antivirales Protein |  Wirkungsmechanismus Empfangliche Viren
Mx Inhibition der Transkription | Influenza (Krug et al., 1985; Pavlovic et al., 1992)
der viralen RNS Masern (Patterson et al., 2002; Pavlovic et al., 1995;

Schnorr et al., 1993)

VSV (Staeheli et al., 1991)

NOS Nitrosylierung von Cystein- | Coxsackie (Lowenstein et al., 1996)
und Tyrosin-Resten und/oder [ EBV (Mannick et al., 1994)
Zerstorung von Sulfhydryl- | HIV (Persichini et al., 1998)
briicken in viralen Proteinen | HSV-1, VSV (Komatsu et al., 1998)

Vaccinia (Detels et al., 1973)

PKR Phosphorylierung von elF2a. | ECMV (lordanov et al., 2000)
nach dsRNS Bindung HIV (Carpick et al., 1997)

(Inhibition der Translation) VSV (Lee et al., 1996; Khabar et al., 2000)

RNaseL/2"-5"0OAS | Synthese von Oligoadenylate | ECMYV (Theerasurakam et al., 1998)
nach dsRNS Bindung; HIV (Maitra et al., 1998)

Aktivierung von RnaseL; Vaccinia Virus (Diaz-Guerra et al., 1997)

Degradierung von ssRNS

Tabelle 1.4: IFN-y induzierte antivirale Mechanismen

(verandert nach Chesler & Reiss, 2002)

Die Mx-Proteine sind groRe GTPasen und gehdren zu der Dynamin-Superfamilie
(Arnheiter et al., 1983). Dynamine sind in der Zelle an wichtigen Prozessen wie der
Endozytose, dem Vesikeltransport, der Morphologieerhaltung und Verteilung von
Mitochondrien u.v.m. beteiligt (Praefcke & McMahan, 2004). Die Mx-Proteine sind je
nach Spezies im Zytoplasma oder im Kern lokalisiert (Julkunen et al., 2001). Die
vielseitige antivirale Aktivitat dieser ist abhéngig von der jeweiligen Virusart, die
untersucht wird (siehe Tabelle 1.4). Zum Beispiel ist das murine Mx1-Protein im Kern
lokalisiert und inhibiert die Replikation von Orthomyxoviren zu Beginn der
Transkription mit hoher Effizienz (Krug et al., 1985). Das humane Mx1-Protein
hingegen blockiert die Virusvermehrung in spéteren Stadien der Replikation (Pavlovic
et al., 1992). Das Vesikulare-Stomatitis-Virus aus der Familie der Rhabdoviren wird
sowohl von humanen als auch von murinen Mx-Proteinen wahrend der Replikation
inhibiert (Arnheiter et al., 1990; Staeheli & Pavlovic, 1991).
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Die Stickstoffoxidsynthase (NOS) und deren Produkt, Stickstoffoxid (NO) sowie dessen
Reaktionsprodukt, ONOO", werden als bedeutender antiviraler Mechanismus fur eine
Reihe an Viren in Verbindung gebracht (Chelser & Reiss, 2002). Als antivirale
Eigenschaft von Stickstoffoxid, dessen Synthese im wesentlichen durch drei Isoenzyme
der NO-Synthase (NOS I-111) katalysiert wird, ist vor allem die Nitrosylierung viraler
Proteine wahrend der Infektion hervorzuheben (Colasanti et al., 1999; Bogdan, 2001).
Dabei werden Cystein- und Tyrosinreste chemisch so modifiziert, dass dies zu einer
Fehlfunktion, verursacht durch Zerstérung der Sulfhydrylbriicken und anschlieRender
Protein-Missfaltung der Proteine, fiihrt.

Induktion dsRNA- dsRNA-
abhangiger Enzyme unabhangiger Weg
: [ _} l
OASE PKR Phospho- Glykosyl- Modifikation der
diesterase transferase| |Plasmamembran
Verdnderung der Aktivierung elF2-(P) Degradierung des reduzierte verdnderte

mRNA Cap-Gruppe der RNaselL pCpCpA Endes der tRNA Glykosylierung Membranfunktionen

Blockade der RMA-Abbau Inhibition der Bindung Blockade der Verdnderung der Verénderung der
mRMNA-Bindung zwischen met-tRNA  Elongation Frotein-Prozessierung Virusfreisetzung
an die Ribosomen und ribosomaler 40S- und Anheftung
Untereinheit
Translationsblock Infektionsblock

Abbildung 1.8: Antivirale Effekte von Interferonen.
Die Induktion der antiviralen Wirkung erfolgt tber Interferon-aktivierte Gene, die einen
dsRNA-abhdngigen und einen —unabhéngigen Weg verfolgen (verandert nach Bode & Hauser,

1990; Dissertation Andrea Kroger, Braunschweig, 1999).

Die PKR liegt als Serin/Threonin Proteinkinase, die mit Ribosomen assoziiert ist,
zuerst als inaktive Form vor und wird durch die Bindung an ds-RNS aktiviert (Galabru
& Hovanessian, 1987; Carpick et al., 1997). Infolge dieser Aktivierung kommt es zu
einer Hemmung der Translation von mRNS, da das elF-2-Alpha-Protein inaktiviert

wird. Dieser eukaryotische Initiationsfaktor ist in virusinfizierten Zellen fur die virale
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Proteinbiosynthese verantwortlich (Samuel, 1987; Lengyel, 1993). Aullerdem kommt es
durch die Aktivierung der PKR auch zu einer Degradation der zelluldren mRNS.

Die 2°-5"0OAS wird ebenfalls durch ds-RNS aktiviert und synthetisiert 2°-5"-
Oligoadenylate mit einer L&nge von 2-10 Nukleotiden (Kerr & Brown, 1978), welche
wiederum die in der Zelle latent vorkommende Ribonuclease L (RNase L) aktivieren
(Silverman, 1994). Durch die RNase L werden je nach Virustyp und Art der infizierten
Zellen neben viraler auch zelluldre mRNS degradiert (Slattery et al., 1979; de Benedetti
& Bagloni, 1984).

Es gibt noch einige Proteine, die durch Interferone induziert werden, deren Wirkung
aber noch schlecht charakterisiert ist. Dazu gehért auch das Enzym Indolamin 2,3-

Dioxygenase, fur das auch eine antivirale Wirkung beschrieben wurde.

1.6 Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO)

Die Indolamin 2,3-Dioxygenase (indoleamine-pyrrole 2,3-dioxygenase: EC 1.13.11.42)
ist ein Enzym, welches in Anwesenheit von Sauerstoff den Abbau von L-Tryptophan
(Trp) (auch von 5-Hydroxy-L-Tryptophan und von D-Tryptophan) zu L-N-
Formylkynurenin und weiter zu Kynurenin katalysiert (Hirata et al., 1975; Yamazaki et
al., 1985; Takikawa et al., 1986). Der gesamte Abbauweg, besser bekannt als der
Kynurenin-Stoffwechselweg, ereignet sich hauptséchlich in der Leber und fihrt zur
vollstdndigen Oxidation von Tryptophan mit der Bildung von Adenosin-5"-triphosphat
(ATP) und CO; als Endprodukten (siehe dazu Abbildung 1.9). Aullerdem l&Rt sich
dieser in drei Abschnitte und drei Seitenarme unterteilen. Der erste Abschnitt ist
gekennzeichnet durch die Degradation von Tryptophan zu Kynurenin (Enzyme a-c), der
zweite Abschnitt bewegt sich von Kynurenin zu Quinulinsdure (Enzyme e-g) und der
dritte Abschnitt beinhaltet die Enzyme, die zur vollstandigen Oxidation fiihren. Die drei
Seitenarme des Kynureninstoffwechsels beinhalten erstens die Transaminierung zur
Synthese von Kynureninséure, zweitens die Bildung von Picolinsdure und drittens die
Nicotin(saure)-amid-adenin-dinucleotid (NAD™) Synthese. Viele Korperzellen haben

eine Auswahl der Enzyme innerhalb des Kynurenin-Stoffwechselweges, doch sind nur
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Hepatozyten daflir bekannt, das komplette Set der benétigten Enzyme dieses
Stoffwechselweges zu besitzen (Moffett & Namboodiri, 2003).
Nicotin(saure)-amid-adenin-dinucleotid (NAD?) ist ein essentieller Cofaktor fiir viele
zelluldre Reaktionen, die von der ATP Synthese bis hin zur DNA-Reparatur reichen.
Die Synthese von ATP ist in allen Zellen von der stindigen Zufuhr von NAD*
abhangig. Die Depletion an NAD" kann fatale Folgen fiir die Zelle haben. Die As Trp
stellt die einzige Quelle an Substrat fir die de novo-Synthese von NAD" und die
phosphorylierte Form NADP" in Abwesenheit von Niacin (Vitamin B3) dar (Moffett &
Namboodiri, 2003).

Trp ist somit eine essentielle As, die bei allen Proteinbiosynthesen und bei wichtigen
Stoffwechselfunktionen eine Rolle spielt. Saugetiere haben aber nicht die daflr
notwendige enzymatische Maschinerie, um diese Aminosaure selbst zu synthetisieren.
Die Primarproduzenten wie Bakterien, Pilze und Pflanzen hingegen bilden Trp aus den
Molekiilen wie Phosphoenolpyruvat. Deshalo mufl Trp Uber die Nahrungskette
aufgenommen und im Verdauungssystem hydrolysiert werden. Verdautes Trp gelangt
dann Uber die Pfortader in die Leber und steht dort fir die Proteinbiosynthese der Leber
zur Verflgung.

Bei Mensch und Tier wird Trp im Nervensystem und im Darm vor allem als Substrat
fur die Synthese von Serotonin verwendet. In der Pinealdriise hingegen wird
Tryptophan zur Synthese von Melatonin benétigt. Daher spielt Trp als eine essentielle
Substratquelle fiir die Bildung verschiedener Molekiile eine wichtige Rolle im
Proteinstoffwechsel (Moffett & Namboodiri, 2003).
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Abbildung 1.9: Vereinfachter schematischer Ablauf des Kynureninstoffwechsels.
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Die Enzyme, die den Stoffwechsel katalysieren, sind als Buchstaben dargestellt. Die
Bezeichnungen mit entsprechender EC Nummer (Enzyme Commission code) sind wie folgt
angeflhrt: (@) Tryptophan-Dioxygenase (TDO), EC 1.13.11.11; (b) Indolamin 2,3-Dioxygenase
(IDO), EC 1.13.11.17; () EC 3519 (d)
Aminotransferase (KAT), EC 2.6.1.7; (e) Kynurenin 3-Monoxygenase, EC 1.14.13.9; (f)
Kynureninase, EC 3.7.1.3; (g) 3-Hydroxyanthranilat Dioxygenase (HADO), EC 1.13.11.6; (h)
oa-Amino-a-Carboxymuconat-¢-Semialdehyd Decarboxylase (ACMSD), EC 4.1.1.45; (m)

Kynurenin-Formamidase, Kynurenin

Quinolinat-Phosphoribosyltransferase (QPRT), EC 2.4.2.19; (k) Spontane nichtenzymatische
Reaktionen (Moffett & Namboodiri, 2003).
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1.6.1 IDO-Aktivitat

Eine Vielzahl unterschiedlicher pathologischer Bedingungen wie Tumorregression
(Ozaki et al., 1988; Takikawa et al., 1988), AbstoRung homologer Transplantate
(Holmes et al., 1992), zerebrale Ischemie (Saito et al., 1993 a,b) sowie bakterielle-,
parasitare- und virale Infektionen (Thomas et al., 1993) fuhren zu einer Induktion der
IDO-AKktivitat in einigen Geweben. Es gibt darliber hinaus auch eine durch IDO-
vermittelte Immunsuppression, die eine gegen den Fetus als allogenes Transplantat
gerichtete Abwehrreaktion verhindert (Munn et al., 1998). Die IFN-y-induzierte
antibakterielle, -parasitidre und -virale Aktivitat korreliert mit der Induktion von IDO
(Habara-Ohkubo et al., 1993; Gupta et al., 1994). Diese anti-pathogene Wirkung des
Enzyms IDO wird durch die Spaltung von L-Trp zu Kynurenin vermittelt. In
Abwesenheit von L-Trp wird das Wachstum einiger Protozoen wie Toxoplasma gondii
(Fujigaki et al., 2002) oder einiger Bakterien wie Streptokokken gehemmt.

Aullerdem konnte bewiesen werden, dass IDO die IFN-y-Aktivitat gegen Viren wie
CMV (Bodaghi et al., 1999), HSV-1 (Adams et al., 2004 a) und HSV-2 (Adams et al.,
2004 b) vermittelt. Bei diesen Infektionen konnte die Spezifitat der IDO-Aktivitat durch
Zugabe von L-Tryptophan, das den antiviralen IFN-y-Effekt aufhebt, gezeigt werden.
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1.7 Ziele der Arbeit

Die Ziele der Arbeit bestehen darin,

1.) die Infizierbarkeit von Endothelzellen mit Masernviren zu charakterisieren und

2.) antiviral wirksame Mechanismen in Endothelzellen zu analysieren.

Vakzine- und Wildtypstdamme von Masernviren weisen eine differentielle Benutzung
der MV-Rezeptoren auf. Basierend auf der Beobachtung, dass sich MV-RNA in den EZ
von SSPE-Gehirnen findet (Cosby & Brankin, 1995), soll festgestellt werden, ob
humane Endothelzellen die MV-Rezeptoren CD46 und CD150 auf ihrer Zelloberflache
exprimieren.

Der antivirale Effekt von Interferonen spielt bei der MV-Vermehrung eine
entscheidende Rolle. Basierend auf den Ergebnissen, dass das Typ Il-Interferon in EZ
eine intrazelluldare Aktivitdt gegen Masernviren induziert, soll in dieser Arbeit die

antivirale Aktivitat von IFN-y gegen MV untersucht werden.
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2 Material

2.1 Zellen

ZELLINIE ZELLTYP HERKUNFT LITERATUR

A549 Lungenkarzinom, Mensch Giard et al., 1973
Epithel-Zellinie

ARPE19 Netzhautpigment Mensch Rakoczy et al., 1998
Epithel-Zellinie

B95a B-Zellinie, Krallenaffe Miller & Lipman, 1973

EBV-transformiert (Callithrix jachus)
BJAB B-Zellinie, Mensch Menezes et al., 1975
EBV-transformiert

CHO-K1 Ovar, Epithel-Zellinie chin. Hamster Puck et al., 1958

CHO 5.3 Ovar, Epithel-Zellinie chin. Hamster Loveland et al., 1993

CHO SLAM | Ovar, Epithel-Zellinie chin. Hamster Erlenhofer et al., 2001

HBMEC Mikrovaskulare Mensch Stins et al., 1997

Gehirn-Endothelzellinie

HelLa Zervixkarzinom, Mensch Scherer et al., 1953
Epithel-Zellinie

HUVEC Nabelschnurvene, Mensch Marin et al., 2001
Endothelzellen

IMR-32 Neuroblastoma-Zellinie Mensch Tumilowicz et al., 1967

Jurkat Akute T-Zell-Leukamie Mensch Schneider et al., 1977

T-Zellinie
NT2 Teratokarzinom-Zellinie Mensch Andrews et al., 1984
SK-N-MC Neuroblastoma- Mensch Spengler et al., 1973

Zellinie
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ZELLINIE ZELLTYP HERKUNFT LITERATUR
THP-1 Akute Monoz.-Leukédmie Mensch Tsuchiya et al., 1980,
Monozyten-Zellinie 1982
Vero Niere, Griine Meerkatze Yasumura et al., 1963

Fibrobalsten-Zellinie (Cercopithecus aethiops)

86HG39 Glioblastoma-Zellen Mensch Bilzer et al., 1991

Die meisten Zellinien kénnen bei der American Type Culture Collection (ATCC)
[http://www.lgcpromochem.com/atcc/] oder bei der Deutschen Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) [http://www.dsmz.de/] bezogen
werden. Der vorwiegende Anteil an Zellinien sind am Institut fir Virologie und

Immunbiologie in Wirzburg verfiigbar.

2.2 Viren
Virus Virus Zellinie Herkunft
Kurzbezeichnung Stamm (fur Passagierung)
Edm Edmonston B/Vaccine 60°s Vero Prof. ter Meulen
EdmGFP (rekombinant) Vero Duprex et al.,
1999
Wu-4797 Wirzburg.DEU/1996/4797 BJAB Virusdiagnostik,
W1(-5679 Wirzburg.DEU/1997/5679 BJAB Wiirzburg
WTFb Erlangen.DEU/1990 BJAB Erlangen
HSV-1 Prototypstamm “Kupka* Vero Prof. P. Wutzler,
Jena

Tabelle 2.1: Verwendete Masern- und Herpesvirusstamme.
Die Tabelle zeigt Vakzin (Edmonston)-MV und Wildtyp (Wu-4797, W(-5679, WTFb)-Masern-
virusstdimme sowie die Herkunft und das Jahr der Isolation. Die MV-Wirzburg-Isolate wurden
in der Abteilung fur Diagnostik des Instituts fiir Virologie und Immunbiologie in Wirzburg aus
Klinischen Masernfallen isoliert. Zudem ist die entsprechende Zellinie angegeben, die zur

Passagierung der einzelnen Viren verwendet wurde.
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2.3 Antikorper
2.3.1 Priméarantikorper

Antikorper Spezifitat Herkunft/Typ Hersteller
F227 MV-N Maus/mAk S. Loffler
K4 MV-H Maus/mAk S. Loffler
ICPO, IE110 HSV-1 ICPO Maus/mAk Virusys (Kat.-Nr. HLA027-100)
5C6 CD150 Maus/mAk S. Loffler
13/42 CD46 SCR-1 Maus/mAk S. Loffler
IDO Mensch/Maus Maus/mAKk CHEMICON (Kat.-Nr. MAB412)
MxA143 Mensch Mx-A | Maus/mAk S. Schneider-Schaulies
STAT1 Mensch/Maus Maus/mAKk BD Biosciences (Kat.-Nr. 610185)
STAT1(pY701) | Mensch/Maus Maus/mAKk BD Biosciences (Kat.-Nr. 612132)
Aktin Aktin Kaninchen SIGMA (Kat.-Nr. A2066)

2.3.2 Sekundarantikorper

Peroxidase-conjugated goat anti-mouse
Peroxidase-conjugated goat anti-rabbit
HRP-conjugated swine anti-rabbit
AlexaFluor 488 goat anti-mouse 1gG

DIANOVA (Kat.-Nr. 115-035-003)
DIANOVA (Kat.-Nr. 111-035-045)
Dako (Kat.-Nr. P0217)

Molecular Probes (Kat.-Nr. A-11001)
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2.4 Medien, Losungen und Puffer

2.4.1 Zellkultur

FKS Biochrom AG (Kat.-Nr. S0115)
Gelatine SIGMA (Kat.-Nr. G-2500)
Hanks™ salt solution (ohne Phenolrot) Biochrom AG (Kat.-Nr. L2045)
Neutralrot SIGMA (Kat.-Nr. N-2889)

Trypanblau-Lésung (0,4 %)

Agar (2 %)
ATV-Lbsung

doppel MEM (2 x)
Einfriermedium
FACS-Puffer
L(+)-Glutamin
Medium 199
MEM

Mowiol

Natriumhydrogencarbonat (5,6 %)
Neutralrotlésung

Overlay-Agar

Paraformaldehyd
PBS (pH 7,4)

SIGMA (Kat.-Nr. T8154)

2 g Bacto-Agar in 100 ml A.dest. (autoklavieren)
137 mM NaCl, 5 mM KCI, 5 mM D(+)-Glucose,
7 mM NaHCOs, Trypsin (0,5g/L), Versene (0,2g/L)
doppelte Menge an MEM Bestandteilen pro Liter
FKS mit 10 % DMSO

0,4 % BSA, 0,02 % N3 in Ca**/Mg* -freiem PBS
342 mM (5 g/100 ml A.dest.)

GIBCO Invitrogen (Kat.-Nr. 22340-020)

Minimal essential medium (Eagle & Levine, 1967)
2,4 Mowiol® 4-88 (Calbiochem, Kat.-Nr. 475904),
6 g Glyzerin, 2,42 g Tris, 0,45 g DABCO (SIGMA,
Kat.-Nr. D-2522)

666 mM (56 g/L NaHCOs3 in A. dest.)

16 g/L in A. dest.

25 % MEM (5 % FKS), 37,5 % Agar (2 %), 37,5 %
doppel MEM

3,7 % Paraformaldehyd in Ca**/Mg**-freiem PBS
138 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 6,5 mM NaHPO,, 1,5
mM KH,PO,, 0,9 mM CaCl,, 0,5 mM MgCl,
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PBS PBS ohne Ca®*/Mg?*
RPMI 1640 GIBCO Invitrogen (Kat.-Nr. 51800-043)

2.4.1.1 Spezielles Medium (HBMEC:)

380 ml RPMI 1640 GIBCO (Kat.-Nr. 72400-021)
50 ml FKS (10 %) Biochrom AG (Kat.-Nr. 0115)
50 ml Nu-Serum TM IV (10 %) FALCON (Kat.-Nr. 355504)

5mi MEM non-essential amino acids (100x) SIGMA (Kat.-Nr. M7145)
5ml MEM vitamins solution (100 x) SIGMA (Kat-Nr. M6895)
5ml Natriumpyruvat (100 mM) SIGMA (Kat.-Nr. S-8636)
1ml Heparin (5 U/ml) SIGMA (Kat.-Nr. H3393)
4 ml ECGS (30 pg/ml) SIGMA (Kat.-Nr. E-2759)

Penicillin/Streptomycin (je 1g/10 ml)

2.4.1.2 Spezielles Medium (HUVECS)

395 ml M199 GIBCO (Kat.-Nr. 22340-020)
100 ml FKS (10 %) Biochrom AG (Kat.-Nr. 0115)
1ml Heparin (5 U/ml) SIGMA (Kat.-Nr. H3393)
4 ml ECGS (30 pg/ml) SIGMA (Kat.-Nr. E-2759)

Penicillin/Streptomycin (je 1g/10 ml)

2.4.2 Bakterienkultur

LB-Medium

10 g/L Bacto-Trypton Boehringer
59/L Hefe-Extract Difco

10 g/L NaCl AppliChem

20 g/L Agar Difco
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Tibl

Tjoll

2.4.3 Molekularbiologie
0,1MDTT

5x First Strand Puffer
Nucleotid-Mix (ANTP)

oligo(dT)1s-Primer
10x Tag-Puffer

DNA-Puffer

Farbpuffer (DNA)

10x DNase I-Puffer

TAE-Gelelektrophoresepuffer

2.4.4 Proteinbiochemie

Bicinchoninic Acid solution

Copper (I1) sulfate solution (4 %)

Entwicklerlosung fir Réntgenfilme

Fixierlosung fir Rontgenfilme
Magermilchpulver Instant

Protein G Sepharose

30 mM KAc, 100 mM RbCI, 10 mM CaCl,-2H,0,
150 mM MnCl,-4H,0, 75 ml Glyzerin auf 500 ml
(PH 5.8)

10 mM MOPS, 75 mM CacCl,-2H,0, 10 mM RbCI,
15 ml Glyzerin auf 100ml (pH 6,5)

GIBCO Invitrogen
GIBCO Invitrogen
Fermentas Life sciences
Roche, Promega

Fermentas Life sciences, Promega

50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 100 mM EDTA, 100
mM NaCl, 1 % SDS

50 % Glyzerin, 0,4 % Bromphenolblau, 0,4 %
Xylencyanol

400 mM Tris-HCI (pH 7,5), 100 mM NacCl, 60 mM
MqCl,

2 M Tris-base, 0,57 % Eisessig, 0,6 M EDTA

SIGMA (Kat.-Nr. B-9643)

SIGMA (Kat.-Nr. C-2284)

Kodak

Kodak

Saliter

Pharmacia Biotech (Kat. Nr. 17-0618-01)
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Protein-GrolRenmarker

Blocking-Puffer
Elutionspuffer (Ak-Séule)
Neutralisationspuffer
NP-40 Lysepuffer

PBS-T

Proteaseinhibitor

Proteinstandard

SDS-Elektrophoresepuffer
SDS-Lammli-Probenpuffer

TBS

TBST

Waschpuffer (Ak-Séule)
Western Blot I-Puffer
Western Blot 11-Puffer
Western Blot I11-Puffer

Fermentas (Kat.-Nr. SM0671)

TBST-L0Osung, 5 % Magermilchpulver (Saliter)

0,1 M Glycin-HCI (pH 2,7)

3 M Potassiumacetat (pH 5,5)

1 % NP-40, 125 mM NaCl, 50 mM HEPES, 1 mM
EDTA (pH 7,4), 1 Tablette Proteaseinhibitor

0,05 % Tween 20 in PBS (pH 7,4)

1 Tablette pro 50 ml Lysepuffer, Roche Diagnostics
(Kat.-Nr. 1873580)

1 mg/ml BSA in 0,15 M NaCl

SIGMA (Kat.-Nr. P-0914)

3,03 % Tris, 14,4 % Glycin, 1 % SDS

7 ml 4x TrisHCI (0,5 M Tris, 0,4 % SDS, pH 6,8),
1 g SDS, 3 ml Glyzerin, 1,2 mg Bromphenolblau,
auf 10 ml A. dest. auffullen

25 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl (pH 7,4)

TBS + 0,05 % Tween 20

20 mM NaH,PO,, 20 mM Na,HPO, (pH 7,4)

0,3 M Tris-HCI (pH 10,4), 20 % Methanol

0,025 M Tris-HCI (pH 7,4), 20 % Methanol

0,04 M Aminocapronsaure (Hexansaure), 0,025 M
Tris-HCI (pH 9,4), 20 % Methanol
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2.5 Oligonukleotide (Primer)

PRIMER SEQUENZEN 5" —» 3' SPEZIFITAT
BEZEICHNUNG
B-Aktin fw TGA CGG GGT CAC CCA CAC TGT GCC C | human B-Aktin
B-Aktin rev CTAGAAGCATTT GCG GTG GAC GAT | human B-Aktin
CD46 fw TCG ATA CAT ATGGAG CCT CCC G human CD46
CD46 rev CTAGGC CTACTTACAAGCCTCC human CD46
GAPDH fw ATG GGG AAG GTG AAG GTC GGA GTC | human GAPDH
GAPDH rev CAG CGT CAA AGG TGG AGG AGT GG human GAPDH
IDO fw GCA AAT GCA AGAACGGGACACT human IDO
IDO rev TCA GGG AGA CCAGAG CTT TCACAC human IDO
Morbilli fw ATGTTT ATG ATC ACA GCG GT universale P-Primer
Morbilli rev ATT GGG TTGCACCACTTGTC Morbilliviren
INOS fw TCC AACCTG CAG GTC TTC GAT GC human iINOS
INOS rev GGA CCA GCCAAATCCAGTCTGC human iINOS
SLAM fw CTCCTCATTGGC TGATGG ATCC SLAM (CD150)
SLAM rev TTT ATG AGC AGG TCTCCACTCC SLAM (CD150)
2.6 Zytokine

Inteferon-a. (= 1 x 10° Units/mg)
Interferon-y (= 2 x 107 Units/mg)
Interleukin-1p (1,3 x 10° Units/mg)

Tumor Nekrose Faktor-a.

(1 x 10® Units/mg)

Strathmann Biotech AG (Kat.-Nr. 9515160)
Tebu-bio (Kat.-Nr. 300-02)

Strathmann Biotec AG (Kat.-Nr. 9515173)
Strathmann Biotec AG (Kat.-Nr.9511500)



2 MATERIAL

43

2.7 Kits

ABI Sequencing

EcL™

GenElute Mammalian total RNA Kit
Mycoplasmen PCR Detektion Kit
Ready-To-Go PCR beads

Rneasy Mini Kit

Mouse Mab isotyping test
QIAprep® Spin Miniprep Kit

QuikChange® Il site-direcetd Mutagenese

2.8 Enzyme

Alkalische Phosphatase
Restriktionsendonukleasen

DNase | (RNase-frei)

Proteinase K

SuperScriptll RNase H RTranskriptase
Taq DNA-Polymerase

T4 Ligase

2.9 Chemikalien

Acrylamid 4K-L6sung (30 %)
Agarose (Elektrophorese Grad)
Ammoniumacetat
Ammoniumpersulfat (Elektrophorese)

Ammoniumsulfat

Perkin-Elmer (Kat.-Nr. 4303152)
Amersham (Kat.-Nr. RPN 2106)
SIGMA (Kat.-Nr. RTN-70)

Minerva biolabs (Kat.-Nr. VGM-100)
Amersham (Kat.-Nr. 27-9558-01
Qiagen (Kat.-Nr. 74104)

HyCult biotech (Kat.-Nr. L2020)
Qiagen (Kat.-Nr. 27104)

Stratagene (Kat.-Nr. 200523)

Fermentas Life sciences (Kat.-Nr. EF0511)
Fermentas Life sciences

Roche (Kat.-Nr. 776785)

SIGMA (Kat.-Nr. P6556)

GIBCO Invitrogen (Kat.-Nr. 18064-022)
Fermentas Life sciences (Kat.-Nr. EP0282)
Fermentas Life sciences (Kat.-Nr. EL0014)

AppliChem

Invitrogen (Kat.-Nr. 15510-027)
Merck

SIGMA (Kat.-Nr. A3678)
Merck
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BSA (Fraktion V)
Chloroform
4”-6-Diamidino-2-phenylindole
1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octane
4-(Dimethylamino)benzaldehyd
Dimethylsulfoxid
EDTA
Eisessig
Ethanol (absolut)
Ethidiumbromid
Formaldehyd (37 %)
Glycin
Grolienstandards

DNA-Leiter

SDS-PAGE Protein-Groéfenmarker

HEPES

Isoamylalkohol
Isopropylalkohol
L-Kynurenin Sulfat Salz
Magnesiumchlorid
B-Mercaptoethanol
Methanol

Mineralol
Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat
Natriumhydroxid
Neutralrot (pH 6,8-8,0)
NP-40 Alternative
Paraformaldehyd
Polyethylenglycol 6000
peqGOLD RNA Pure

ICN (Kat.-Nr. 160069)
AppliChem
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Molecular Probes (Kat.-Nr. D1306)

SIGMA (Kat.-Nr. D-2522)
SIGMA (Kat.-Nr. D2004)
Roth

SIGMA

Baker

AppliChem

SIGMA

Roth

AppliChem

Fermentas Life sciences
Fermentas Life sciences
SIGMA

AppliChem

AppliChem

SIGMA (Kat.-Nr. K3750)
SIGMA

SIGMA

Merck

SIGMA

Merck

AppliChem

SIGMA

Merck

SIGMA

Calbiochem (Kat.-Nr. 492016)
Merck

Merck

peglLab
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Protein G Sepharose
Salzséure 32 %
Sukrose

TEMED
Trichloressigsaure
Tris-Base

Triton X-100
L-Tryptophan
Tween 20

2.10 Verbrauchsmaterialien

Pharmacia

Baker

SIGMA

SIGMA

Merck (Kat.-Nr. 1.00810.0250)
Roth

SIGMA

Merck (Kat.-Nr. 1.08396.0100)
SIGMA (Kat.-Nr. P-1379)

Steriles Einwegmaterial fur die Zellkultur (Gewebekulturflaschen, Platten), fur die

Molekularbiologie (Reaktionsgefalie) und fir die allgemeine Laborarbeit wurde von den

Firmen Eppendorf, Greiner, Nalge Nunc und Sarstedt geliefert.

Dialyseschlauche
Einmalhandschuhe
Einmalkandlen
Einmalkivetten
Kammerobjekttrager
Nitrozellulosemembran
Parafilm
Pasteurpipetten
Pipettenspitzen
Rollflasche fur Gewebekultur
Rontgenfilme

Spritzen

Sterilfilter
Whatmanpapier 3MM
Zentrifugenrdhrchen

Serva
Kimberly-Clark, Roth
Dispomed

Eppendorf

LabTek

Schleicher & Schuell
Roth

Nalge Nunc
Eppendorf, Roth

BD Biosciences

Fuji Photo Film
Primo, BD Biosciences
Millipore

BioRad

Kontron
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2.11 Gerate

Agarose-Gelelektrophoresekammer
Analysewaage

Autoklav

Bakterienschuttler

Binokular

BioPhotometer

Brutschrénke

DurchfluBzytometer (FACScan)

Fluoreszenzmikroskop mit Digitalkamera

Glasplatten, Spacer, Kdmme
Hamozytometer (Z&hlkammer)
Halbtrockenblottingapparatur
Heizblock

Kihl- und Gefrierschrank
Kryo-Einfrierbox Qualifreeze
Lab-Tek I Chamber Slide
Mikropipetten

Mikroskop

Mikrowellengerat

Netzgerate

PCR-Maschinen

pH-Meter

Rotoren JA10, JA20
SDS-Gelelektrophoresekammer
Sterilwerkbank

Tiefkuhltruhe (-80 °C)
Tischzentrifugen
Ultrazentrifugen
Ultrazentrifugenréhrchen (Polyallomer)

Institutswerkstatt
Sartorius

MM, Minchen
Certomat, Braun
Olympus

Eppendorf

Heraeus
Becton-Dickinson
Aristoplan, Leitz
BioRad, Institutswerkstatt
Neubauer
Institutswerkstatt
Eppendorf

Siemens

QUALILAB®

Nalge Nunc

Eppendorf, Socorex
Labowert FS, Leitz
Panasonic

Consort

Perkin Elmer, Eppendorf
HANNA instruments
Beckmann
Institutswerkstatt

Gelaire

REVCO

Heraeus, Eppendorf
Sorvall, DuPont Industries
Beckman
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Vortexer
Waage
Woasserbad

Zentrifugen

Bender & Hobein
Bosch
Kottermann
Hettich
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3 Methoden

3.1 Zellbiologische Methoden

3.1.1 Passagieren von Zellen

Die Zellen werden in Zellkulturflaschen mit einer Wachstumsflache von 75 cm? bis zur
Konfluenz routinemaRig geziichtet. Beim Passagieren wird das Nahrmedium abge-
saugt, die Zellen einmal mit einer 37 °C warmen ATV-L&sung gewaschen und mit 1 ml
ATV-L6sung im Brutschrank bei 37 °C solange inkubiert, bis sich die Zellen abldsen.
Danach werden die Zellen in 5 bis 10 ml Medium aufgenommen, 5 Minuten mit 1.200
rpm bei RT zentrifugiert und im Medium resuspendiert. Je nach Art der Zellinie werden
die Zellen entsprechend in 10 bis 15 ml Medium aufgenommen und in den benétigten

Kulturflaschen ausgesat.

3.1.2 Zellkultur adhéarenter Zellen

Adhérente Zellen (Standardzellinien wie HeLa- oder Vero-Zellen) werden in Zellkultur-
flaschen mit einer Wachstumsflache von 75 cm? ausgesét und mit NaHCOs-gepufferten
MEM mit 5 % FKS, Antibiotikum (Penicillin/Streptomycin) und 200 mM L-Glutamin
im 37 °C-Brutschrank unter 5 % CO,-Begasung liegend kultiviert. Nach Erreichen
konfluenter Monolayer werden die Zellen im Verhaltnis 1:10 auf neue Flaschen verteilt.
Zur Kultivierung von adhdarenten B95a-Zellen dient NaHCOs-gepuffertes RPMI mit
10 % FKS, Antibiotikum (Penicillin/Streptomycin) und 200 mM L-Glutamin als

Nahrmedium.
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3.1.3 Zellkultur von Suspensionszellen

Suspensionszellen (Standardzellinien wie BJAB-Zellen oder Jurkat-Zellen) werden in
Zellkulturflaschen mit einer Wachstumsflache von 75 cm? verteilt und mit NaHCOs-
gepufferten RPMI mit 10 % FKS, Antibiotikum (Penicillin/Streptomycin) und 200 mM
L-Glutamin im 37 °C-Brutschrank unter 5 % CO,-Begasung kultiviert.

Dicht bewachsene Kulturflaschen werden im Verhdltnis 1:5 auf neue Flaschen
passagiert, indem die Suspensionszellen 5 Minuten bei 1.200 rpm zentrifugiert und das

Zellpellet in ein entsprechend neues Medium aufgenommen wird.

3.1.4 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Die Zellen werden abgel6st, im entsprechenden Medium resuspendiert und fir
10 Minuten mit 1.200 rpm bei 4 °C zentrifugiert. AnschlieRend wird das Zellpellet im
kalten Einfriermedium (FKS mit 10 % DMSO) resuspendiert. Die Zelldichte sollte etwa
10° Zellen pro ml Medium entsprechen. Diese Zellsuspension wird auf vorgekiihlte und
vor allem beschriftete (Zelltyp, Passage, Datum und Besitzer) Kryoréhrchen verteilt und
sofort in eine Qualifreeze Kryo-Einfrierbox (QUALILAB®) gegeben. Diese Kryo-
Einfrierbox mit einer Abkuhlrate von 1 °C pro Minute wird Uber Nacht auf —-80 °C
gekihlt. Am nachsten Tag werden die Kryordhrchen in flussigem Stickstoff gelagert.
Beim Auftauen wird die gefrorene Zellsuspension rasch in einem geheizten Wasserbad
(37 °C) aufgetaut und anschlieBend in einen zehnfachen Uberschuss Medium Gberfiihrt,
um das DMSO zu verdinnen. Durch eine nachfolgende 10-minutige Zentrifugation bei
1.200 rpm und 4 °C wird das Zellpellet im 37 °C-Medium aufgenommen und in eine
Zellkulturflasche mit einer Wachstumsflache von 25 cm? tiberfiihrt. Die Zellen werden
im 37 °C-Brutschrank UN kultiviert und am nachsten Tag wird das Medium durch
frisches ersetzt, um tote Zellen im Uberstand zu entfernen.
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3.1.5 Mykoplasmentest

Um bei der Kultivierung der Zellinien und der Primé&rzellkulturen eine Kontamination
durch Mykoplasmen - dabei handelt es sich um zellwandlose, parasitare Bakterien - zu
vermeiden, sollte regelméaRig ein Mykoplasmentest durchgefiihrt werden. Daflr werden
die zu prufenden Zellkulturen in das entsprechende Kulturmedium ohne Antibiotikum
uberfuhrt und fur drei Tage kultiviert. Der Mykoplasmennachweis erfolgt mit einem
Mykoplasmen PCR Detektion-Kit (VenorGeM®, minerva biolabs). 100 pl des
Zellkulturtiberstandes wird als Probenmaterial verwendet. Dieser wird im Heizblock fur
5 Minuten bei 95 °C gekocht und anschlieRend fur eine Minute mit 13.000 rpm bei RT
zentrifugiert. Vom Uberstand werden 2 pl fiir den PCR-Test eingesetzt.

Die PCR-Reaktion wird wie folgt zusammenpipettiert:

5 ul  10x PCR-Puffer

5 ul  Primer-Nucleotid MIX
2 ul interne Kontrolle

1 U Taq DNA-Polymerase
— auf 48 pl A. dest. auffillen

Das PCR-Programm wird wie folgt programmiert:
1. Zyklus

94 °C 2 Minuten

55°C 2 Minuten

72 °C 2 Minuten

2.-34. Zyklus

94 °C 30 Sekunden
55°C 1 Minute
72°C 1 Minute

35. Zyklus
72 °C 4 Minuten
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Mykoplasmen kodnnen von einer Zellkultur mit einer Antibiotika-Kombinations-
behandlung vollstandig eliminiert werden, indem dem Kulturmedium zuerst BM-
Cyclinl (Pleuromutilin-Derivat, 10 pg/ml) fiir 3 Tage zugegeben und dann, nach
Mediumwechsel, BM-Cyclin2 (Tetracyclin-Derivat, 5 pg/ml) fiir 4 Tage zugesetzt wird.
Diese 7-tdgige Behandlung wird dreimal wiederholt. Um eine erfolgreiche und
dauerhafte Eliminierung Uberprufen und Uberwachen zu konnen, sollten routinemafig

PCR-Mykoplasmentests durchgefiihrt werden.

3.1.6 Beschichten der Kulturflaschen mit Gelatine

Zur Kultivierung von EZ werden die Zellkulturflaschen mit einer 0,5%igen
Gelatineldsung beschichtet. Dafuir werden 2,5 g Gelatine in 500 ml A. dest. fiir 1 Stunde
auf einem Heizruhrer bei 80 bis 100 °C geldst und dann nochmals flr 1 Stunde bei 120
°C autoklaviert. Dann werden die Zellkulturflaschen mit der Gelatinelésung 1 bis 2
Stunden bei RT beschichtet. Mit einer Pasteurpipette wird die Gelatinelésung sorgfaltig
entfernt und die Zellkulturflaschen mit PBS mehrmals gewaschen. Die Zellkultur-

flaschen kdnnen bis zur Verwendung bei 4 °C gelagert werden.

3.1.7 Bestimmen der Gesamtzellzahl und deren Lebensfahigkeit

Eine Zellsuspension und eine 0,4%ige Trypanblaulésung werden im Verhéltnis 1:1
gemischt, 5 Minuten bei RT inkubiert und 10 pl davon in ein Hamozytometer
(Neubauer Zahlkammer) pipettiert. Lebende Zellen bleiben ungeféarbt. Tote oder
geschadigte Zellen nehmen den Farbstoff auf und das Zytoplasma sowie der Kern
erscheinen blau.

Zellzahl/ml = Durchschnittliche Zahl der Zellen pro Quadrat x Verdinnungsfaktor x
10°*

Gesamtzellzahl = Zellen/ml x Ausgangsvolumen der Suspension

Lebensfahigkeit der Zellen (%) = Anzahl lebender (ungeférbter) Zellen +~ Summe aller

(gefarbter & ungefarbter) Zellen x 100 %
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3.1.8 Isolierung von HUVECs

Um mit priméren humanen Endothelzellen (EZ) experimentieren zu kénnen, mussen
diese aus der Nabelschnurvene isoliert werden. Dazu sind die Nabelschniire (Ns) in
einem Transportbehélter mit Antibiotikumhaltigen (Penicillin/Streptomycin), sterilen
PBS aus der Entbindungsstation der Universitatsklinik Wirzburg geholt und innerhalb
weniger Stunden prépariert worden. Eine Ns (ca. 30 cm Léange) wird kurz in ein
Becherglas mit Ethanol eingetaucht und dann in ein Becherglas mit PBS gelegt. Die
Enden der Ns werden hinter der abgebundenen Stelle abgeschnitten. Der Katheter der
Venenverweilkaniile (BD Bialon™, Kat.-Nr. 393 209) wird vorsichtig in die
Nabelschnurvene eingeschoben und mit einer Klammer fixiert. Mit sterilem PBS wird
die Ns durchgespult, um das Nabelschnurblut zu entfernen. Mit einer 0,05%igen
Kollagenase/PBS-L6sung (Collagenase A, Boehringer Mannheim, Kat.-Nr. 103 586)
wird das restliche PBS ausgespult und die Ns am unteren Ende abgeklemmt. Die Ns
wird dann mit der Kollagense/PBS-Losung prall gefiillt und am Katheter abgeklemmt.
Dieser wird dann vorsichtig entfernt und die Ns in einem 37 °C-Wasserbadglas fur 7
Minuten inkubiert. Anschlieend wird die Ns auf eine Glas-platte gelegt, mit Zellstoff
grob abgetupft und mit den Fingern gut durchmassiert, damit sich die EZ besser l6sen
konnen. Unterhalb einer Klemme kann im Abstand von 1 bis 2 cm eine weitere Klemme
angebracht werden und hinterher wird die Ns zwischen diesen beiden Klemmen mit
einem Skalpell durchtrennt. Dann wird die letztangebrachte Klemme gedffnet und der
Inhalt soll in ein 50 ml Réhrchen (GREINER) mit M199-Medium einlaufen. Die
Zellsuspension wird fir 10 Minuten mit 1.000 rpm bei 4 °C zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das Zellpellet wird in 5 ml M199 mit 10 % FKS und
Antibiotikum resuspendiert. Die Zellzahl wird bestimmt und anschlieflend werden ca.
10° Zellen in eine Zellkulturflasche mit einer Wachstumsflache von 25 cm? pipettiert.
Diese Zellkulturflasche sollte zuvor mit einer 0,5%igen Gelatineldsung beschichtet
werden (Siehe dazu Punkt 3.1.6). Diese EZ aus der Ns zahlen als Passage Null und

kdnnen wie unter Punkt 3.1.1 passagiert werden.
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3.2 Virologische Methoden

3.2.1 Virusvermehrung (attenuierte Masernvirusstamme)

Bei der Virusvermehrung von attenuierten Masernvirusstdammen (seed virus) werden
adhérente Vero-Zellen verwendet.

Zur Vorinfektion wird eine 80 bis 90 % konfluente Zellkulturflasche (650-750 ml, 162-
175 cm? Wachstumsflache) mit MV mit einer multiplicity of infection (MOI) von 0,01
in serumfreien Medium infiziert. Nach einer Inkubation von einer Stunde bei 37 °C
wird das Medium entfernt und die Zellen mit frischem Medium (5 % FKS) bei 33 °C
oder auch 37 °C bis zum Erreichen des maximalen cytopathischen Effekts (CPE) nach
etwa 3 bis 5 Tagen kultiviert. Um das MV isolieren zu kénnen, wird das Medium bis
auf einige ml entfernt und die Zellkulturflasche bei — 80 °C UN eingefroren. Am
nachsten Tag werden die Zellen im 4 °C-Kihlraum aufgetaut und anschliefend mit
einem Zellschaber vom Zellkulturboden abgelést. Durch vorsichtiges Auf- und
Abpipettieren kann das zellgebundene Virus freigesetzt werden. Die Zellbruchstlicke
werden durch Zentrifugation fur 15 Minuten mit 4.000 rpm bei 4 °C entfernt.

Der MV-haltige Uberstand (Inokulum) wird auf zehn 80 bis 90 % konfluente
Zellkulturflaschen (650-700 ml, 162-175 cm? Wachstumsflache) verteilt und im 37 °C-
Brutschrank fur 1 Stunde inkubiert. AnschlieRend wird das Inokulum abgenommen und
mit frischem Medium (5% FKS) ersetzt. Nach etwa 3 bis 5 Tagen wird das Medium bei
starker Synzytienbildung soweit entfernt, dass der Boden der verwendeten Zellkultur-
flaschen gerade noch bedeckt ist und anschlieBend werden diese bei —80 °C UN
eingefroren. Am nachfolgenden Tag werden die infizierten Zellen bei 4 °C aufgetaut
und mit einem Zellschaber vom Zellkulturboden abgeldst. Durch mehrmaliges Auf- und
Abpipettieren kann das zellgebundene Virus freigesetzt werden. Die Zellbruchstlicke
werden durch Zentrifugation fur 15 Minuten mit 4.000 rpm bei 4 °C entfernt.
AnschlieBend kann der Uberstand als Virusstock in beschriftete (Virusstamm, Datum,
Besitzer) Kryoréhrchen aliquotiert und bei -80 °C gelagert werden. Die
Viruskonzentration wird dann durch einen Plaque-Test auf VVero-Zellen bestimmt (siehe
Punkt 3.2.4).
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3.2.2 Virusvermehrung (Wildtyp-Masernvirusstamme)

Bei der Virusvermehrung von Wildtyp-Masernvirusstammen werden BJAB-
Suspensionszellen verwendet.

10" BJAB-Zellen werden in einem 50 ml Réhrchen (GREINER) fiir 5 Minuten mit
1.200 rpm bei RT zentrifugiert. Das Zellpellet wird mit einem Inokulum mit einer MOI
von 0,01 fir eine Stunde bei 37 °C infiziert. Dann wird der Virus-Zell-Suspension 10
ml serumfreies Medium hinzugegeben und anschlieend fir 5 Minuten mit 1.200 rpm
bei RT zentrifugiert. Das infizierte Zellpellet wird mit 50 ml Medium (10 % FKS)
versetzt und in eine Zellkulturflasche mit einer Wachstumsflache von 162-175 cm?
transferiert. Anschlielend wird die Zellkulturflasche auf ein Volumen von 100 ml mit
serumfreiem Medium aufgefullt und die Zellen bis zur maximalen Riesenzellbildung
nach drei bis funf Tagen bei 37 °C inkubiert. Dann werden die infizierten Zellen 10
Minuten mit 1.200 rpm bei 4 °C zentrifugiert. Der virushaltige Uberstand wird sodann
in eine Rollflasche fiir Gewebekultur (850 cm?) transferiert. Diese wird mit Medium (10
% FKS) auf Volumen von 300 bis 400 ml aufgefiillt. Zusatzlich werden noch 4x10’
BJAB-Zellen hinzugegeben. Die Rollflasche wird im 37 °C-Brutraum auf einer
Rollapparatur fir 24 bis 48 Stunden kultiviert. Zur Ernte des Virus werden die
infizierten Zellen fir 10 Minuten bei 4.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Das Zellpellet
wird in 10 ml serumfreiem Medium resuspendiert und bei =80 °C UN eingefroren. Am
néchsten Tag werden die Zellen im Kihlraum bei 4 °C aufgetaut und das zellgebundene
Virus durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren freigesetzt. Die Zellbruchstiicke
werden durch zwei Zentrifugationsschritte fiir 15 Minuten bei 4.000 rpm und 4 °C
entfernt. Der virushaltige Uberstand wird als Virusstock in beschriftete (Virusstamm,
Datum, Besitzer) Kryorohrchen aliquotiert und bei -80 °C gelagert. Die
Viruskonzentration wird dann anhand einer Endpunkt-Titration auf B95a-Zellen
bestimmt (siehe Punkt 3.2.6).



SMETHODEN 55

3.2.3 Ultrazentrifugation von MV-Préaparationen

Zur Gewinnung von MV-Vorraten mit relativ hohen Virustitern werden die MV-
Préparationen ultrazentrifugiert. Nach der Ausbildung starker Synzytien werden die
infizierten Zellen in einem geringen Volumen bei =80 °C UN eingefroren und am
nachsten Tag bei 4 °C aufgetaut. Zur Freisetzung des zellgebundenen MV wird das
aufgetaute Virus-Zell-Material in einen sterilen Zellhomogenisator - in der Sterilbank
auf Eis - Uberfuhrt und mit 5 bis 10 Schiiben homogenisiert, so dass das MV durch die
Scherkrafte mechanisch freigesetzt wird. Durch zwei anschlieRende Zentrifugationen
fir 15 Minuten bei 4000 rpm und 4 °C werden die Zellbruchstiicke pelletiert. Der
virushaltige Uberstand wird auf 25%ige Sukrosekissen (in PBS) in Ultrazentrifugen-
rohrchen (Polyallomer Centrifuge Tubes, Beckman) geschichtet. Die MV werden
mittels UZ fir 90 Minuten bei 26.000 rpm und 4 °C pelletiert. Das leicht durchsichtige
Viruspellet wird mit einer sterilen Spritze (Einmal-Kanile, 20Gx1 1/2*, 0,9x40), die
mit 200 bis 500 pl eiskalten PBS gefllt ist, gelockert. Die geldsten Viruspellets werden
vereinigt, anschlieend auf vorgekihlte und beschriftete Kryorohrchen verteilt und bei —
80 °C gelagert. Alle Schritte sollten auf Eis durchgefiihrt werden, um einen maoglichst

hohen infektidsen Virustiter zu erhalten.

3.2.4 Plaque-Test

Um den Virustiter als “plaque forming units“ (pfu/ml) einer Viruspraparation von MV
bestimmen zu konnen, wird ein Plaque-Test durchgefihrt. Dazu werden entweder Vero-
Zellen fir attenuierte MV-Laborstimme oder Vero-SLAM-Zellen fur Wildtyp-
masernviren auf 6-Well-Zellkulturplatten ausgesat. Die zu titrierende Virus-
Stammldsung wird in 1:10 Verdinnungsreihen mit Medium ohne FKS angesetzt und je
1 ml davon auf 80 % konfluente Zellen pipettiert. Das Medium wird nach einer
einstindigen Inkubation bei 37 °C abgezogen. AnschlieBend wird der Zellrasen mit
einem vorgewarmten (37 °C) Uberschichtungsmedium (0,75%iger Agar in 2x MEM
und MEM mit 5 % FKS) vorsichtig Uberschichtet. Die Zellen werden bis zum
Erscheinen von Synzytien bei 37 °C inkubiert. Dann wird jedes einzelne Well mit 1 ml
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0,01%igen Neutralrotlésung bedeckt und fir eine Stunde bei RT inkubiert. Die
Neutralrotlésung wird dann vorsichtig abgeschttet und die Zellkulturplatten fur 24 bis
48 Stunden im 37 °C-Brutschrank inkubiert. Abschliefend werden die weil3
erscheinenden Plaques ausgezahlt, wobei infizierte (tote) Zellen ungeférbt bleiben und
lebende Zellen den roten Farbstoff annehmen. Die Plaque-Zahl im letzten noch Plaque
enthaltenden Well gibt den reziproken Wert der infektidsen Viruspartikel in 1 ml der

eingesetzten Stammlésung wieder.

3.2.5 Virus-Klonierung

Um aus einer Virus-Stammldsung ein reines infektidses Virusisolat zu erhalten, wird
eine Plaque-Reingung durchgefihrt. Die zu reinigende Virus-Stammlésung wird in 1:10
Verdunnungsreihen in einer 6-Well-Zellkulturplatte mit semikonfluenten Vero-Zellen
ausgesat. Das Medium wird nach einer Stunde bei 37 °C abgezogen und der Zellrasen
mit dem Ubeschichtungsmedium, 0,75%iger Agar in 2x MEM und MEM mit 5 % FKS,
uberdeckt. Die Zellen werden bis zum Erscheinen von Synzytien bei 37 °C inkubiert.
GroRe Einzelplaques werden mit einer Pasteurpipette vorsichtig ausgestochen. Diese
virushaltigen Agarstiicke werden direkt in das Medium einer Zellkulturflasche (25 cm?
Wachstumsflache) mit 80 % konfluenten Vero-Zellen Uberfihrt. Die Zellkulturflasche
wird solang inkubiert bis ein vollstandiger CPE sichtbar ist. Anschlielend werden die
Zellen durch Einfrieren bei —80 °C und nachfolgendes Auftauen lysiert. Der virushaltige
Uberstand wird fir 15 Minuten bei 4.000 rpm, 4 °C zentrifugiert, um Zellbruchstiicke
zu pelletieren. Dieser kann dann in sterile, vorgekihlte und beschriftete Kryoréhrchen

aliquotiert werden.

3.2.6 Virustiter-Bestimmung durch Endpunkt-Titration

Der Virustiter von Wildtyp-MV-Stammen wird auf den adharenten B95a-Zellen
bestimmt. Fir eine Endpunkt-Titration werden B95a-Zellen und die Virus-Stamm-
I6sung in 1:4 Verdiinnungsreihen in einer 96-Well-Zellkulturplatte ausgesat. Diese wird

dann fur 5 Tage bei 37 °C inkubiert. Es wird der letzte Napf ausgewertet, in dem das
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Virus noch eine deutliche Infektion zeigt. Aus jeweils 3 Ansédtzen wird der Mittelwert

bestimmt.

3.2.7 TCIDs Test (50 % - Endpunkt-Titration)

Zur Bestimmung der TCIDso/ml werden 10° B95a-Zellen pro 100 ul RPMI (10 % FKS)
in einer 96-Well-Zellkulturplatte ausgesét. Das Medium wird nach einer Inkubation UN
abgenommen. Es wird eine Verdiinnungsreihe von 10 bis 10™ in RPMI ohne FKS
durchgefihrt, indem 900 ul Medium vorgelegt und jeweils 100 pl der Viruslésung
uberfuhrt werden. Pro Verdinnungsstufe werden acht Népfe der Zellkulturplatte mit je
100 pl versetzt. Die infizierten Zellen werden bis zum Erscheinen von Synzytien bei
37 °C inkubiert. Die Anzahl der CPE-positiven Napfe wird anhand eines Licht-
mikroskopes nach 5 Tagen bestimmt. Die TCIDso/ml und der Standardfehler wird

entsprechend den Formeln nach Spearman und Kérber berechnet.

log TCID,, = 7, +%d — de

Abbildung 3.1: Formel zur Berechnung der 50%igen Endpunkt-Titration nach Spearman und
Karber.

In der Formel steht y,-1 flir den dekadischen Logarithmus der hochsten Verdlnnungsstufe, bei
der noch ein CPE in allen N&pfen der Verdinnung zu finden ist. d steht fir den dekadischen
Logarithmus des Verdiinnungsfaktors. p entspricht dem Anteil an CPE-positiven Népfen pro
Verdiinnungsstufe. Summe p ist die Summe aller p ab der Verdiinnungsstufe x,-; und den p-
Werten aller héheren Verdiinnungen mit vorhandenem CPE. Es wird der dekadische Loga-
rithmus der Verdunnungsstufe berechnet, bei der 50 % der Zellen oder Néapfe einen CPE

aufweisen.
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3.3 Histochemische Methoden

3.3.1 Immunfluoreszenzfarbung fur die Durchflusszytometrie (FACS)

Fir die Analyse in der Durchflusszytometrie (“fluorescence-activated cell scanner®,
FACS) werden die Zellen durch Inkubation mit HBSS™-Medium und 1 mM EDTA von
der Oberflache der Zellkulturflaschen abgel6st, sorgfaltig resuspendiert und gezéhlt. Pro
Ansatz werden 1 bis 2 x 10° Zellen in ein 5 mI-FACS-Rohrchen pipettiert. Alle Zentri-
fugationsschritte werden fur 10 Minuten mit 1.200 rpm und 4 °C in einer Hettich-
Zentrifuge vollzogen. Als "FACS"-Puffer (FP) flir die Waschschritte bzw. zur
Verdinnung der Antikorper wird PBS™ mit 0,4 % BSA und 0,02 % Na-Azid (pH 7,4)
verwendet. Die Zellen werden mit den Primarantikorpern und anschlieBend mit
markierten Sekundarantikérpern in einem Volumen von 50 bis 100 pl fir 30 bis
60 Minuten bei 4 °C inkubiert. Die sekundéren Antikorper sollten im Dunkeln inkubiert
werden, um ein Ausbleichen des Fluoreszenzfarbstoffes zu verhindern.

Bei den Lebendférbungen mit Antikdrper gegen Oberflachenantigene werden die Zellen

ohne Fixierung mit dem entsprechenden Primarantikorper inkubiert und anschlielend
zweimal mit je 1 ml FP gewaschen.

Bei intrazelluldren Féarbungen erfolgt eine Gesamtfarbung mit Fixieren und

Permeabilisieren. Dazu werden die Zellen zuerst mit 200 pl 3,7 % Formaldehyd in PBS
pro FACS-Ro6hrchen kurz gevortext und fir 10 Minuten auf Eis fixiert. AnschlieRend
werden die Zellen mit 100 ul 0,25 % Triton X100 in PBS pro FACS-Réhrchen kurz
gevortext und fur 10 Minuten auf Eis permeabilisiert. Dann folgt der Blockierungs-
schritt. Dabei werden unspezifische Bindungsstellen mit 1 ml Medium mit 10 % FKS
fir 30 Minuten auf Eis oder im 4°C-Kuhlschrank UN inkubiert. Bei der intrazellularen
Farbung ist es wichtig anzumerken, dass die Primarantikdrper in PBS mit 0,25 % Triton
X100 verdunnt werden.

Nach zwei abschlielenden Waschschritten werden die Zellen in 100 pl FP resuspendiert
und mittels Durchflusszytometrie analysiert. Fur die quantitative Analyse wird ein

"Fluorescence-Activated Cell Sorter/Scanner" (FACS) mit Argonlaser (488 nm) und
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angeschlossenem Hewlett-Packard Computer mit Lysisll-Software verwendet. Bei
diesem Gerdt ist es mit Hilfe des Laserlichtes moglich, Zellen anhand morphologischer
Kriterien wie GroRe (im "forward scatter”, FSC) und Granularitat (im "side-scatter",
SSC) sowie exprimierter Antigene (nach Anfarbung mit Fluoreszenzfarbstoffen) zu
unterscheiden und mit Hilfe der Computer-Software zu analysieren.

3.3.2 Immunfluoreszenzfarbung im Lab-Tek® 11 Chamber Slide

Ca. 5 x 10* adhérente Zellen werden pro Kammer eines Lab-Tek 1l Chamber Slides (8
Well) ausgesat. Die Zellen werden ca. 12 Stunden bei 37 °C inkubiert, um eine
ausreichende Zellanhaftung zu gewahrleisten. Danach kdnnen die Zellen infiziert
werden.

Bei einer Immunfluoreszenzfarbung von EZ werden die Lab-Tek Il Chamber Slides
vorher mit einer 0,5%igen Gelatineldsung beschichtet oder es werden speziell vom
Hersteller beschichtete Lab-Tek Il Chamber Slides (Nalge Nunc, Kat.-Nr. 154941)
verwendet.

Um eine Immunfluoreszenzfarbung durchfuhren zu koénnen, wird das Nahrmedium
vorsichtig abgekippt und die Zellen mit 200 pl 3,7 % p-Formaldehyd (PFA) fir 7 bis 10
Minuten auf Eis fixiert. Wird eine intrazelluldre Farbung durchgefiihrt, missen die
Zellen anschlieend noch mit 200 pl Permeabilisationspuffer (PBS mit 0,25 % Triton
X100) fir 10 Minuten auf Eis behandelt werden. Nach dem Waschschritt mit 500
pl/Well eiskaltem PBS sollten die Zellen mit Nahrmedium (10 % FKS) fur mindestens
45 Minuten auf Eis inkubiert werden, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren.
Nach erneutem Waschen wird der 1. Antikorper in entsprechender Verdiinnung in PBS
zugegeben und eine Stunde auf Eis inkubiert. Nach zweifachem Waschen wird dann der
Sekundérantikorper (Alexa Fluor® 488 Ziege anti-Maus 1gG (H+L); 1:400 in PBS) im
4 °C-Kuhlschrank fur eine Stunde inkubiert. Nach dem Waschen kann zusatzlich noch
eine Kernfarbung mit 200 pl DAPI (1:300 in PBS) im 4 °C-Kiihlschrank fiir 4 Minuten
durchgefiihrt werden. Nach zwei anschlieBenden Waschschritten wird der Waschpuffer
sorgféltig abgesaugt. Das Lab-Tek Il Chamber Slide wird dann kurz an der Luft

getrocknet, der Kammeraufsatz entfernt und die Zellen zusammen mit wenigen Tropfen
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Einbettungsmittel (MOWIOL® 4-88) mit einem Deckglas vorsichtig abgedeckt. Um ein
Austrocknen der gefarbten Zellen zu verhindern, kann das Deckglas mit Nagellack

fixiert werden. Die Auswertung erfolgt im Fluoreszenzmikroskop.

3.3.3 Herstellung von MOWIOL® 4-88

In einem Erlenmeyerkolben werden zu 2,4 g MOWIOL® 4-88 (Calbiochem, Kat.-Nr.
475904) 6 g (4,9 ml) Glyzerin und 6 ml A. dest. unter Ruhren zugegeben. Die Lésung
wird fir 1 bis 2 Stunden bei RT inkubiert. In der Zwischenzeit werden 2,42 g Tris in 80
ml A. dest. gelost. Der pH-Wert wird mit einer HCI-MaRIosung auf 8,5 eingestellt.
AnschlieRend wird auf ein Volumen von 100 ml mit A. dest. aufgefullt. 12 ml von der
TrisHCI-L6sung werden unter Rihren zum Ansatz hinzugegeben und auf einem
Heizruhrer fur 10 bis 20 Minuten bei 50 °C geldst. Die ungeldsten Bestandteile werden
dann fir 15 Minuten mit 5.000 g bei RT abzentrifugiert und der Uberstand in ein 50 ml
Réhrchen Gberfihrt. 18 ml dieser Suspension werden mit 0,45 g DABCO gemischt und
bei 37 °C gelost. Das Eindeckungsmittel wird aliquotiert und bei —20 °C gelagert.
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3.4 Proteinspezifsche Methoden

3.4.1 Bestimmung der Proteinkonzentrationen

Zur Ermittlung der Proteinkonzentrationen von Zellysaten wird der BCA-Assay
angewendet (Smith et al., 1985; Brown et al., 1989). Dieses System beruht auf der
Reduktion von zwei- zu einwertigem Kupfer durch Proteine. Diese reagieren durch das
Vorhandensein von Bicinchoninsdure in der Reaktionsldsung zu violetten Komplexen,
deren maximale Adsorption bei 562 nm liegt. Die Adsorption ist direkt proportional zur
Proteinkonzentration.

Bei diesem Test werden 5 pl der zu bestimmenden Proteinldsung mit 1 ml einer 1:50
Verdinnung von Kupfer (I1)-Sulfat in Bicinchoninséure versetzt, gevortext und fir 30
Minuten im 37 °C-Wasserbad inkubiert. Nach kurzem Abkuhlen des Reaktionsansatzes
wird dieser mit dem BCA-Programm im BioPhotometer bei einer Messwellenlange von

562 nm vermessen und die Proteinkonzentration abgelesen.

3.4.2 Herstellung von Zellysaten

Um ein Zellysat herstellen zu kénnen, werden ca. 107 Zellen fiir 5 Minuten mit 1.200
rpm bei 4 °C pelletiert. Das Zellpellet wird zweimal mit 0.5 =1 ml eiskaltem PBS ohne
Ca**/Mg* in der Eppendorf-Mikrozentrifuge fir 5 Minuten mit 1.200 rpm bei 4 °C
gewaschen und anschlieRend mit ca. 500 pl NP-40-Lysispuffer fur 30 Minuten auf Eis
lysiert. Dann werden die Zellkerne fur 30 Minuten mit 13.000 rpm bei 4 °C
abzentrifugiert. Der Uberstand wird in ein neues beschriftetes (Zelltyp, Datum)

Eppendorf-GefaR tberfuhrt und bei —80 °C gelagert.
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3.4.3 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)
Proteine konnen nach ihrer molekularen Masse anhand von (dis)kontinuierlichen 7 bis
14%igen Polyacrylamidgelen elektrophoretisch aufgetrennt werden. Als Standardgele

wurden 10%ige Gele verwendet.

Fir ein 10%iges groRes TRENNGEL.:

Acrylamid/Bisacrylamid (30 %) 10,6 ml
1,5 M Tris-HCI (pH 8,9) 8 ml
A. dest. 129 mi
20 % SDS 160
TEMED 10 pl
10 % APS 280 pl

Die Trenngel-L6sung wird moglichst blasenfrei auf ca. 4 bis 5 cm unter die Kanten der
Glasplatten einer entsprechenden Elektrophoresekammer eingegossen, vorsichtig mit A.
dest.-geséttigtem Butanol Uberschichtet und fur 0,5 bis 1 Stunde bei RT polymerisiert.
Hinterher wird das Butanol griindlich abgenommen und das Trenngel mit Sammelgel

Uberschichtet.

Fur das SAMMELGEL:

Acrylamid/Bisacrylamid (30 %) 1,3 ml
1 M Tris-HCI (pH 6,8) 1,25 ml
A. dest. 6 ml
20 % SDS 50
TEMED 10
10 % APS 100

In das noch flussige Sammelgel wird ein Kamm vorsichtig eingesetzt und das Gel fir
30 Minuten bei RT polymerisiert. Die Elektrophoresekammer wird mit 1x Proteingel-
Laufpuffer aufgefillt und der Kamm entfernt. Die somit entstandenen Auftragstaschen

werden vor Beladung der Proteinproben mit Proteingel-Laufpuffer sorgféltig
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ausgespult. Danach werden die Proteinproben mit 1/6-Volumen SDS-Lammli-
Probenpuffer (mit oder ohne B-Merkaptoethanol) versetzt und 5 Minuten bei 95 °C
aufgekocht. Die Proteinproben sowie ein entsprechender Protein-GroRenmarker werden
in die Geltaschen geladen. Die Elektrophorese erfolgte fur etwa 5 Stunden bei 30 bis 40
mA.

3.4.4 Western-Blot

Die Western-Blot-Methode nach Towbin et al., 1979, dient als Nachweis einzelner
Proteine mittels spezifischer Antikdrper aus einem Proteingemisch. Dazu werden die
durch die PAGE aufgetrennten Proteine aus dem Polyacrylamidgel auf eine
Nitrocellulose- oder PVDF-Membran Ubertragen, wobei das Proteinmuster und die
Immunaktivitat der Proteine erhalten bleiben. Die Ubertragung der Proteine erfolgt
mittels einer semitrockenen Blottingapparatur, indem ein Stromfluss zwischen Anode

und Kathode angelegt wird.

Der Aufbau der Transfereinheit sieht wie folgt aus:

K AT H O D E (oben)
vier 3aMM-Papiere, getrankt mit WB 111

Polyacrylamidgel, &quilibriert in WB 11
|

Nitrozellulosemembran, aquilibriert in WB 11

zwei 3MM-Papiere, getrankt mit WB 11
drei 3MM-Papiere, getrankt mit WB |
AN O D E (unten)

Beim Aufbau der Blotting-Einheit ist darauf zu achten, dass alle Schichten
luftblasenfrei aufeinander liegen. Diese konnen durch Ausrollen einer Glaspipette
entfernt werden. Der Transfer der Proteine vom Gel auf die Nitrozellulose- oder PVDF-

Transfermembran erfolgt innerhalb einer Stunde bei einer Stromstarke von 100 mA.
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Der gleichmaRige und auch erfolgreiche Transfer der Proteine auf die Transfermembran
kann durch die Ubertragung eines vorgefarbten Protein-GroRenmarkers uberpriift
werden. AulRerdem kann der Transfer auch nach der Detektion der Proteine im ECL-
System durch eine Nachfarbung der Membran in einer Coomassie-Blauldsung
kontrolliert werden.

Nach dem Proteintransfer werden die unspezifischen Proteinbindungsstellen auf der
Transfermembran mit 10 bis 20 ml (je nach GelgréBe) Blockingpuffer (Ca®*/Mg** freies
PBS mit 10 % Magermilchpulver) auf einem Schdittler 1 Stunde bei RT oder bei 4 °C
UN blockiert. Der Proteinnachweis auf der Transfermembran erfolgt mittels
spezifischer Antikorper. Der Erstantikdrper wird mit Blockingpuffer verdiinnt und auf
einem Schittler 1 Stunde bei RT inkubiert. Anschliefend wird die Transfermembran
einmal fur 10 Minuten und dreimal fir 5 Minuten mit PBST bei RT gewaschen. Dann
folgt eine 45-minutige Inkubation der Transfermembran mit einem Peroxidase-
gekoppelten Zweitantikdrper. Nach erneutem Waschen wird die Transfermembran kurz
an der Luft getrocknet. Anhand eines ECL™-Systems werden die Proteine
nachgewiesen. Dabei setzt die Meerrettichperoxidase (HRP) ein Substrat um, das auf
einem Rontgenfilm die spezifisch markierten Proteinbanden Uber eine Freisetzung von

Photonen schwarzt.

3.4.5 Biotinylierung von Zelloberflachenproteinen

Pro Ansatz werden 10° adhérente Zellen einmal mit PBS (Ca®*/Mg?*) gewaschen. Zur
Biotinylierung der Oberflachenproteine werden die Zellen mit je 5 ml des Membran-
impermeablen Sulfo-NHS-Biotins mit einer Konzentration von 0,5 mg Biotin pro ml
auf einen Schiittler eine Stunde lang bei 4 °C inkubiert. AnschlieBend werden die Zellen
mit PBS (Ca**/Mg®") dreimal gewaschen, um das nicht gebundene Biotin zu entfernen.
Danach wird ein Zellysat hergestellt (Siehe dazu Punkt 3.4.2). Die Detektion von Biotin
erfolgt Uber POX-gekoppeltes Strepavidin mit anschliefender Entwicklung mit dem
ECL™-System.
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3.4.6 Reinigung von monoklonalen Antikdrpern

Hybridom-Zellkulturen werden in Zellkulturflaschen mit einer Wachstumsflédche von 25
bis 75 cm? (stehend oder auch liegend) bei 37 °C kultiviert. Die Zellkulturiiberstinde
von Antikorpern produzierenden Hybridom-Zellkulturen werden (ber einen langeren
Zeitraum gesammelt und bei 4 °C gelagert. Wird ein Uberstandsvolumen von
mindestens 500 ml erreicht, werden die Ak-haltigen Uberstande fiir 15 Minuten mit
6.000 rpm bei 4 °C abzentrifugiert, um Zellbruchstiicke zu entfernen. AnschlieRend
wird der Ak-haltige Uberstand mit einem Sterilfilter (0,22 um PorengroRe) filtriert, um
kleinste Partikel zu entfernen, die ansonsten spater die Ak-bindende Saule verstopfen
konnten. Die Ak-haltigen Uberstidnde werden dann Gber eine Protein G-Saule gepumpt.
Die Immunglobuline binden an das Protein G und werden so aus dem Uberstand
entfernt. Uber die Saule wird dann ein Waschpuffer A gepumpt und anschlieRend
werden die gebundenen Ak mit einem sauren Elutionspuffer (pH-Wert 2,7) von der
Sdule eluiert. Dabei werden diese in Rohrchen mit je 500 pl vorgelegter basischer 1 M
Tris-Losung (pH-Wert 8,9) aufgefangen und sofort gemischt, um den sauren pH-Wert
sogleich neutralisieren zu kénnen. UN wird gegen finf Liter PBS dialysiert. Die so
gereinigten Ak werden portioniert und bei —20 °C gelagert.

Die zurechtgeschnittenen Dialyseschlauche werden in A. dest. mit 1 mM EDTA 30
Minuten lang gekocht und in frisches A. dest. Uberflhrt, autoklaviert und im
Kihlschrank bei 4 °C gelagert.

3.4.7 Messung der IDO-AKktivitat

Der biochemische Nachweis der intrazelluldren Indolamin 2,3-Dioxygenase-Aktivitat
erfolgt durch die Ermittlung der Kynureninkonzentration im Uberstand aktivierter
Zellen. Dieser Nachweis beruht auf den Abbau der essentiellen Aminoséure L-
Tryptophan zu N-Formylkynurenin bzw. zu Kynurenin. Die Konzentration an
Kynurenin kann durch Zusatz von Ehrlich-Reagenz, 4-(Dimethylamino)benzaldehyd,

photometerisch nachgewiesen werden und ist direkt proportional zur IDO-Aktivitét.
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3x10” Zellen pro Well werden in einer 96-Well-Zellkulturplatte ausgesat. Diese Zellen
werden mit verschiedenen Konzentrationen an IFN-y im 37 °C-Brutschrank 3 Tage lang
stimuliert. Zusétzlich werden dem Medium (IMDM mit 5 % FKS) noch 100 pg/ml L-
Tryptophan zugesetzt. Dann werden jedem Well 160 pl Uberstand abgenommen und in
eine 96-Well-Platte mit Spitzkonus (GREINER) transferiert. Nach Zugabe von 10
ul/Napf 30%iger Trichloressigsaure werden die Platten in einem 50 °C-Wasserbad fur
30 Minuten inkubiert, um N-Formylkynurenin zu hydrolysieren. Anschlie3end wird die
Platte fir 10 Minuten mit 1.800 rpm bei RT zentrifugiert. 100 pl Uberstand pro Well
werden auf eine 96-Napf-Platte mit Flachboden Ubertragen. Zur Bestimmung des
Kynureningehaltes werden 100 pl/Napf von frisch angesetztem Ehrlich-Reagenz in
Essigsaure zugegeben. Die Konzentration an Kynurenin, optisch auch an einem
gelblichen Farbumschlag erkennbar, wird bei einer Wellenlange von 492 nm gemessen.

Die unstimulierten Zellen dienen als Negativkontrolle.
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3.5 Molekularbiologische Methoden

3.5.1 Herstellung kompetenter Bakterien

Aus einer Dauerkultur wird der E. coli-Stamm DH5a oder der E.coli-Stamm XL10
Gold auf einer LB-Agar-Platte ausgestrichen. Mit einer Einzelkolonie dieser
Kulturplatte werden 10 ml LB-Medium als Vorkultur angeimpft und im Schittler bei
37 °C UN inkubiert. 1 ml dieser Ubernachtkultur wird zusammen mit 100 ml LB-
Medium in einen Erlenmeyerkolben pipettiert. Dieser wird in einem Schttler (150 —
200 rpm/Minute) fur 2 bis 3 Stunden bei 37 °C inkubiert. Die Bakteriendichte wird
regelmaRig kontrolliert, um das Bakterienwachstum in der logarithmischen Phase zu
erfassen. Die Inkubation der Kultur wird bei einer Optischen Dichte (ODgg) von 0,2 -
0,3 eingestellt. AnschlieBend wird die Bakteriensuspension 5 Minuten auf Eis gekuhlt
und fir 10 Minuten mit 2.500 rpm bei 4 °C zentrifugiert. Das Bakterienpellet wird in
40 ml Tjbl-Puffer resuspendiert und fur 10 Minuten mit 3.000 rpm bei 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wird dekantiert und dem Bakterienpellet werden 4 ml
Tjbll-Puffer zugegeben, gevortext und fir 15 Minuten auf Eis inkubiert. Die
Bakterienlosung wird anschlielRend in sterile Kryordhrchen aliquotiert und bei —80 °C
oder im fliissigem Stickstoff eingefroren.

3.5.2 Transformation kompetenter Bakterien

50 pl kompetente Bakterien werden mit 1 pl Plasmid-DNA (10 pg/pl) in einem
vorgekuhlten Eppendorf-Gefal? 30 Minuten auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock
von 2 Minuten im Wasserbad bei 42 °C wird die Reaktion fur 5 Minuten auf Eis
abgekuhlt und nach Zugabe von 950 ul LB-Medium (ohne Antibiotikum) fiir 1 Stunde
im 37 °C-Schiittler inkubiert. Dann werden 50 ul der Bakterienkultur auf eine LB-Platte
ohne Antibiotikum, die als Kontrollplatte dient, verteilt. Weitere 50 pl werden auf einer
LB-Platte mit Antibiotikum (entsprechend dem Resistenzgen) ausplattiert. Die
Agarplatten werden im Bakterienbrutschrank bei 37 °C UN inkubiert. Am nachsten Tag
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werden 3 bis 4 Einzelkolonien von der Platte mit Antibiotikum gepickt und in 3 ml LB-
Medium mit Antibiotikum fir 6 Stunden oder UN im Schittler inkubiert. Diese
Bakterienkultur wird dann fir eine Mini-Plasmid-Praparation verwendet. Die Agar-
platten werden mit Parafilm gegen das Austrocknen verschlossen. Diese konnen fir
mehrere Wochen im 4 °C-Kuhlraum aufbewahrt werden.

3.5.3 Isolation extrachromosomaler DNA aus Bakterien (Mini-

Plasmid-Praparation)

Zur Isolation extrachromosomaler DNA aus Bakterien wird der QIAprep® Spin
MiniprepKit verwendet. Nach dem QIAprep Spin Miniprep Kit Protokoll (fur
Mikrozentrifugen) kénnnen bis zu 20 pg Plasmid-DNA (“high copy*) von einer 1 bis 5
ml Ubernachtkultur in LB-Medium gereinigt werden.

Zur Préparation wird eine Bakterienkultur in 5 ml LB-Medium mit Antibiotikum (100
pug/ml Ampicillin) angesetzt. Bei einer ODggo Von ca. 0,8 werden die Zellen 10 Minuten
mit 4.000 rpm bei 4 °C zentrifugiert und das Bakterienpellet in 250 ul gekuhlten
Resuspensionspuffer P1 (+ RNase A) aufgenommen. Zur Lyse der Bakterien wird 250
ul Lysepuffer P2 zugegeben, vorsichtig 4 bis 6 mal invertiert und dann 350 pl
Neutralisationspuffer N3 zugegeben. Die Lésung wird nach mehrmaligen Invertieren
fir 10 Minuten mit 13.000 rpm (17.900 x g) in der Eppendorf-Mikrozentrifuge
zentrifugiert. AnschlieBend wird die Suspension auf die QlAprep® Spin Saule geladen
und fur 1 Minute bei 13.000 rpm zentrifugiert. Der Durchfluss “flow-through* wird
entfernt und die Sdule mit 750 ul Puffer PE mit einer 1-mindtigen Zentrifugation bei
13.000 rpm gewaschen. Der Durchfluss wird erneut entfernt und die Sdule nochmals
zentrifugiert, um die Reste des Waschpuffers ganzlich zu entfernen. Die Sdule wird in
ein neues Eppendorf-Gefal gegeben und mit 50 ul Elutionspuffer EB (10 mM Tris-Cl,
pH 8,5) versetzt. Nach einer 1-minitigen Inkubation bei RT wird die Plasmid-DNA
durch eine Zentrifugation fir 2 Minuten mit 13.000 rpm eluiert.
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3.5.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Bestimmung der Konzentrationen von DNA und RNA erfolgt mittels eines
BioPhotometers (Eppendorf). Die Nukleinsduren werden in A. dest. verdinnt und in
Quarzglaskiivetten oder UVetten® (Eppendorf) pipettiert. Die direkte Messung der
Optischen Dichte (Extinktion) erfolgt bei einer Wellenldnge von 260 nm unter der

Annahme folgender Methodenfaktoren:

1 Ezp0 = 40 pg RNA/mlI
1 Ezg0= 37 pug SSDNA/mI
1 E260=50 pug dsDNA/ml

Eine Verunreinigung der Nukleinsdureldsungen durch Proteine kann durch Messung der
Extinktion bei 280 nm festgestellt werden. Der Quotient aus der Extinktion bei 260 nm
und der Extinktion bei 280 nm (E2s0/E2s0) kann als Qualitatskontrolle verwendet werden
und gibt zugleich den Reinheitsgrad der Nukleinsdauren wieder. Reine RNA-
Préparationen weisen einen Quotienten von 2,0 und reine DNA-Praparationen einen von
1,8-2,0 auf.

3.5.5 Plasmid Restriktion

Die Restriktion bzw. der Verdau von Plasmiden (Vektoren) erfolgt mittels
Restriktionsendonukleasen, die wahrend 1 bis 3 Stunden im Heizblock (37 °C) an
gezielten Erkennungssequenzen, in der Regel vier bis acht Basenpaare DNA, schneiden.
Restriktionsenzyme werden aus Bakterien gewonnen und dienen dort der Abwehr bzw.
Restriktion von Bakteriophagen und deren Nukleinsauren. Durch den Verdau kann man
DNA-Fragmente mit genau definierten Enden schaffen. Es gibt Restriktionsenzyme, die
5°- oder 3"-Einzelstrangiiberhdnge (“sticky ends*) oder glatte, doppelstrdngige Enden

(“blunt ends*) erzeugen.
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Die Reaktion fur einen Restriktionsverdau wird folgendermalRen in einem Eppendorf-

Gefél angesetzt:

1 pg Plasmid

2 Ml Restriktionspuffer (10x)
0,5 ul Restriktionsenzym (10U/ml)
auf 20 pl mit A. dest. auffullen

3.5.6 Plasmid Dephosphorylierung

Um eine Religation des Vektors zu verhindern, wird der restriktionsverdaute Vektor
mittels einer Phosphatase, der “calf intestine phosphatase® (CIP) oder der “shrimp
alkaline phosphatase (SAP) im 37 °C-Heizblock fir 30 Minuten dephosphoryliert.

Die Reaktion, bei welcher die 5°-Phosphatgruppe von Vektoren entfernt wird, ist

folgendermalien in einem Eppendorf-Gefal angesetzt worden:

1-10 pmol restriktionsverdautes Plasmid
5 ul Reaktionspuffer (10x)

1-10 Phosphatase (1U/ul)

auf 40 pl mit A. dest. auffillen

Die Enzymaktivitat wird anschlieRend durch eine 15-mintige Inkubation bei 85 °C fur
CIP oder 65 °C fir SAP gestoppt.

3.5.7 Plasmid L.igation

Zur Ligation der kohésiven Enden eines Genfragments und des dephosphorylierten
Vektors werden Vektor und Fragment im molaren Verhéltnis von 1:3 oder 1:5
eingesetzt. Als Enzym ist die T4-DNA-Ligase fur die Ligation von DNA Fragmenten

besonders empfehlenswert, weil dadurch sowohl komplementare “blunt ends* als auch
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“sticky ends* ligiert werden kénnen. Die Ligationen konnen bei 14 °C UN oder 1 bis 4
Stunden bei RT (20-25 °C) durchgefuhrt werden.

Ein Standard-Ligationsansatz besteht aus folgenden Komponenten:

3 pl Vektor-DNA (60 fmol)

9 ul Insert-DNA (20 fmol)

4 ul T4-DNA-Ligationspuffer (5x)
3 pl T4-DNA-Ligase (1U/ul)

1 pl ddHO

3.5.8 DNA und RNA Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese dient zur Kontrolle von DNA- und RNA-Préaparationen und zur
Dokumentation von PCR-Amplifikationen. Die Agarose-Gelelektrophorese nach
Sambrook et al. 1989, ist eine Methode zur Trennung geladener Molekdle in einem
elektrischen Feld aufgrund ihrer Grofe und der damit im Gel verbundenen
unterschiedlichen Laufgeschwindigkeiten. Kleinere Fragmente der negativ geladenen
DNA wandern in einer elektrisch neutralen Gelmatrix (Agarose) schneller in Richtung
Anode als groRere Fragmente.

Agarose wird als Pulver in Konzentrationen von 0,5 — 2 % in 1x TAE-Puffer in der
Mikrowelle dreimal aufgekocht, bis eine klare Losung entsteht. Nach Abkuhlen auf ca.
50 °C und Zugabe einer Ethidiumbromidlésung (Endkonzentration von 1 pg/ml) wird
die Agarose-Ldsung in einen Geltrager gegossen und ein entsprechender Kamm zur
Erzeugung der Auftragstaschen eingesetzt. Nach Polymerisation des Agarosegels wird
der Geltrager in die Elektrophoreseapparatur mit Elektrophorese-Puffer (1x TAE)
eingesetzt und der Kamm aus dem Gel gezogen. Das Gel wird mit den DNA-Proben,
die zuvor mit 1/10 Volumen Farbpuffer versehen werden, beladen. Nach dem
Elektrophoreselauf bei 1,2 \V/cm? werden die entsprechend ihrer GroRe aufgetrennten
DNA-Molekiile im Transilluminator unter UV-Licht sichtbar gemacht und fotografiert.
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3.5.9 Reverse Transkription

Bei der Reversen Transkription wird die isolierte RNA mittels Oligo-(dT)12.1s-Primer,
die sich an das polyadenylierte Ende der messenger RNAs anlagern, und dem Enzym
Reverse Transkriptase (SuperScript-II™) in einzelstrdngige komplementdre DNA
(cDNA) umgeschrieben. Die stabile cDNA wird dann als Matrize fur die Polymerase-
Ketten-Reaktion (PCR) genutzt.

Der Reaktionsansatz fir die cDNA-Synthese setzt sich aus folgenden Komponenten

zusammen und wird in RNAse-freie PCR-Gefale (0,5 ml) pipettiert:

1 ul Oligo-(dT)12-18-Primer (500 pg/ml)
1 ul ddNTP Mix (0,5 mM je NTP)
1ng-5ug Gesamt-RNA
auf 12 pl mit DEPC-H,0 auffillen

Diese Ansatz wird fir 5 Minuten bei 65 °C zur Denaturierung bzw. Trennung des
Einzelstranges erhitzt und dann auf Eis abgeklhlt. Darauf werden folgende

Komponenten zugefiigt:

4 pl  RT-Puffer (5x)
2 pl Dithiothreitol (DTT) (0,1 M)
1 ul RNase OUT Recombinant Ribonuclease Inhibitor (40 U/ml)

Der Reaktionsansatz wird dann gemischt, kurz abzentrifugiert und fur 2 Minuten bei 42
°C inkubiert. Dann wird 1 pl der Reversen Transkriptase (SuperScript-11™) zugeftigt,
gut resuspendiert und fir 50 Minuten bei 42 °C inkubiert. Das Enzym kann durch
Erhitzen auf 70 °C flr 15 Minuten inaktiviert werden. Die cDNA kann bei —20 °C oder
— 80 °C gelagert werden.
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3.5.10 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die 10olymerase-Ketten-Reaktion (“polymerase chain reaction®, PCR) ist eine in vitro-
Technik, die vom Nobelpreistrager Kary Mullis im Jahre 1985 entwickelt wurde (Saiki
et al., 1985). Mit dieser Methode kann man gezielt DNA-Abschnitte, die von zwei
bekannten DNA-Sequenzen eingerahmt werden, amplifizieren bzw. vervielfaltigen. Die
PCR ist ein zyklisches Verfahren, bei dem sich in jeder neuen Runde die Anzahl der
DNA-Kopien mittels DNA-Polymerasen verdoppelt. Durch Erhitzen bzw. Denaturieren
werden die DNA-Stréange der Ziel-DNA getrennt und durch anschlieBendes Kihlen der
Reaktion kénnen sich die Primer spezifisch an die Zielsequenz anlagern (“annealing*).
Bei den Primer handelt es sich um kurze, einzelstrdngige, chemisch synthetisierte DNA-
Molekiile, die komplementér zu den Enden einer definierten Sequenz der DNA-Matrize
sind. Die DNA-Polymerase verlangert unter den entsprechenden Reaktionsbedingungen
und in Gegenwart von Desoxynukleosidtriphosphaten (ddNTPs) die Primer entlang der
einzelstrangigen denaturierten DNA-Matrize. Dadurch werden neue komplementare
DNA-Strange synthetisiert. In der Regel werden diese Zyklen 20 bis 40 mal wiederholt
und die Kopienzahl 1&Rt sich nach Abschluf? der Reaktion nach folgender Gleichung
(2"-2n)x berechnen. Die PCR-Produkte bzw. Amplikons enthalten an ihren Enden die
Oligonukleotidsequenzen der Primer, die man sich bei der nachfolgenden
Sequenzierung der DNA-Stiicke zu Nutze machen kann.

Ein allgemeiner PCR-Zyklus sieht wie folgt aus:

Start-Denaturierung 95 °C 2 Minuten
Denaturierung 95 °C 1 Minuten
Annealing X °C 1 Minuten 20-40 Zyklen
Extension 72 °C Y Minuten
End-Extension 72 °C 7 Minuten

Beim Annealing-Schritt richtet sich die Temperatur nach der Schmelztemperatur der
Primer und der Stringenz der PCR. Die Dauer des Extension-Schrittes entscheidet die
Lange des zu amplifizierenden DNA-Fragmentes. Als Richtwert gilt 1 Minute pro
1000 bp an DNA.
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Der Reaktionsansatz fiir die PCR enthalt folgende Komponenten:

0,1-1 ug cDNA
5 ul Tag-Puffer (10x)
5 pul  dNTP-Mix
2,5 ul - MgCl; (25 mM)
50 pM 5" (forward) Primer
50 pM 3 (reverse) Primer
0,5 ul  Tag-Polymerase (5 U/ul)
auf 50 pl mit A. dest. auffullen

Es konnen auch PCR-Beads (puReTaq Ready-To-Go, Amersham Biosciences) fur die
PCR-Reaktion verwendet werden. Diese bei RT stabilen Kiigelchen enthalten
Stabilisatoren, Bovines Serum Albumin, dATP, dCTP, dGTP, dTTP, 2,5 Units puReTaq
DNA Polymerase und Reaktionspuffer. Wenn das PCR-Bead in einem Endvolumen von
25 ul ddH,0O geldst wird, liegen die dNTPs in einer Konzentration von 200 mM in 10
mM Tris-HCI, (pH 9,0 bei RT), 50 mM KCI und 1,5 mM MgCl; vor.

Folgender Ansatz wird in einem Eppendorf-Gefall zusammenpipettiert:

2 pl  cDNA aus der Reversen Transkription
X ul 5 (forward) Primer (5-25 pmol)
Y ul 3 (reverse) Primer (5-25 pmol)

auf 25 pl mit A. dest. auffullen

+ PCR-Bead

Die Ansatze werden gemischt, kurz abzentrifugiert und, falls erforderlich, bei
Benutzung einem PCR-Cycler ohne beheizbaren Deckel mit einem Tropfen Mineral6l

Uberschichtet.
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3.5.11 DNA-Sequenzierung

Zur Sequenzierung von DNA-Fragmenten werden DNA-Molekile in einem zyklischen
Prozess denaturiert, so dass ein Sequenzierprimer daran binden kann. Dieser gebildete
DNA-Primer-Doppelstrang wird dann durch DNA-Polymerasen verlangert. Diese Art
der Sequenzierung beruht auf dem Prinzip der Kettenabbruch-Reaktion (Sanger et al.,
1977), wobei fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleotide zum Kettenabbruch fiihren.

Fiir den Sequenzieransatz wird der BigDye-Mix (BigDye™ Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit, PE Applied Biosystem, Weiterstadt) verwendet. Die

Wahl des Sequenzierprimers (SegPrimer) richtete sich nach der DNA-Matrize.

Ein Sequenzieransatz wird in DNAse und RNAse freien PCR-Gefalen (0,2 ml, 8-fach)
wie folgt zusammenpipettiert:

1 ul BDT

1 pl SeqgPrimer (5 pmol/pl)

1 ul  Sequenzierpuffer (2,5x)

2 ul DNA-Matrize*

* Wird als DNA-Matrize eine Plasmid-DNA verwendet, dann sollten 50 ng/ul
eingesetzt werden. Wird hingegen ein PCR-Produkt als Matrize genommen, dann
sollten 5 fmol/pl benutzt werden.

Der Ansatz wird gevortext, kurz abzentrifugiert und in einen Thermocycler mit

folgenden Sequenzier-PCR-Programm gegeben.

25 Zyklen

95°C 30 Sekunden
50 °C 15 Sekunden
60 °C 4 Minuten

Nach der PCR-Amplifikation kann der Sequenzieransatz noch aufgereinigt werden,
indem dieser auf 100 pl mit A. dest. aufgefillt wird. Die DNA wird mit 10 pl 3 M
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Natriumacetat (pH 5,2) und 250 pl 100 % Ethanol (RT) und einem
Zentrifugationsschritt fir 20 Minuten mit 13.000 rpm bei RT gefallt. Das Pellet wird
zweimal mit 70 % Ethanol bei RT gewaschen. AnschlieBend wird dieses kurz an der
Luft getrocknet und in 25 pl Hi-Di-Formamid mehrmals resuspendiert. Dann wird der
Sequenzieransatz elektrophoretisch in einem denaturierenden Polyacrylamidgel
aufgetrennt. Die unterschiedlichen Fluorophore, die eine spezifische Base darstellen,
werden durch einen Laser angeregt. Dadurch wird die Emissionsstrahlung detektiert und
die Sequenzinformation mittels eines entsprechenden Software-Programmes ermittelt.
Die Elektrophorese und die Ubertragung der Sequenzierdaten erfolgt in einem
Sequenzierautomat ABI PrismTM377 (PE Applied Biosystem, Weiterstadt).

3.5.12 In vitro-Mutagenese

Bei der in-vitro Mutagenese wurde der QuikChange® Il site-directed Mutagenese Kit
(Stratagene) verwendet. Bei dieser Technik kdnnen Punktmutationen und einzelne oder
mehrere Aminoséauren in einer Zielsequenz eines doppelstrangigen Plasmids eingesetzt
oder entfernt werden. Komplementére Primer, welche die Mutation enthalten, werden in
einem Denaturierungszyklus an die Zielsequenz angeheftet und die PfuUltra™ HF
(*high fidelity*) DNA-Polymerase synthetisiert die neue mutierte Sequenz.
AnschlieBend verdaut die Endonuklease Dpnl (Zielsequenz: 5- Gm°ATC- 3°) die
Ausgangs-DNA-Matrize, so dass die mutierte Sequenz Ubrigbleibt.

Zuerst missen optimale Primer, welche die gewinschte Mutation(en) enthalten,
gefunden werden. Dazu wurde von der Firma Stratagene ein spezielles Design Software
Programm (http://labtools.stratagene.com/QC) entwickelt, um mittels einer beliebigen
Sequenz optimale mutagene Oligonukleotide zu konstruieren. Optimale Primer

enthalten 25 bis 45 Basen und weisen eine Schmelztemperatur (Ty,) von > 78 °C auf.
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4 Ergebnisse

4.1 Nachweis von Mykoplasmen

Mykoplasmen sind zellwandlose Bakterien, die in der Zellkulturforschung ein haufiges
Problem darstellen. Die Kontamination einer Zellkultur mit Mykoplasmen ist visuell
oder lichtmikroskopisch nicht zu erkennen, aber sie andert die Stoffwechselparameter
der Zellen nachhaltig (Langdon, 2004). Eine hochsensitive und meist zuverlassige

Methode ist die Uberpriifung einer Mykoplasmeninfektion per PCR.

bp 1 2 3 4 5 6 7

400 e

300 e o — . -
200 -:(-‘:b-zd

100

Abbildung 4.1: Mykoplasmen PCR.

Die Zellen wurden ohne Antibiotikum 3 Tage lang kultiviert. Anschlielend wurden jeweils 100
ul des Uberstandes fir 5 Minuten bei 95°C aufgekocht und die Mykoplasmen per PCR
nachgewiesen. 10 pl des PCR-Produktes von CHO-Zellen (Gelspur 1), CHO-SLAM (Gelspur
2), CHO-CD46 (Gelspur 3), HBMECs, p18 (Gelspur 4) und HUVECs, pl (Gelspur 5) wurden
auf ein 1,5%iges Agarose-Gel aufgetragen. Gelspur 6 stellt die positive Kontrolle bei 270 bp
dar. Gelspur 7 weist die interne Kontrolle als Negativkontrolle auf. M steht fur die 100 bp-DNA

Gene Ruler™ Leiter.

In der Abbildung 4.1 kann man erkennen, dass nur die Zellinie CHO-CD46 mit
Mykoplasmen kontaminiert ist, da die obere Bande in der Gelspur 3 der positiven

Kontrolle in der Gelspur 6 mit einer Lange von 270 bp entspricht. Alle tbrigen Zellen,
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besonders die Gehirn-Endothelzellinie (HBMEC) mit der Passage 18 und die frisch
isolierten primaren EZ aus der Nabelschnurvene (HUVECS) mit der Passage 1, weisen

keine Kontamination mit Mykoplasmen auf.

4.2 Nachweis von bekannten Masernrezeptoren

4.2.1 Nachweis von hCD46- und hCD150-Transkripten in EZ

MV-Vakzine benutzen CD46 und CD150 als Rezeptor. MV-Wildtypstdmme hingegen
gelangen nur Gber CD150 in die Wirtszelle (Tatsuo et al., 2001; Dhiman et al., 2004).
Daher wurde zuerst anhand einer RT-PCR getestet, ob humane EZ (HBMECs und
HUVECs) die MV-Rezeptoren (CD46 und CD150) als Transkriptionsprodukt

exprimieren.
bp 1 2 3
==
[ = Se—
—
2000 s

1000
S B s 935 bp hCD46-Fragment

!
i

750

oy
750
500 445 bp hCD150-Fragment

250

S e s hB-Aktin-Fragment

Abbildung 4.2: Humane CD46 (MCP)- und humane CD150 (SLAM)-

spezifische mRNA Expression.
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Mittels RT-PCR wurden von BJAB-Zellen (Gelspur 1), HBMECs (Gelspur 2) und HUVECs
(Gelspur 3) ein 935 bp groBes CD46-Fragment und ein 445 bp grofes CD150-Fragment
amplifiziert. Als RT-PCR Kontrolle diente ein 3-Aktin-Amplikon.

In der Abbildung 4.2 konnte das humane CD46 (MCP) mit spezifischen Primerpaaren
als 935 bp Fragment in den EZ amplifiziert werden. Als Kontrolle diente die humane B-
Zellinie BJAB, die das humane CD46 konstitutiv exprimiert. Ferner konnte das humane
CD150 (SLAM) mit spezifischen Primerpaaren als 445 bp Fragment weder in den
humanen Gehirnendothelzellen (HBMECs) noch in den EZ aus der Nabelschnurvene
(HUVECSs) amplifiziert werden. In der humanen B-Zellinie BJAB hingegen wird das
humane SLAM konstitutiv exprimiert. Als RT-PCR Kontrolle wurde zusétzlich noch

ein B-Aktin-Fragment amplifiziert.

4.2.2 Nachweis von hCD46- und hCD150-Protein in EZ

Um eine mogliche Interaktion von MV H-Proteinen mit den EZ festzustellen, wurde
anhand der Western-Blot-Methode getestet, ob die MV-Rezeptoren (CD46 und CD150)
als Translationsprodukt exprimiert werden. Durch eine Expression der Rezeptoren kann
eine Rezeptorvermittelte Aufnahme der MV erfolgen.

In Abbildung 4.3 wurde anhand der Western-Blot-Methode unter nicht reduzierenden
Bedingungen, d.h. ohne B-Merkaptoethanol (B-ME), die CD46-Expression detektiert.
Man erkennt bei der EBV-transformierten B-Zellinie B95a keine CD46-Expression,
weil diese eine verkurzte Form ohne CCP/SCR1 exprimiert. Der verwendete
monoklonale Antikérper aCD46 (13/42, 1gG1l) bindet namlich an die erste
extrazellulare Domane (CCP/SCR1) des CD46-Proteins (Buchholz et al., 1997;
Schneider-Schaulies et al., 1995 a,b). Die humane B-Zellinie BJAB, die
Endothelzellinie HBMEC, die primaren EZ HUVECs und die Lungen-Epithelzellinie
Ab549 zeigen eine deutliche Proteinexpression des CD46-Molekiils. CD46 zeigt bei der
B-Zellinie BJAB ein hoheres Molekulargewicht als bei den Endothelzellen (HBMECs
und HUVEGCS) und der Epithelzellinie A549 auf.
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Abbildung 4.3: Humane CD46 (MCP)-spezifische Proteinexpression.

Mittels Western-Blot wurde das humane CD46 in der EBV-transformierten Krallenaffen-
Zellinie B95a (Gelspur 1), der humanen B-Zellinie BJAB (Gelspur 2), HBMECs (Gelspur 3),
HUVECs (Gelspur 4) und der Lungen-Epithelzellinie A549 (Gelspur 5) nachgewiesen. Als
Ladekontrolle wurde zusatzlich B-Aktin detektiert. M steht fiir Bench Mark™ Prestained

Protein Leiter.
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Abbildung 4.4: Humane CD150 (SLAM)-spezifische Proteinexpression.

Mittels Western-Blot wurde das humane CD150 auf der Affenzellinie B95a (Gelspur 1) und auf
den humanen HBMECs nachgewiesen (Gelspur 2). M steht fiir Bench Mark™ Prestained

Protein Leiter.
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In Abbildung 4.4 wurde anhand der Western-Blot-Methode unter nicht reduzierenden
Bedingungen die SLAM Proteinexpression detektiert. Man erkennt bei der EBV-
transformierten B-Zellinie eine eindeutige SLAM-Expression. Der verwendete
monoklonale Antikdrper aSLAM (5C6, 1gG1) (Erlenhoefer et al., 2001) erkennt kein
SLAM auf den humanen mikrovaskul&ren Gehirnendothelzellen (HBMECS).

4.2.3 Induzierbarkeit von SLAM

SLAM kann auf Proteinebene in primdren Monozyten durch Phytohdamagglutinin
(PHA) (8,8%), bakterielles Lipopolysaccharid (LPS) (6,5%), UV-inaktiviertes MV
(UV-MV) (12,2%) und infektioses MV (6,3%) induziert werden (Minagawa et al.,
2001). Dendritische Zellen (DZ) exprimieren SLAM nach CD40-Aktivierung (Polacino
et al., 1996). Ferner zeigen reife DZ eine SLAM-Expression sowohl als Transkript als
auch auf der Zelloberflache. Letztere kann zusétzlich durch Interleukin-1p verstarkt
werden (Kruse et al., 2001). Daher lag es nahe festzustellen, ob aktivierte humane EZ

SLAM exprimieren.

bp 1 2 3 4 5 M 6 7 8 9 10
500
400 hSLAM-FG

b B ] hp-Aktin-FG

0 Abbildung 4.5: Detektion der SLAM mRNA-Expression mittels RT-PCR.

Gesamt-RNA wurde aus HBMECs (Gelspur 1), die mit TNF-o (20 ng/ml; Gelspur 2), GM-CSF
(100 U/ml; Gelspur 3), LPS (1 pg/ml; Gelspur 4), IFN-o (10 ng/ml; Gelspur 5), LPS (1 ng/ml;
Gelspur 6), IFN-y (1 ng/ml; Gelspur 7), UV-MV (TC5679 vom 25.06.1998; 2,7x10" pfu/ml;
Gelspur 8) und PamCSK (2,5 pg/ml; Gelspur 9) stimuliert wurden, extrahiert und eine RT-PCR
mit SLAM-spezifischen Primerpaaren durchgefiihrt. Gelspur 10 stellt ein SLAM-spezifisches
PCR-Produkt aus BJAB-Zellen als positive Kontrolle dar. Zusatzlich wurde ein p-Aktin-
Fragment als Kontrolle fir die RT-PCR amplifiziert. M steht fiir die 100 bp-DNA Gene Ruler™

Leiter.
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Die Abbildung 4.5 zeigt, dass humane mikrovaskuldare EZ (HBMECs) durch die
Behandlung mit Granulozyten-Makrophagen Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF),
Interferon (IFN)-a,, IFN-y, LPS, Pam 3 CysSerLys 4 (PamCSK), Tumornekrosefaktor
(TNF)-o und mit UV-MV nicht zur SLAM-Expression stimuliert werden kénnen.

4.3 Infektion priméarer EZ mit MV

Masernviren konnen wahrend akuter und persistenter Infektionen Endothelzellen der
Haut, des Gehirns und anderer Organe infizieren (Cosby & Brankin, 1995). Deshalb
wurden primére Endothelzellen aus der Nabelschnurvene (HUVEC) mit dem MV-

Impfstamm Edmonston und mit verschiedenen Wildtypmasernvirusisolaten infiziert.

4.3.1 MV-H Expression auf EZ

Um eine Infektion primarer EZ durch MV feststellen zu kénnen, wurden HUVECs mit
den Masernvirusstammen (Edm, W4797, Wii5679 und WTFb) mit einer MOI = 0,1
infiziert. Nach 40 Stunden wurden die Zellen abgelést und fir die Durchfluss-

zytometrie (FACS) verwendet.
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Medium  Vero mock Edm BJAB mock Wu4797 Wi5679 WTFb

% MV-H Expression

Abbildung 4.6: MV-H Oberflachenexpression auf HUVECs.
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HUVECs wurden mit den MV Edm, Wi4797, Wi5679 und WTFb mit einer MOI = 0,1 fur 40
Stunden infiziert. Anschlieend wurde mittels FACS das Oberflachenglykoprotein H der MV
mit dem Antikérper K4 (1:100) geférbt. Als Mock Kontrolle wurden Vero mock und BJAB
mock verwendet. Als negative Kontrolle wurden uninfizierte Zellen verwendet (Medium). Die
Signale fiir die Fluoreszenzintensitat der Edm-infizierten Zellen wurden als 100% genommen.

Die Werte entsprechen dem Mittelwert von drei unabhéngigen Experimenten (N=3).

4.3.2 CD46-Expression auf EZ

MV binden an die Wirtszellen durch Interaktion der viralen Glykoproteine mit den
zelluléren Rezeptoren. CD46 oder auch Membran Cofaktor Protein (MCP) spielt eine
Rolle in der Komplementlyse und dient als Rezeptor flir attenuierte MV-Stamme (Dorig
et al., 1993; Naniche et al., 1993a,b). Um eine Modulation von CD46 auf EZ feststellen
zu koénnen, wurden HUVECs mit den Masernvirusstammen (Edm, Wu4797, W(5679
und WTFb) infiziert. Nach 40 Stunden wurden die Zellen abgel6st und eine

Immunfluoreszenzfarbung fir die Durchflusszytometrie (FACS) durchgefuhrt.

120

100 ~
80
60
40 ~
20 ~

Medium  Vero mock Edm BJAB mock Wi4797 WIi5679 WTFb
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Abbildung 4.7: CD46 Oberflachenexpression auf HUVECs.

HUVECs wurden mit den MV Edm, Wi4797, Wi5679 und WTFb mit einer MOI = 0,1 fiir 40
Stunden infiziert. Anschliefend wurde eine CD46-Oberflachenfarbung mit dem Antikorper

13/42 (1:100) durchgefihrt. Als zusatzliche Kontrollen wurden Vero mock und BJAB mock



4 ERGEBNISSE 84

verwendet. Als negative Kontrolle wurden CHO-Zellen verwendet (CHO). Die Signale fur die
Fluoreszenzintensitit der HUVEC-Zellen (Medium) wurden als 100% genommen. Die Werte

entsprechen dem Mittelwert von drei unabhéngigen Experimenten (N=3).

In der Abbildung 4.6 wurde anhand der FACS-Analyse die Infektion der HUVECs mit
den verschiedenen MV-Stammen dargestellt. Als Parameter flr die Infektion diente die
Detektion des viralen Oberflachenglykoproteins Hamagglutinin (H) der MV. An der
Hohe der Balken erkennt man eine deutliche H-Proteinexpression bei den MV-
Stdmmen Edm (100%) und W4797 (40%). Die H-Proteinexpression bei den Stdmmen
Wu5679 und WTFb ist mit der Kontrolle BJAB mock vergleichbar.

In der Abbildung 4.7 wurde anhand der FACS-Analyse die Expression von CD46 auf
der Oberflache der HUVECs detektiert. Als negative Kontrolle wurde die
Hamsterepithelzellinie CHO (CHO-K1, Ovar) verwendet, da diese kein humanes CD46
auf der Oberflache exprimiert. An der Hohe der Balken lasst sich veranschaulichen,
dass HUVECs eine deutliche CD46-Expression auf deren Oberflache aufweisen
(100%). Hinzu lasst sich eine deutliche Downregulation des CD46-Proteins von der
Oberflache der Edm-infizierten HUVECs erkennen (50%). Die MV-Wildtypstamme
Wu4797, Wi5679 und WTFb zeigen keine nennenswerte Modulation des CD46-

Proteins.
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4.4 |FN-Effekte bei MV

Typ I- und Typ ll-Interferone spielen aufgrund ihrer vielfaltigen biologischen Aktivitat
eine groRe Rolle in der viralen Abwehr des Immunsystems (Malmgaard, 2004).

4.4.1 Wirkung von IFN auf MV-Impfstamme in EZ

Die Replikation der MV-Impfstimme wird durch die Typ I-Interferone gehemmt (Wu
& Shiro, 1984; Crespi et al., 1986). Nach einer akuten MV-Infektion und nach einer
MV-Impfung ist die Konzentration des Typ ll-Interferons (IFN-y) im Serum erhoht
(Okada et al., 2001; Ovsyannikova et al., 2003). Deswegen wurde untersucht, ob IFN-y

auch die MV-Replikation in vitro hemmen kann.

Medium IFN-o. IFN-y

Abbildung 4.8: Wirkung von IFN-a und IFN-y auf die MV-Replikation.

HBMECs wurden mit MV-Edm (MOI =1) infiziert und mit Medium (A), IFN-a (100 U/ml; B)
und IFN-y (100 U/ml; C) behandelt. Nach 4 Tagen wurde die Anzahl der Plaques (siehe Pfeile)

mit einer Neutralrotfarbung ermittelt.

Die Verwendung der Neutralrotfarbung in der Zellkultur zeigt an, ob die Zellen intakte
Lysosomen besitzen. Uninfizierte lebende Zellen nehmen den roten Farbstoff auf.
Infizierte Zellen dagegen bleiben ungeféarbt und erscheinen optisch als Plaque (Laude et
al., 1978). In der Abbildung 4.8 erkennt man zahlreiche Plagues bei den unbehandelten
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EZ. Die Anzahl und die GrolRe der Plaques sind fur die quantitative Auswertung
entscheidend. Diese nehmen bei der IFN-o-Stimulation der MV-infizierten EZ ab.
Werden MV-infizierte EZ mit IFN-y inkubiert, nimmt die Plaquebildung auch deutlich
ab.

4.4.2 Wirkung von IFN auf MV-Wildtypstamme in EZ

Typ I-Interferone zeigen eine antivirale Wirkung gegentber attenuierten MV-Stdmmen.
MV-Wildtypisolate hingegen haben die Fahigkeit dieser entgegenzuwirken, indem sie
sowohl die Induktion von Interferon unterdricken als auch die induzierten
intrazellularen VVorgénge blockieren kdnnen (Naniche et al., 2000). In der Abbildung
4.8 konnte gezeigt werden, dass sowohl IFN-a als auch IFN-y die Plaquebildung von
MV-Impfstdmmen hemmen kdnnen. Deshalb stellte sich die Frage, ob IFN-a als auch
IFN-y die Vermehrung von Wildtyp-MV hemmen kdnnen. Die Immunfluoreszenzbilder
in der Abbildung 4.9 auf der nachsten Seite zeigen, dass sowohl der MV-Impfstamm
Edm als auch der Wildtypstamm W4797 sich in den mikrovaskul&ren Gehirnendothel-
zellen (HBMECSs) ohne Zusétze vermehren kdnnen (A und D). Obwonhl diese Zellen nur
CD46 als Masernrezeptor auf der Oberflache exprimieren, kann man MV N-Proteine
von Wildtyp-MV mittels der Immunfluoreszenz-Methode detektieren (Andres et al.,
2003). Behandelt man HBMECs, die mit MV-Edm infiziert sind, mit IFN-a sieht man
eine deutliche Abnahme der Virusausbreitung (B). Aber die Syncytienbildung des
Wildtyp-MV Wi4797 scheint in Anwesenheit von IFN-a nicht gehemmt zu werden
(E). Im Gegensatz dazu zeigt eine Behandlung der EZ mit IFN-y eine deutliche
Reduktion der Synzytienbildung der MV-Stamme (C und F). Am deutlichsten erkennt
man die antivirale Wirkung von IFN-y sowohl bei MV-Impfstamm als auch MV-

Wildtypstamm in den Ausschnitten der Bilder C und F.
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Abbildung 4.9: Detektion der Wirkung von IFN auf die MV-Ausbreitung in EZ mittels

der Immunfluoreszenz-Methode.

HBMECs wurden mit dem Impfstamm MV-Edm (A-C) und mit dem MV-Wildtypstamm
Wi4797 (D-F) mit einer MOI = 0,1 in Ab- und Anwesenheit von IFN-a (500 U/ml) und IFN-y
(500 U/ml) infiziert. Infizierte HBMECs wurden nach 48 Stunden fixiert und anschlieBend
permeabilisiert. Die viralen N-Proteine wurden mit dem monoklonalen Erst-Ak (F227) und mit
dem Alexa Fluor 488-konjugierten Sekundar-Ak geférbt (griine Farbung). Zellkerne zeigen eine

blaue Farbung (DAPI). Die Ausschnitte stellen eine funffache VergroRerung dar.
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4.4.3 Wirkung von IFN bei infizierten B-Lymphozyten

Es wurde die Wirkung von IFN auf die humane B-Zellinie BJAB getestet. Die
Abbildung 4.10 zeigt, dass die Behandlung der humanen B-Zellinie (BJAB) mit
Interferonen (IFN-o und IFN-y; je 500 U/ml) den Phé&notyp der Zellen nicht verandert
(A-C). Infiziert man diese CD46/CD150-positiven B-Lymphozyten mit MV, so sieht
man eine deutliche Synzytienbildung (D und G). Werden diese Zellen jedoch in
Anwesenheit von IFN-a mit dem MV-Impfstamm Edm infiziert, wird die
Synzytienbildung deutlich gehemmt (E). Hingegen hemmt IFN-a nicht die Bildung von
Synzytien bei dem MV-Wildtypstamm W4797 (H). Das Typ Il-Interferon zeigt keine
Wirkung auf die Virusausbreitung und auf die Synzytienbildung bei Impf- und Wildtyp-
MV (F und I).

Abbildung 4.10: Detektion der MV-Ausbreitung in der humanen B-Zellinie (BJAB)

anhand von Phasenkontrastbildern.
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BJAB wurden mit dem Impfstamm MV-Edm (D-F) und mit dem Wildtypstamm W4797 (G-I)
mit einer MOI = 0,1 in Abwesenheit und Anwesenheit von IFN-a (500 U/ml) und IFN-y (500

U/ml) infiziert. Die uninfizierten Zellen mit entsprechender Behandlung sind in A-C dargestelit.

4.4.4 Wirkung von IFN auf die MV-Titer

In den Punkten 4.4.2 und 4.4.3 wurde mittels Immunfluoreszenz-Methode und
Phasenkontrastbildern der unterschiedliche antivirale Effekt von IFN-o und IFN-y
sowohl in HBMECs als auch in BJAB-Zellen gezeigt. Diese Methoden ergaben eine
qualitative Aussage. Um nun quantitativ relevante Messwerte zu erhalten, wurden
HBMECs und BJAB-Zellen mit MV (Edm, W4797) infiziert und nach 3 Tagen
Postinfektion wurden die Virustiter ermittelt.

A | B

| Inokulum | Inokulum |

| Medium | | Medium |

| IFN-a | | IFN-a |

| IFN-y | | IFN-y |

Z;. 1‘0 1(;0 10‘00 10000 100‘000 100(‘)000 2‘[ 1‘0 l(;O 10‘00 10000 100‘000 1006000

[
»

Virustiter (pfu/ml)

Abbildung 4.11: Effekt von IFN-a und IFN-y auf die Replikation von
MV-Edm (A) und MV-W4797 (B) in HBMECs.

HBMECs wurden mit dem MV-Edm (A) oder mit dem MV-W4797 (B) mit einer MOl = 0,1 in
Ab- und Anwesenheit von IFN-a (500 U/ml) und IFN-y (500 U/ml) infiziert. Nach 3 Tagen
wurde die Menge an neu gebildeten Viren (zellgebundenes und zellfreies Virus zusammen)
anhand eines Plaquetests ermittelt. Als Inokulum wurden 5x 10* pfu/ml je Virus verwendet
(N=3, P <0,001).
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Die absoluten Werte fiir die Titration des MV-Edm in HBMECs waren 9,0 x 10° + 1,4 x
10° in unbehandelten Zellen, 9,2 x 10* + 1,1 x 10* in der Anwesenheit von IFN-a und
5,7 x 10 + 1,1 x 10* in Anwesenheit von IFN-y. Die absoluten Werte fiir die Titration
des MV-Wii4797 in HBMECs waren hingegen 1,2 x 10° + 0,1 x 10° in unbehandelten
Zellen, 1,1 x 10° + 0,1 x 10° in der Anwesenheit von IFN-a. und 3,6 x 10* + 0,6 x 10%in
Anwesenheit von IFN-y. Aus diesen Werten kann man ablesen, dass die Replikation des
MV-Edm sowohl durch IFN-o als auch durch IFN-y deutlich gehemmt wird. Die
Replikation des MV-W(i4797 wird nur durch IFN-y inhibiert.

C 7 D

| Inokulum | Inokulum

| Medium | | Medium |

| IFN-a | | IFN-a |

| IFN-y | | IFN-y |
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»
»
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Abbildung 4.12: Effekt von IFN-a und IFN-y auf die Replikation von
MV-Edm (C) und MV-W4797 (D) in BJAB-Zellen.

BJAB-Zellen wurden mit dem MV-Edm (A) oder mit dem MV-W4797 (B) mit einer MOI =
0,1 in Ab- und Anwesenheit von IFN-a (500 U/ml) und IFN-y (500 U/ml) infiziert. Nach 3
Tagen wurde die Menge an neu gebildeten Viren (zellgebundenes und zellfreies Virus
zusammen) anhand eines Plaquetests ermittelt. Als Inokulum wurden 10* pfu/ml je Virus
verwendet (N=3, P <0,001).

Die absoluten Werte fiir die Titration des MV-Edm in BJAB-Zellen waren 9,9 x 10° +
0,1 x 10° in unbehandelten Zellen, 2,9 x 10° + 1,9 x 10° in der Anwesenheit von IFN-a
und 8,7 x 10°> £ 0,3 x 10° in Anwesenheit von IFN-y. Die absoluten Werte fiir die
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Titration des MV-W{i4797 in HBMECs waren hingegen 1,3 x 10° + 0,1 x 10’ in
unbehandelten Zellen, 8,7 x 10* + 0,4 x 10% in der Anwesenheit von IFN-a, und 9,7 x
10* + 1,1 x 10* in Anwesenheit von IFN-y. Aus diesen Werten kann man ablesen, dass

nur IFN-a die Titer von MV-Edm in BJAB-Zellen reduziert.

4.4.5 Antivirale Wirkung von IFN

Die antivirale Wirkung von Interferonen wurde in verschiedenen Zellen analysiert. Es
wurde die Lungen-Epithelzellinie A549, die humanen primdren EZ aus der
Nabelschnurvene (HUVECS), die mikrovaskuldre Gehirn-Endothelzellinie (HBMEC)
und die Neuroblastoma-Zellinie IMR-32 verwendet. Diese Zellen wurden mit MV-Edm
in Ab- und Anwesenheit von IFN-a und IFN-y infiziert und neu gebildete MV anhand
eines Plaque-Assays ermittelt.

A =10 B='"
:.;10 "6.10
81051 31091
B B
£104] £10°]
A549 HUVEC
103 ; 10 A —
0 2 3 4 5 0o 1 2 3 4 5
Zeitraum (Tag) Zeitraum (Tag)
~ 107 D =107
C§106~ §5106-
e =
2105 2105
7] @
5104- 5104-
HBMEC IMR-32
103 T T T T T 103 T T T T T
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Zeitraum (Tag) Zeitraum (Tag)

Abbildung 4.13: Effekt von IFN-a und IFN-y auf die MV-Replikation in

unterschiedlichen Zelltypen mittels eines Plague-Assays.
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Die Lungen-Epithelzellinie A549 (A), die humanen primdren EZ aus der Nabelschnurvene,
HUVECs (B), die Gehirnendothelzellinie, HBMECs (C) und die Neuroblastoma-Zellinie IMR-
32 (D) wurden mit dem MV-Edm mit einer MOI = 1 in Ab- und Anwesenheit von IFN-o (100
U/ml) und IFN-y (100 U/ml) infiziert. Nach 1 bis 5 Tagen wurde die Menge an neu gebildeten
Viren (zellgebundenes und zellfreies Virus zusammen) anhand eines Plaquetests ermittelt. Der
Verlauf der Virustiter der Mediumkontrolle (offene Kreise), der IFN-a- behandelten (offene
Quadrate) und der IFN-y-behandelten (offene Dreiecke) Zellen sind dargestellt. Die Inhibition
der Virusreplikation durch IFN-y ist statistisch gesehen hoch signifikant mit P < 0,001 (B,C)
und P < 0,005 (D).

Wie man in der Abbildung 4.13 erkennen kann, hat weder IFN-o noch IFN-y in der
Neuroblastoma-Zellinie IMR-32 irgendeinen Einfluss auf die MV-Replikation (D).
Hingegen induzieren sowohl IFN-a als auch IFN-y in der Lungen-Epithelzellinie A549
(A), in der Gehirn-Endothelzellinie (HBMEC) (C) und in den primaren EZ aus der
Nabelschnurvene den HUVECs (D) einen antiviralen Effekt. Speziell in den A549-
Zellen und HUVECs zeigt IFN-y einen starken inhibitorischen Effekt, indem die
Virustiter bis 100 fach reduziert werden. In den HBMECs wurde die MV-Replikation

bis zu 1 log-Stufe verringert.
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4.4.6 Vorbehandlung mit IFN

Um die Zeitdauer der Induktion des antiviralen Effekts zu analysieren, wurden die
Zellen 24 Stunden vor der Infektion mit IFN behandelt. Zusétzlich als Kontrolle wurden
die Zellen noch mit dem Tumornekrosefaktor (TNF)-o (100 U/ml) vor der Infektion
inkubiert.

Abbildung 4.14: Effekt der IFN-y-
100 Vorbehandlung.
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In der Abbildung 4.14 ist die Vorbehandlung der Zellen (A549 und HBMECSs) mit IFN-
a, IFN-y und TNF-a dargestellt. IFN-o als Typ I-Interferon senkt die MV-Ausbreitung
in A549-Zellen auf ca. 50 % und in HBMECs auf 30 %, also um 70-75 %. Werden die
Zellen 24 Stunden vor der Infektion mit IFN-y behandelt, hemmt dieses Typ II-
Interferon die MV-Replikation auf ca. 5 %, also um 95 %. Gibt man IFN-y nur wahrend

der Infektionsdauer dazu, erhalt man eine Verminderung der MV-Ausbreitung auf ca.
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10 %. TNF-a hingegen induziert keinen nennenswerten antiviralen Effekt, weder 24

Stunden vor der Infektion noch wahrend der Infektionsdauer.

4.4.7 Wirkung von IFN-y auf das Zellwachstum

Es wurde untersucht, ob IFN-y eine Rolle bei der Proliferation der Zellen spielt.
Deswegen wurden die Lungen-Epithelzellinie A549 (A) und die Neuroblastoma-
Zellinie IMR-32 (B) mit verschiedenen Konzentrationen (0-1000 U/ml) an IFN-y fir 3
Tage behandelt. Jeden Tag wurden die vitalen Zellen gezéhit.

Wie man in Abbildung 4.15 erkennen kann, hat die Behandlung der Zellen mit IFN-y
keinen Einfluss auf die Neuroblastoma-Zellinie IMR-32 (B). Hingegen induziert die
IFN-y-Behandlung in der Lungen-Epithelzellinie A549 eine Verzogerung der
Proliferation. Die Wachstumsrate der Zellen verzdgert sich ab den zweiten Tag der
Behandlung.

A B

—5— 0 Units/ml
3_ —H— 100 Units/ml
—A— 1000 Units/ml

ZELLZAHL (x105)
™N

ZELLZAHL (x109)
™N

0 1 2 3 0 1 2 3
Zeitraum (Tag) Zeitraum (Tag)

Abbildung 4.15: Effekt von IFN-y auf das Zellwachstum.

A549-Zellen (A) und IMR-32-Zellen (B) wurden mit 0, 100 und 1000 U/ml IFN-y behandelt

und die Zellzahl wurde t&glich bestimmt.
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4.5 Induktion der IDO

Im Jahre 1988 legten Takikawa et al. und Ozaki et al. dar, dass das Enzym Indolamine
2,3-Dioxygenase (IDO) durch IFN-y intrazelluldr induziert werden kann. In den
folgenden Experimenen konnte erstmals gezeigt werden, dass diese Induktion in

humanen Epi- und Endothelzellen durch IL-1 verstarkt werden kann.

4.5.1 Erstellen einer Kynurenin-Standardkurve

Anhand einer Kynurenin-Standardkurve kann die IDO-Induktion quantitativ ermittelt
werden. Dafiir wird Kynurenin in Konzentrationen von 0 bis 400 pg/ml im Medium
(IMDM + 5% FKS) verdiinnt. Entsprechend nach der Methode von Déaubener et al. wird
die Optische Dichte bei 492 nm in einem Photometer ELISA Reader bestimmt
(D&ubener et al., 1994).

Abbildung 4.16: Kynurenin-Standardkurve.

OD 492 nm

0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400

KYNURENIN (ug/ml)

Die Abbildung 4.16 zeigt die Kynurenin-Standardkurve. Die Werte der Optischen
Dichte wurden auf der Y-Achse und die Konzentrationsverdinnungen auf der X-Achse

aufgetragen. AnschlieBend wurde eine lineare Trendlinie eingefugt. Dadurch kénnen die
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entsprechenden Konzentrationen abgelesen werden. Als Beispiel entspricht ein OD-

Wert von 1,5 der Kynureninkonzentration von 150 pg/ml im Zelliiberstand.

4.5.2 Superinduktion mit 1L-13

IDO kann intrazellular durch IFN-y in bestimmten Zellen induziert werden. Erstmals
konnte gezeigt werden, dass diese Induktion mit dem Zytokin IL-1p verstérkt werden
kann.

Wie man aus der Abbildung 4.17 erkennen kann, wird IDO in der Lungen-
Epithelzellinie A549 induziert. Werden diese Zellen mit einer Konzentration von 250
U/ml an IFN-y stimuliert, kann man ca. 50 pg/ml Kynurenin im Zelltberstand messen.
Bei hoheren Konzentrationen an IFN-y erreicht der Kynureninanteil eine Plateauphase.
Werden diese Zellen aber zusatzlich noch mit IL-13 (100 U/ml) versetzt, kann man
Kynureninkonzentrationen von bis zu 150 pg/ml messen. Bei der mikrovaskulédren
Endothelzellinie HBMEC erhélt man bei der am hdchsten eingesetzten Konzentration
an IFN-y eine Kynureninanteil von ca. 50 pg/ml. Erfolgt eine zusatzliche IL-1B
Behandlung, wird eine Kynreninkonzentration von ca. 120 pug/ml erreicht. Die humane
B-Zellinie BJAB und die Neuroblastoma-Zellinie IMR-32 zeigen hingegen weder in

Ab- noch in Anwesenheit von IL-1f eine IDO-Induktion.

Abbildung 4.17: Zelltypspezifische IDO-Induktion.

A549- (A), HBMECs (B), BJAB- (C) und IMR-32- (C) Zellen wurden mit einer ansteigenden
Konzentration an IFN-y (0-1000 U/ml) ohne und mit IL-1B behandelt. Die spezifische IDO-
abhéangige Bildung an N-Formyl-Kynurenin wurde anhand der Quantifizierung von Kynurenin
im Zelluberstand ermittelt. Die Kynurenin Synthese wurde nach 3 Tagen bestimmt und anhand
des Kynureninstandards in die Einheit pg/ml umgerechnet. Zusatzlich wurden die Zellen mit IL-
1B (100 U/ml) inkubiert. Die dreifachen Werte entsprechen 3 unabhdngigen Experimenten
(N=3).
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Abbildung 4.17: Zelltypspezifische IDO-Induktion.
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4.5.3 Nachweis und Steigerung der IDO-AKktivitat

Die Replikation des Herpes Simplex Virus Typ 2 (HSV-2) wird in den
Cervixcarcinoma- und in den Astrozytoma-Zellen durch IFN-y gehemmt. Dieser
antivirale Effekt wird durch die Anwesenheit des Tumornekrosefaktors TNF-a verstérkt
(Adams et al., 2004b). Daher hat sich die Frage gestellt, ob IDO auch durch das Zytokin
TNF-a induziert werden kann. Jenes wird als inaktives Vorlduferprotein synthetisiert
und durch die Metallo-proteinasen TACE (TNF-a converting enzyme) oder ADAM10
(a disintegrin and metalloproteinase) gespalten (Moss et al., 1997; Rosendahl et al.,
1997; Black, 2002). Die Effekte des TNF sind sehr breitgefdchert und reichen von
immunregulatorischen, inflammatorischen bis zu pathophysiologischen Wirkungen und
werden nach Bindung an spezifische TNF-Rezeptoren ausgeldst. Daneben ist zu
erwdhnen, dass das Zytokin TNF gemeinsam mit IL-1o und IL-1p sowie IFN-y ein

zentraler Mediator der nicht-adaptiven Immunantwort ist.

150 A

KYNURENIN (ug/ml)
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Abbildung 4.18: Messung der IDO-Aktivitat
in A549-Zellen (A) und HBMECs (B).
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A549-Zellen (A) und HBMECs (B) wurden mit einer ansteigenden Konzentration an IFN-y
(0-1000 U/ml) behandelt. Zusatzlich wurde noch IL-1p (100 U/ml; offene Kreise) oder TNF-a
(100 U/ml; offene Dreiecke) oder beides in Kombination (offene Rauten) hinzu gegeben. Die
spezifische IDO-abhédngige Bildung an N-Formyl-Kynurenin wurde anhand der Quantifizierung
von Kynurenin im Zellliberstand ermittelt. Die Kynureninsynthese wurde nach 3 Tagen
bestimmt und anhand des Kynureninstandards in die Einheit pg/ml umgerechnet. Die dreifachen

Werte entsprechen 3 unabhéngigen Experimenten (N=3).
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Abbildung 4.19: Messung der IDO-AKktivitat in
IMR-32-Zellen (C) und NT2-Zellen (D).

IMR-32 Zellen (C) und NT2-Zellen (D) wurden mit einer ansteigenden Konzentration an IFN-y
(0-1000 U/ml) behandelt. Zuséatzlich wurde noch IL-13 (100 U/ml; offene Kreise) oder TNF-a
(100 U/ml; offene Dreiecke) oder beides in Kombination (offene Rauten) hinzu gegeben. Die
spezifische IDO-abhangige Bildung an N-Formyl-Kynurenin wurde anhand der Quantifizierung

von Kynurenin im Zelliiberstand ermittelt. Die Kynureninsynthese wurde nach 3 Tagen
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bestimmt und anhand des Kynureninstandards in die Einheit pg/ml umgerechnet. Die dreifachen

Werte entsprechen 3 unabhéngigen Experimenten (N=3).

Wie man in der Abbildung 4.18 erkennen kann, l&sst sich die IDO-Aktivitat sowohl in
Epithelzellen (A) als auch in Endothelzellen (B) durch die Stimulation mit IL-1f3 oder
TNF-a oder in Kombination steigern. Hingegen lasst in Abbildung 4.19 deutlich
erkennen, dass in den IMR-32 Zellen und in den NT2-Zellen keine IDO-Aktivitét
vorhanden ist. Diese lasst sich weder durch Stimulation mit dem IL-1 noch mit

TNF-a oder in Kombination induzieren.

Zusatzlich wurden noch weitere Zellinien auf ihre IDO-Induktion nach IFN-y
Behandlung getestet. Die humane Epithelzellinie ARPE19 (Rakoczy et al., 1998) zeigte
bei 1000 U/ml IFN-y eine Kynureninkonzentration im Uberstand von ungefiahr 50
pg/ml. Wenn man die Zellen unter diesen Bedingungen noch zusétzlich mit 100 U/ml
TNF-a oder in Kombination mit TNF-o und IL-1f (je 100 U/ml) stimulierte stieg die
Kynureninkonzentration auf 100 pg/ml an. Vero-, HeLA-, THP-1-Zellen zeigten
ebenfalls eine IDO-Aktivitat auf, jedoch lagen die Kynureninkonzentrationen bei einer
Stimulation von 1000 U/ml IFN-y unter 50 pg/ml. Die T-Zellinie Jurkat und die mit MV
persistent infizierte B-Zellinie (BJAB pEdm) zeigten keine IFN-y-induzierte IDO-
Aktivitat.
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4.6 IDO im Zuge einer MV-Infektion

4.6.1 Nachweis der IDO mRNA

Da die MV-Infektion allein weder im biochemischen Assay noch auf Proteinebene die
IDO-AKktivitat bzw. das Protein selbst induzieren konnte, stellt sich die Frage, ob man
IDO als Transkript im Zuge einer Maserninfektion nachweisen kann. Dazu wurden
A549-Zellen mit MV Edm (MOI = 0,1) in Ab- und Anwesenheit von IFN-y in
ansteigenden Konzentrationen infiziert, die Gesamt-RNA nach 3 Tagen Postinfektion
isoliert und eine RT-PCR durchgefihrt.

hIDO-Fragment hiNOS-Fragment

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 M bp

—4 1000

600
500
400

Primerdimere

Abbildung 4.20: Humane IDO- und humane iNOS-spezifische mMRNA Expression.

Mittels RT-PCR wurde von A549-Zellen (Gelspuren 1, 7), MV-infizierten A549-Zellen
(Gelspuren 2, 8), MV-infizierten, mit 100 U/ml IFN-y, A549-Zellen (Gelspuren 3, 9), MV-
infizierten, mit 250 U/ml IFN-y, A549-Zellen (Gelspuren 4, 10), MV-infizierten, mit 500 U/ml
IFN-y, A549-Zellen (Gelspuren 5, 11), MV-infizierten, mit 1000 U/ml IFN-y, A549-Zellen
(Gelspuren 6, 12) ein 463 bp grofles IDO-Fragment (Gelspuren 1-6) und ein 778 bp grofles
iNOS-Fragment (Gelspuren 7-12) amplifiziert.
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Wie man in Abbildung 4.20 erkennen kann, wird IDO in den A549-Zellen nicht
konstitutiv als Transkript exprimiert. Weder die MV-Infektion noch die zusatzliche
Behandlung mit 100 U/ml IFN-y flhrt zu einer Induktion der IDO-mRNA. Erst dann,
wenn infizierte A549-Zellen mit einer Konzentration von 250 U/ml an IFN-y stimuliert
werden, detektiert man eine IDO mRNA-Expression, die sich mit zunehmender
Konzentration an IFN-y verstarkt. Hingegen kommt es in den A549-Zellen zu keiner
INOS mRNA-Expression. Auch eine MV-Infektion und eine zusatzliche Behandlung
mit IFN-y flhrt zu keiner iNOS-Induktion.

Morbillivirus-Fragment hGAPDH-Fragment
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Abbildung 4.21: Morbilliviren- und humane GAPDH-spezifische mRNA Expression.

Mittels RT-PCR wurde von Ab49-Zellen (Gelspuren 1, 7), MV-infizierten A549-Zellen
(Gelspuren 2, 8), MV-infizierten, mit 100 U/ml IFN-y, A549-Zellen (Gelspuren 3, 9), MV-
infizierten, mit 250 U/ml IFN-y, A549-Zellen (Gelspuren 4, 10), MV-infizierten, mit 500 U/ml
IFN-y, Ab49-Zellen (Gelspuren 5, 11), MV-infizierten, mit 1000 IFN-y, A549-Zellen
(Gelspuren 6, 12) ein 429 bp groBes Morbillivirus-spezifisches Fragment (Gelspuren 1-6) und
ein GAPDH-Fragment (Gelspuren 7-12) als Kontrolle amplifiziert.

Die Abbildung 4.21 dient als Kontrolle zur Abbildung 4.20. Die Gelspur 1 weist keine
Bande auf. Dies gilt als Beweis, dass die A549-Zellen nicht infiziert waren. Die
Gelspuren 2 bis 6 zeigen jeweils eine Bande bei 429 bp. Dabei handelt es sich um ein
Fragment, das mit universellen Primer fir Morbilliviren amplifiziert werden konnte.
Die GAPDH-Banden in den Gelspuren 7 bis 12 entsprechen der RT-PCR Kontrolle.
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4.6.2 Nachweis der IDO-Aktivitat

IDO kann durch IFN-y induziert werden. Diese Induktion kann durch IL-1B verstarkt
werden. Nun stellt sich die Frage ob die Infektion der Zellen mit MV allein IDO
induziert oder in Kombination mit IFN-y. Die Lungen-Epithelzellinie A549 und die
Gehirn-Endothelzelline (HBMEC) wurden mit entsprechenden Konzentrationen an
IFN-y 3 Tage lang stimuliert, dann erfolgte die Virusinfektion und nach weiteren 3

Tagen wurde die Kynureninkonzentration ermittelt.
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Abbildung 4.22: IDO-Induktion in Ab- und Anwesenheit einer MV-Infektion.
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A549-Zellen (A) und HBMECs (B) wurden 3 Tage lang mit ansteigenden IFN-y-
Konzentrationen versetzt und dann in Ab- (offene Quadrate) und Anwesenheit (offene Kreise)
von MV (Edm; MOI =0,1) Kkultiviert. Nach 3 Tagen Postinfektion wurde die

Kynureninkonzentration ermittelt.

Aus der Abbildung 4.22 lasst sich ablesen, dass die IDO-Aktivitat nur bei der MV-
infizierten Lungen-Epithelzellinie A549 (A) hoher ist als bei der infizierten Gehirn-
Endothelzellinie (HBMEC) (B). Zum Beispiel wurden die A549-Zellen mit 500 U/ml
IFN-y stimuliert und infiziert und nach 3 Tagen wird der Zelllberstand photometrisch
gemessen. Dies ergibt einen Anstieg der Kynureninkonzentration um ca. 80 pug/ml. Da
eine direkte Proportionalitat zwischen Kynureninkonzentration und IDO-Wirksamkeit
gilt, kann festgehalten werden, dass infizierte humane Epithelzellen aus der Lunge

gegeniber nicht infizierten eine deutlich héhere IDO-Aktivitat aufweisen.

4.6.3 Nachweis des IDO-Proteins

Im biochemischen IDO-Assay konnte nachgewiesen werden, dass sich die IDO-
Aktivitdt in den infizierten A549-Zellen erhoht hat (Abb. 4.22), wéhrend dies in den
HBMECs hingegen nicht der Fall war. Anhand dieses Experiments sollte das IDO-
Protein als solches ohne Zusatz von exogenem L-Trp im Western Blot nachgewiesen
werden. Dazu wurde das IDO-Protein in A549-Zellen und HBMECs in Ab- und

Anwesenheit einer MV-Infektion und einer IFN-y-Stimulation nachgewiesen.

In Abbildung 4.23 sieht man in den nicht infizierten A549-Zellen erst bei den IFN-y
Konzentrationen von 250-1000 U/ml eine leichte 1IDO-Proteinexpression. Werden die
A549-Zellen mit IFN-y stimuliert und dazu noch mit MV infiziert, erkennt man schon
bei einer niedrigen IFN-y-Konzentration (100 U/ml) eine deutliche Expression des IDO-
Proteins. Die MV-Infektion, anhand der MV N-Proteinexpression detektierbar, nimmt
bei 100 U/ml IFN-y ab und bleibt auch bei Behandlungen mit héheren Konzentrationen
an IFN-y konstant. Dazu zeigt sich, dass MV-infizierte A549-Zellen das MxA Protein
exprimieren. Eine zusétzliche Stimulation mit IFN-y spielt bei der MxA-Protein-

expression keine Rolle.
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Abbildung 4.23: IDO und MxA Nachweis in A549-Zellen in Ab- und Anwesenheit einer

MV-Infektion (MV Edm, MOI = 0,1; 3 dpi) mit der Western-Blot-Methode.

Die nicht infizierte (Gelspuren 1-6) und die MV-infizierte (Gelspuren 7-12) Lungen-

Epithelzellinie A549 wurde mit den IFN-y-Konzentrationen von 0 U/ml (Gelspuren 2, 8), 100
U/ml (Gelspuren 3, 9), 250 U/ml (Gelspuren 4, 10), 500 U/ml (Gelspuren 5, 11) bis 1000 U/ml

(Gelspuren 6, 12) stimuliert und nach 3 Tagen Postinfektion zu Proteinlysaten verarbeitet. Pro

Gelspur wurde jeweils ca. 40 pg Proteinlysat aufgetragen und das 70 kDa grolie MxA-Protein
mit dem mAk MxA143, das 60 kDa groRe MV N-Protein mit dem mAk F227, das 45 kDa grofe

IDO-Protein mit dem mAKk 1D0O10.1 und das 42 kDa grof3e Aktin-Protein als Ladekontrolle mit

dem Kaninchen-Antiserum detektiert.
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Abbildung 4.24: IDO und MxA Nachweis in HBMECs in Ab- und Anwesenheit einer MV-

Infektion (MV Edm, MOI = 0,1; 3dpi) mit der Western-Blot-Methode.
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Die nicht infizierte (Gelspuren 1-6) und die MV-infizierte (Gelspuren 7-12) Gehirn-
Endothelzellinie (HBMEC) wurde mit den IFN-y-Konzentrationen von 0 U/ml (Gelspuren 2, 8),
100 U/ml (Gelspuren 3, 9), 250 U/ml (Gelspuren 4, 10), 500 U/ml (Gelspuren 5, 11) bis 1000
U/ml (Gelspuren 6, 12) stimuliert und nach 3 Tagen Postinfektion zu Proteinlysaten verarbeitet.
Pro Gelspur wurde jeweils ca. 30 ug Proteinlysat aufgetragen und das 70 kDa groRe MxA-
Protein mit dem mAk MxA143, das 60 kDa grolle MV N-Protein mit dem mAKk F227, das 45
kDa grofle IDO-Protein mit dem mAk IDO10.1 und das 42 kDa grofle Aktin-Protein als

Ladekontrolle mit dem Kaninchen-Antiserum detektiert.

In Abbildung 4.24 erkennt man in den nicht infizierten HBMECs eine schwache IDO-
spezifische Bande schon bei 100 U/ml IFN-y. Diese nimmt an Intensitat mit
ansteigenden IFN-y-Konzentrationen zu. Werden die HBMECs mit IFN-y stimuliert und
dazu noch mit MV infiziert, sieht man eine ansteigende IDO-Proteinexpression. Die
MV-Infektion, anhand der MV N-Proteinexpression detektierbar, ist nur bei
unbehandelten Zellen zu sehen. Dazu zeigt sich, dass MV-infizierte HBMECs das MxA
Protein nur &ullerst schwach exprimieren. Eine zusétzliche Stimulation mit IFN-y spielt

bei der MxA-Proteinexpression keine Rolle.
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4.7 STAT1 Aktivierung wahrend einer MV-Infektion

STATSs (Signal Transducers and Activators of Transcription) regulieren zytokin- und
wachstumsfaktorabh&ngig wichtige zellulére Prozesse. STATL (Stat 91/84) und STAT2
(Stat 113) wurden als erste Mitglieder der STAT Proteinfamilie identifiziert. Die 91 und
84 kDa grofRen Proteine kommen durch alternatives SpleiBen des STAT1 Gens
zustande. STAT1 und STAT2 Polypeptide enthalten SH2 und SH3 Domaénen und
stellen Komponenten des ISGF3 (Interferon-stimulated gene factor 3)-Komplexes dar.
Binden Interferone an ihre entsprechenden Rezeptoren auf der Zelloberflache, werden
die STAT1 Untereinheiten am Tyrosinrest - Tyr701 - phosphoryliert (Shuai et al., 1993
a,b; Darnell, 1997).
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Abbildung 4.25: Western-Blot-Analyse zum Nachweis von pY-STAT1 (pY701) in Ab- und
Anwesenheit einer MV-Infektion (MV Edm, MOI = 0,1; 3dpi) in A549-Zellen.

Die nicht infizierte (Gelspuren 1-6) und die MV-infizierte (Gelspuren 7-12) Lungen-
epithelzellinie A549 wurde mit den IFN-y-Konzentrationen von 0 U/ml (Gelspuren 2, 8), 100
U/ml (Gelspuren 3, 9), 250 U/ml (Gelspuren 4, 10), 500 U/ml (Gelspuren 5, 11) bis 1000 U/ml
(Gelspuren 6, 12) stimuliert und nach 3 Tagen Postinfektion zu Proteinlysaten verarbeitet. Pro
Gelspur wurde jeweils ca. 30 pg Proteinlysat aufgetragen und das 91/84 kDa groRe pY-STAT1
(pY704) Protein mit dem mAk Statl (pY701), das 60 kDa groe MV N-Protein mit dem mAKk
F227 und das 42 kDa groRe Aktin-Protein als Ladekontrolle mit dem Kaninchen-Antiserum
detektiert.

In Abbildung 4.25 kann man erkennen, dass sich eine Phosphorylierung des

Tyrosinrestes im STATI1-Protein weder in uninfizierten noch in IFN-y stimulierten
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Ab49-Zellen ereignet. Hingegen zeigen MV-infizierte A549-Zellen, erkennbar an der
MV N-Protein Expression, eine deutliche pY-STAT1 (pY701) Aktivierung. Werden
diese MV-infizierten Zellen zuséatzlich noch mit IFN-y stimuliert, kommt es zu einer

deutlichen Steigerung der Phosphorylierung von STAT1.
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Abbildung 4.26: Western-Blot-Analyse zum Nachweis von STAT1 und pY-STAT1
(pY701) in Ab- und Anwesenheit einer MV-Infektion
(MV Edm, MOI =0,1; 3dpi) in HBMECs.

Die nicht infizierte (Gelspuren 1-6) und die MV-infizierte (Gelspuren 7-12) Gehirn-Endothel-
zellinie (HBMEC) wurde mit den IFN-y-Konzentrationen von 0 U/ml (Gelspuren 2, 8), 100
U/ml (Gelspuren 3, 9), 250 U/ml (Gelspuren 4, 10), 500 U/ml (Gelspuren 5, 11) bis 1000 U/ml
(Gelspuren 6, 12) stimuliert und nach 3 Tagen Postinfektion zu Proteinlysaten verarbeitet. Pro
Gelspur wurde jeweils ca. 40 ug Proteinlysat aufgetragen und das 91/84 kDa groRe STAT1
Protein mit dem mAk Statl, das 91/84 kDa pY-STATL1 (pY704) Protein mit dem mAKk Statl
(pY701), das 60 kDa groBe MV N-Protein mit dem mAk F227 und das 42 kDa grof3e Aktin-

Protein als Ladekontrolle mit dem Kaninchen-Antiserum detektiert.

Uninfizierte AS549-Zellen zeigen keine Expression des phosphorylierten STAT1
Proteins. Hingegen erkennt man in Abbildung 4.26, dass uninfizierte, mit IFN-y
stimulierte Gehirnendothelzellen eine schwache phosphorylierte STAT1-Expression
aufweisen. Durch die IFN-y Behandlung zeigen die HBMECs eine deutliche Expression
des 91/84 kDa grolen STAT1 Proteins. Infiziert man HBMECSs jedoch mit MV, zeigt
sich eine deutliche Expression sowohl des STAT1 Proteins als auch der

phosphorylierten Form. Behandelt man die Zellen wahrend der MV-Infektion zusatzlich
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noch mit ansteigenden Konzentrationen an IFN-y sieht man eine nahezu konstante
STAT1 Proteinexpression, aber eine zunehmende Phosphorylierung des STAT1
Proteins. Die STAT1-Phosphorylierung nimmt bei gleicher Infektionsdosis mit

zunehmender IFN-y-Konzentrationen zu.

4.8 IDO im Zuge einer HSV-1 Infektion

Das Enzym IDO wird in Anwesenheit von IFN-y an Entzindungsstellen bei
verschiedenen Infektionskrankheiten induziert, die von unterschiedlichen Viren wie
HIV, HTLV und SIV hervorgerufen werden (Burudi et al., 2002; Grant et al., 2000;
Maloney et al., 2000). Kirzlich konnte gezeigt werden, dass IDO auch eine antivirale
Aktivitat bei Infektionen mit CMV, HSV-1 und HSV-2 besitzt (Adams et al., 2004a,b;
Bodaghi et al., 1999). Aufgrund dessen wurde die Proteinexpression von IDO ohne

Zusatz von exogenen L-Tryptophan im Western-Blot detektiert.
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Abbildung 4.27: IDO und MxA Nachweis in A549-Zellen und HBMECs wéhrend einer
HSV-1 Infektion (MOI = 0,1; 3dpi) mit der Western-Blot-Methode.

A549-Zellen (Gelspuren 1-7) und HBMECs (Gelspuren 8-14) wurden mit den IFN-y-Konzen-
trationen von 0 U/ml (Gelspuren 3, 10), 100 U/ml (Gelspuren 4, 11), 250 U/ml (Gelspuren 5,
12), 500 U/ml (Gelspuren 6, 13) bis 1000 U/ml (Gelspuren 7, 14) stimuliert, mit HSV-1
(Gelspuren 3-7, 10-14) infiziert und nach 3 Tagen Postinfektion zu Proteinlysaten verarbeitet.

Pro Gelspur wurde jeweils ca. 30 ug Proteinlysat aufgetragen und das 110 kDa groRe HSV-1



4 ERGEBNISSE 110

ICPO-Protein mit dem mAKk ICPO, das 70 kDa grolRe MxA-Protein mit dem mAk MxA143, das
45 kDa grofRe IDO-Protein mit dem mAKk IDO10.1 und das 42 kDa grof3e Aktin-Protein als
Ladekontrolle mit dem Kaninchen-Antiserum detektiert. Als IDO-Expressionskontrolle wurden
in Gelspur 2 MV-infizierte, 1000 U/ml IFN-y behandelte A549-Zellen und in Gelspur 9 MV-
infizierte, 1000 U/ml IFN-y behandelte HBMECSs verwendet. Die undeutliche HSV-1 Infektion

in Gelspur 3 beruht auf einem technischen Problem.

In der Abbildung 4.27 erkennt man, dass sowohl A549-Zellen als auch HBMECs im
Zuge einer HSV-1 Infektion kein IDO-Protein exprimieren. Werden A549-Zellen aber
mit HSV-1 infiziert und dazu noch mit ansteigenden Konzentrationen an IFN-y
behandelt, sieht man eine Zunahme der IDO-Proteinexpression. Diese infizierten Zellen
exprimieren zusétzlich noch das MxA-Protein. In den Gehirnendothelzellen zeigt IFN-y
bei ansteigenden Konzentrationen einen deutlichen antiviralen Effekt. Dies wird an der
Abnahme der Bandenintensitidt des Herpes Simplex Virus Type | Immediate Early
Proteins (ICPO) deutlich. Besonders hervorzuheben ist, dass HSV-1 infizierte, IFN-y
behandelte mikrovaskulare Gehirnendothelzellen (HBMEC) das Enzym IDO nicht

mehr exprimieren.

4.9 Wirkung von Tryptophan

1988 konnten Takikawa et al. nachweisen, dass der IDO-induzierte antipathogene
Effekt durch die Zugabe von Tryptophan ins Zellkulturmedium spezifisch aufgehoben
werden kann. 1999 konnte Bodaghi et al. beweisen, dass die IDO-Aktivierung fur die
Inhibition der humanen CMV in RPE-Zellen verantwortlich ist. Dieser IDO-induzierte
antivirale Effekt konnte dann auch durch die Zugabe von Tryptophan supplementiert
werden. Im Jahre 2004 konnte schlieBlich Adams et al., a,b zeigen, dass die IFN-y-
induzierte IDO-Aktivitét ein starker antiviraler Effektormechanismus zur Kontrolle von
HSV-1 oder HSV-2 in Astrozyten ist.

Um diese IDO-induzierte antivirale Wirkung auch bei MV zu testen, wurde zuerst die

Epithelzellinie A549 mit IFN-y stimuliert und in Ab- und Anwesenheit von 100 pg/ml
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L-Tryptophan infiziert. Aulerdem wurden diese Zellen auch mit IL-1f (100 U/ml)

stimuliert und die Virustiter mit entsprechender Behandlung ermittelt. Um einen

Vergleich zu haben, wurde dann auch noch die Endothelzellinie HBMEC mit

ansteigenden Konzentrationen an IFN-y stimuliert und in Ab- und Anwesenheit von 100

g/ml L-Tryptophan infiziert. Genauso wie die A549-Zellen wurden die HBMECs mit

IL-1B (100 U/ml) stimuliert und die Virustiter mit entsprechender Behandlung ermittelt.
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Abbildung 4.28: Aufhebung des
IFN-y-induzierten antiviralen
Effektes durch Zusatz von

Tryptophan.

A549-Zellen (A) und IL-1B-
stimulierte A549-Zellen (B) wurden
mit dem MV-Stamm Edm (MOI =
0,1) infiziert und in Ab- (weile
Saulen) und Anwesenheit (schwarze
Saulen) von 100 pg/ml L-
Tryptophan mit ansteigenden IFN-y
Konzentrationen behandelt. Nach
48 Stunden Postinfektion wurde der
Virustiter bestimmt. Die Unter-
schiede zwischen Kontrollen (0
U/ml) und IFN-y-stimulierten und
zwischen mit und ohne Tryptophan
behandelten  Zellen sind hoch
signifikant. Beispiele fur P Werte in

der Grafik sind angegeben.

Wie man in Abbildung 4.28 erkennen kann, fuhren ansteigende Konzentrationen von

IFN-y zu einer Reduktion der Titer des MV-Edm (weiRe Saulen). Wird den infizierten

A549-Zellen L-Tryptophan hinzu gegeben, kann dieser antivirale Effekt, der durch IFN-
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y induziert wird, nahezu aufgehoben werden. Werden die A549-Zellen noch zusétzlich
mit IL-1p (100 U/ml) stimuliert, fuhrt dies bei niedrigen Konzentrationen von IFN-y zu

einer deutlichen Reduktion des Virustiters.
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Wie man in Abbildung 4.29 erkennen kann, fuhren ansteigende Konzentrationen von
IFN-y zu einer Reduktion der Titer des MV-Edm (weife S&ulen). Wird den infizierten
HBMEC-Zellen L-Tryptophan hinzu gegeben, kann dieser antivirale Effekt, der durch
IFN-y induziert wird, nahezu aufgehoben werden. Werden den HBMECs noch
zusatzlich mit IL-1p (100 U/ml) stimuliert, fuhrt dies ebenso zu einer Reduktion des

Virustiters.
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5 Diskussion

Nachdem im Jahre 2000 ein weiterer Rezeptor fur Masernviren entdeckt wurde (Tatsuo
et al., 2000), war es eines der Ziele dieser Arbeit, die Infizierbarkeit von humanen
Endothelzellen mit Masernviren zu charakterisieren, da Vakzine und Wildtypstimme
eine differentielle Benutzung der MV-Rezeptoren aufweisen. AuBerdem spielt der
antivirale Effekt von Interferonen bei der Masernreplikation eine entscheidende Rolle.
Nach einer akuten Infektion mit Masern und nach der Masernimpfung wurden erhhte
Werte an Interferon-y im Serum dieser Patienten gefunden (Okada et al., 2001;
Ovsyannikova et al., 2003). Zusatzlich wurde IFN-y auch in den Gehirnen von
Patienten, die an der subakuten sklerosierenden Panenzephalitis (SSPE), einer
Masernkomplikation, leiden, detektiert (Nagano et al., 1994). Deshalb war es ein
weiteres Ziel dieser Arbeit, diesen antiviralen Mechanismus von IFN in Endothelzellen

genauer zu analysieren.

5.1 Charakterisierung der MV-Rezeptoren in EZ

Nachdem im Jahre 1993 CD46 (MCP) und im Jahre 2000 CD150 (SLAM) als MV-
Rezeptoren identifiziert wurden (Dorig et al., 1993; Naniche et al., 1993 a,b; Tatsuo et
al., 2000), wurde die Expression dieser Rezeptoren in humanen Endothelzellen naher
untersucht. Dazu wurden die humane mikrovaskuldre Gehirn-Endothelzellinie
(HBMEC) von Prof. K. S. Kim (Stins et al., 1997) und primére humane Endothelzellen
aus der Nabelschnurvene (HUVEC) verwendet.

In dieser Arbeit wurde zuerst ein Nachweis der bekannten MV-Rezeptoren mittels RT-
PCR Technik und anschlielend anhand der Western-Blot-Methode durchgefihrt. Ein
wesentliches Ergebnis meiner Arbeit war, dass HBMECs und HUVECs nur den MV-

Rezeptor CD46 als Transkript und auf der Oberflache exprimieren. Sie zeigten weder
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auf RNA- noch auf Proteinebene eine SLAM-Expression. Daher kdnnten theoretisch
nur die MV-Vakzine humane Endothelzellen infizieren, denn diese benutzen CD46 als
Rezeptor. Humane B-Zellen (BJAB) wiesen neben CD46 auch den Wildtyp-MV-
Rezeptor CD150 auf. SLAM wird auf der Oberflache von B-Zellinien, von priméren
aktivierten B- und T-Zellen, aktivierten Monozyten und reifen DZ exprimiert (Cocks et
al., 1995; Polacino et al., 1996; Punnonen et al., 1997; Minagawa et al., 2001;
Ohgimoto et al., 2001). Minagawa et al. konnten zeigen, dass SLAM in priméren
Monozyten vor allem durch UV-inaktiviertes MV (UV-MV) (12,2%), aber auch durch
Phytohdmagglutinin (PHA) (8,8%), bakterielles Lipopolysaccharid (LPS) (6,5%), und
infektioses MV (6,3%) induziert werden kann. Ferner zeigten reife DZ eine verstérkte
SLAM-Expression, wenn diese durch Interleukin-1p behandelt wurden (Kruse et al.,
2001).

In meiner Arbeit konnten in HBMECs hingegen kein SLAM durch folgende
Stimulanzien GM-CSF, IFN-a, IFN-y, PamCSK TNF-o und UV-MV induziert werden.
Daraus lasst sich schlieBen, dass humane mikrovaskulare Gehirnendothelzellen von
Wildtyp-MV eigentlich nicht infiziert werden kdnnen, da diese den entsprechenden
Rezeptor nicht exprimieren und dieser durch verschiedene Stimulanzien nicht induziert

werden kann.

5.2 Infizierbarkeit der EZ durch MV

Nach einer akuten Infektion des oberen Respirationstraktes und anschlieRender
systemischer Infektion verbreitet sich das Masernvirus in den verschiedenen Organen.
In jenen vermehren sich die MV hauptséachlich in Epithelzellen, Endothelzellen und
Monozyten/Makrophagen (Griffin & Bellini, 1996). Weiterhin wurden MV-infizierte
Gehirnendothelzellen und epitheliale Kapillaren in Lymphknoten und Thymus in fatalen
Fallen von akuten Masern gefunden (Moench et al., 1988; Esolen et al., 1995). In
SSPE-Patienten wurden neben verschiedenen neuronalen Zellen auch Gehirn-
endothelzellen, die scheinbar infiziert waren, identifiziert (Kirk et al., 1991; Isaacson et
al., 1996; Allen et al., 1996). Nachdem die MV-Rezeptoren CD46 und CD150

identifiziert wurden, hduften sich die Beweise, dass viele Wildtyp-MV-Isolate in einer



S DISKUSSION 115

CD46- und CD150-unabhéngigen Weise einen Tropismus fir Epithel-, Endothelzellen
und neurale Zellen wie Neuronen, Oligodendrozyten und Astrozyten aufweisen
(McQuaid & Cosby, 2002). Vermehrte Beobachtungen liefen auch auf das
Vorhandensein eines noch unbekannten Aufnahmemechanismus oder unbekannten
Rezeptors schlieBen (Hashimoto et al., 2002; Koumomou & Wild, 2002; Nielsen et al.,
2001; Takeuchi et al., 2002).

Daher wurden in dieser Arbeit primare Endothelzellen aus der Nabelschnurvene
(HUVEC) isoliert und mit dem Impfstamm Edmonston und mit verschiedenen
Wildtypisolaten (W4797, Wi5679, WTFb) infiziert. Nach zwei Tagen wurden die
Zellen auf die Oberflachenexpression des Hamagglutininproteins der Masernviren
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass mit MV-Edm-infizierte HUVECSs eine hohe
H-Expression aufweisen. Dies liegt daran, dass diese Zellen den MV-Rezeptor CD46
auf der Oberflache exprimieren. Dadurch kann das virale Hullprotein H mit dem
zelluléren Rezeptor MCP interagieren und die Virusaufnahme einleiten, welche einen
groRen Einfluss auf die Pathogense Virus-induzierter Erkrankungen besitzt (Schneider-
Schaulies et al., 2000). Parallel dazu konnte dargelegt werden, dass die Infektion der
HUVECs mit Edm zu einer Downregulation von CD46 auf 50% fuhrt. Diese
Modulation des Vakzinerezeptors wurde schon 1995 beschrieben (Schneider-Schaulies
et al., 1995 a,b). Vergleicht man damit die H-Expression der Wildtyp-MV, féllt auf,
dass nur der MV-Stamm W(4797 eine vermehrte H-Expression (30%) auf der HUVEC-
Oberflache zeigt. Die H-Expression von W(i5679 und WTFb entsprechen der BJAB-
Kontrolle. Vergleicht man die CD46-Expression dieser infizierten Zellen so lasst sich
keine Downregulation feststellen.

Insgesamt bleibt festzuhalten, dass vor allem der MV-Stamm Wi4797 HUVECs
infizieren kann, obwohl der eigentliche MV-Wildtyp-Rezeptor SLAM nicht auf diesen
Zellen exprimiert wird. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass dieser MV-
Wildtypstamm primare Endothelzellen in eine CD46- und CD150-unabhéngige Weise
infizieren kann. Der Rezeptor-unabhdngige Mechanismus der Virusausbreitung durch
Mikrofusionen an Synapsen konnte die Notwendigkeit eines spezifischen Rezeptors im
Gewebe des Wirtes umgehen (Allen et al., 1996; Urbanska et al., 1997; McQuaid et al.,
1998; Duprex et al., 1999; Lawrence et al., 2000). Betrachtet man dazu die in dieser
Arbeit anhand eines Plaque-Tests dargestellte MV-Infektion (Edm, Wu4797) in
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HBMECs dann lasst sich aus diesen Ergebnissen ablesen, dass der MV-Stamm
Edmonston innerhalb von 3 Tagen von 5x10* pfu/ml als Inokulum auf einen Virustiter
von 9x10° pfu/ml steigt. Das deutet auf eine produktive, 18-fache Virusvermehrung hin.
Analysiert man hingegen die Replikation des MV-Stammes Wu4797 in HBMECs,
erkennt man nach 72 Stunden Postinfektion nur eine 2 fache Virusvermehrung (5x10*
pfu/ml auf 1x10° pfu/ml). Daraus l4sst sich zusammenfassend sagen, dass sich der
Impfstamm Edm aufgrund der zelluldren Expression von CD46 effektiv vermehren
kann, wéhrend der Wildtypstamm W4797 eine eher maRige Virusproduktvitat in
HBMECs zeigt.

Somit bleibt noch unklar, warum bestimmte Wildtypmasernviren, besonders der Stamm
W14797, sich zunehmend gut in priméren Endothelzellen (HUVEC) ausbreiten konnen.
Verschiedene Vermutungen stitzen sich in diesem Zusammenhang auf die
unterschiedliche Beschaffenheit der viralen Oberflachenproteine, die eine Rolle im
unterschiedlichen Tropismus, bei der Virusaufnahme, bei der Zell-Zell-Fusion und in
der Pathogenitét spielen (Shibahara et al., 1994; Bartz et al., 1996; Lecouturier et al.,
1996; Johnston et al., 1999; Moeller et al., 2001; Moll et al., 2001; Ohgimoto et al.,
2001; Plemper et al., 2002; Takeuchi et al., 2002).

Das MV ist monotypisch und es existiert ein einzelner Serotyp. Die Infektion mit einem
MV-Stamm scheint eine lebenslange Immunitét zu liefern. Mit dem Aufkommen der
RT-PCR- und DNA-Sequenziertechnik wurde klar, dass die verschiedenen Virusisolate
sich in ihrer Nukleotidsequenz, besonders die letzten 150 Aminosauren des N- Proteins
und das gesamte H-Protein, unterscheiden (Rima et al., 1997; Rota et al., 1992, 1994;
Taylor et al., 1991). Mittlerweile sind tber 250 Stdmme sequenziert worden, die in 21
Genotypen zu 8 Gruppen unterteilt werden. In den USA und in England ist es nun
mdglich, einen Hinweis auf die Verbreitung der Stamme mittels bestimmter Indexfélle
zu erhalten (Rota et al., 2004). Dadurch hat man fir die verschiedenen Masern-
ausbriiche die Moglichkeit einzelne Ubertragungsreihen der verschiedenen Genotypen

zu erstellen (Rima & Duprex, 2005).
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5.3 Wirkung von IFN auf die MV-Replikation in EZ

Das Immunsystem hat sich durch einen standigen Kampf zwischen den Wirten und den
Mikroben entfalten konnen. Zudem hat diese Entwicklung auch die Evolution
mikrobieller Strategien gegen die Immunantwort und vice versa gefordert. Daher kennt
man heute das Interferon (IFN) System des Wirtes und die viralen anti-IFN Strategien
(Alcami & Koszinowski, 2000).

Es werden 3 Kategorien unterschieden. Die erste stellt die Funktionshemmung der IFN-
induzierten antiviralen Proteine dar. Bei der zweiten kommt es zu einer Unterdriickung
der IFN Produktion und die dritte zeigt eine Interferenz mit der IFN Signaltransduktion.
Die ersten beiden Wege sind bei DNA- und RNA-Viren vorhanden, wéhrend die dritte
Strategie eigentlich nur bei DNA-Viren - mit Ausnahme einiger Vertreter der
Paramyxoviren - zu finden ist (Cebulla et al., 1999).

Das Genom der Paramyxoviren besteht aus den Genen, die fur das Nukleokapsid (N),
Phospho- (P), Matrix- (M), Fusion- (F), Hamagglutinin (Neuraminidase)- (H/N) und

Large- (L) Protein codieren.

PARAMYXOVIRINAE RNA-Editing Uberlappende
Leserahmen
VIRUS +0G +1(oder+4)G +2G C ORF

Respiroviren Sendai-Virus P A% W | C | C|YLl]Y2

Humanes Parainfluenzavirus Typ 1 P C

Bovines Parainfluenzavirus Typ 3 P \Y D C

Humanes Parainfluenzavirus Typ 3 P V) D C
Morbilliviren | Masernvirus P \Y w C
Rubulaviren Simian-Virus 5 \% | P

Simian-Virus 41 \% | P

Mumpsvirus \Y | P

Humanes Parainfluenzavirus Typ 2 \% | P

Newcastle-Disease-Virus P \% I

Tabelle 5.1: Zusatzliche Proteine, die vom P-Gen der Paramyxovirinae codiert werden.
(verandert nach Gotoh et al., 2001)
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Das P-Gen der Paramyxoviren ist einzigartig, denn durch RNA-Editing und aufgrund
uberlappender Leserahmen werden mehrere Proteine exprimiert. Dies flhrt bei Sendai-
Viren zur Expression von 8 zusatzlichen Proteinen, das P, V, W, C", C, Y1, Y2 und X
(Gotoh et al, 2001). Bei den MV codiert das P-Gen fir das an der Transkription
beteiligte P-Protein, fiir das C- und fiir das V-Protein (Bellini et al., 1985), die beide bei
der Hemmung des Typ I-Interferon Signalweges (Shaffer et al., 2003; Palosaari et al.,
2003) und als Virulenzfaktoren in vivo eine Rolle spielen (Patterson et al., 2000).
Attenuierte Masernviren konnen sich ohne C- und V-Protein in Vero-Zellen, die ein
Gendefekt in der IFN Produktion haben (Emeny & Morgan, 1979), uneingeschrankt
vermehren (Radecke & Billeter, 1996; Schneider et al., 1997). Das C-Protein wird aber
bei einer effizienten Vermehrung in humanen peripheren Blutlymphozyten bendétigt
(Escoffier et al., 1999).

In friheren Studien konnte gezeigt werden, dass die Replikation der MV-Impfstdmme
durch die Typ I-Interferone gehemmt werden kann (Wu & Shiro, 1984; Crespi et al.,
1986). Neuere Studien belegen, dass MV-Wildtypstamme hingegen die Fahigkeit
besitzen, der IFNo/B-Antwort durch Induktionshemmung und Blockade der
intrazellularen VVorgange entgegenzuwirken. Die viralen Proteine C und V sind daran
beteiligt (Patterson et al., 2000; Shaffer et al., 2003), indem sie mit den zellularen
STAT Proteinen und IRF9 interagieren (Palosaari et al., 2003; Takeuchi et al., 2003;
Yokata et al., 2003).

In meiner Arbeit wurden humane mikrovaskulare Gehirnendothelzellen (HBMEC) mit
dem Impfstamm Edmonston infiziert und gleichzeitig mit dem Typ I-Interferon o oder
mit dem Typ ll-Interferon behandelt. Nach 4 Tagen konnte eine deutliche Reduktion der
Virusplaquebildung bei den IFN-behandelten Zellen beobachtet werden. Zusétzlich
konnte dies auch in der Immunzytologie durch die Expression des viralen N-Proteins
bekréftigt werden. Werden Edm-infizierte und mit IFN-behandelte HBMECs mittels der
Immunfluoreszenz-Methode gefarbt, so erkennt man eine deutliche Reduktion der
Syncytienbildung. Besonders IFN-y reduziert die Plaquegrofie und lasst die Bildung von
kleinen punktférmigen Nukleokapsidkomplexen erkennen. Zusétzlich wurden die
HBMECSs noch mit dem Wildtypmasernvirus Wi4797 infiziert und ebenfalls mit IFN-o
oder mit IFN-y stimuliert. Dort erkennt man nur bei IFN-y eine Reduktion der

Virusausbreitung und die Bildung kleinerer Nukleokapsidkomplexe. Typ I-Interferon
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scheint die W4797-Infektion in HBMECs nicht zu beeinflussen, da man gegeniiber der
Mediumkontrolle keinen Unterschied in der Expression des N-Proteins sieht. Diese
Ergebnisse weisen darauf hin, dass MV-Edm in Endothelzellen gegenuber allen
getesteten IFN sensitiv ist. Hingegen hemmt der MV-Wildtypstamm Wu4797 die
Wirkung von Typ I-IFN. Dies wird moglicherweise auf die viralen Proteine C und V
zurlickzufuhren sein. Jene interagieren mit den zellularen STAT Proteinen und mit IRF-
9 (Palosaari et al., 2003; Takeuchi et al., 2003; Yokota et al., 2003). Dadurch kann der
IFNa/B-Signaltransduktionsweg beeinflusst werden. Durch die Experimente in meiner
Arbeit konnte ich erstmals belegen, dass IFN-y eine zelltypspezifische intrazellulare
Aktivitat gegentiber Masernviren (Impf- und Wildtypstdamme) in vitro aufweist. Es ist
bekannt, dass das IFN-y, eines der TH1-Zytokine, die Replikation verschiedenster Viren
wie Herpesviren (Cantin et al., 1999; Sainz & Halford, 2002), Humane
Parainfluenzaviren (Choudhary et al., 2001), Maus-Hepatitis-Viren (Parra et al., 1999),
Hepatitis-C-Viren (Frese et al.,, 2002), Sindbisviren (Binder & Griffin, 2001),
Vacciniaviren (Kundig et al., 1993) und Vesicular-Stomatitis-Viren (Komatsu et al.,
1996) hemmt.

Hingegen konnte ich in B-Lymphozyten (BJAB-Zellen) nachweisen, dass das Typ II-
Interferon keine Hemmung auf die Synzytienbildung und Virustiter der MV auslbt.
Werden diese infizierten Zellen mit IFN-a stimuliert, so erkennt man nur bei den Edm-

infizierten BJAB-Zellen eine Senkung des Virustiters.
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5.4 Korrelation des antiviralen Effektes mit der Induktion der
IDO-Aktivitat

Im Jahre 1963 isolierte die Gruppe von Hayaishi ein Enzym, welches Tryptophan in
Kynurenin umwandelt, die sogenannte Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO) (Higuchi et
al., 1963; Shimizu et al., 1978). Im Gegensatz zur Tryptophan 2,3-Dioxygenase, welche
hauptséchlich in der Leber fur den Tryptophanabbau zustandig ist, wird IDO ubiquitéar
in nichthepatischen Organen der Sdugetiere exprimiert. Die hochsten Aktivitaten dieses
Enzyms findet man in der Lunge und in der Plazenta (Shimizu et al., 1978; Yamazaki et
al., 1985). IDO besitzt ein weites Spektrum von Substraten, welche L- und D-
Tryptophan, Tryptamin, 5-Hydroxytryptophan und Serotonin beinhalten. In friihen
Studien konnte gezeigt werden, dass IDO in vivo in der Lunge von Méausen durch LPS
(Yoshida & Hayaishi, 1978), durch Viren (Yoshida et al., 1979), durch IFN (Carlin et
al., 1987) und durch TNF (Bianchi et al., 1988) induziert werden kann.

In meiner Arbeit konnte ich erstmals eine Korrelation des antiviralen Effektes mit der
Induktion der IDO-Aktivitat nachweisen. IFN-y wies auf der einen Seite eine
zelltypspezifische intrazellulére Aktivitat gegentiber Masernviren auf. Genau in diesen
Zellen konnte eine IDO-Aktivitat durch IFN-y auf der anderen Seite induziert werden.
Diese Induktion konnte wiederum durch IL-18 oder TNF-a oder in Kombination
verstarkt werden. Vergleichende synergistische Effekte von TNF-a auf IFN-y wurden
von verschiedenen Gruppen beschrieben (Djeu et al., 1986; Carlin et al., 1987). 2003
beschrieb Robinson et al. dass es neben IFN regulatorischen Faktor-1 (IRF-1) eine neue
Sequenz, die GAS (gamma activation sequence, GAS-3) gibt. Diese ist in der
Regulation der IDO Transkriptionsrate, die von IFN-y und TNF-a induziert wird,
involviert (Robinson et al., 2003 a,b).

Wurden zum Beispiel die Epithelzellinie (A549) und die Endothelzellinie (HBMEC)
mit IFN-y stimuliert, zeigten diese einerseits eine Aktivitat gegen MV und andererseits
eine IDO-Induktion. Schon Ende der 80er Jahren wurde Versuche gemacht, um IDO zu
induzieren. Bianchi et al., haben verschiedene IFN und Zytokine verwendet, um in
Mausen eine IDO-AKktivitat nachzuweisen (Bianchi et al., 1988). In der Tabelle 5.2 sind
alle bis 1991 getesteten Zellinien aufgelistet, die nach IFN-Behandlung IDO bzw. kein
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IDO exprimieren. In dieser Liste findet man auch die von mir getesteten Zellinien
(A549, THP-1, HeLA, IMR-32). Diese Liste kann nun durch folgende IDO-
exprimierenden Zellinien erganzt werden: ARPE19 - Netzhautpigment, RPE -
Netzhautpigment (Bodaghi et al., 1999), HBMEC — mikrovaskuldres Gehirnendothel
(Obojes et al., 2005), HUVEC — Nabelschnurvene (Obojes et al., 2005), U373 (Adams
et al., 2004 a,b), Vero — Niere (Obojes et al., 2005), 86HG39 — Astrozytoma (Adams et
al., 2004 a,b; Obojes et al., 2005) und 2D9 (Adams et al., 2004 a,b ). Weiterhin
kommen noch jene Zellinien hinzu, die nicht IDO exprimieren: SK-N-MC -
Neuroblastoma (Obojes et al., 2005), NT2 — Neuroblastoma (Obojes et al., 2005),
BJAB - B-Zellen (Obojes et al., 2005) und Jurkat — T-Zell-Leukamie.

Cell line Origin Reference
THP-1 Monocytic leukemia 11, 36
MRC-5 Normal fetal lung 11 HL-60 Promyelocytic leukemia 11
HEL Embryonic lung 12 KG-1 Acute myelogenous leukemia 11
FL Amnion 12 CCRF-SB B cell leukemia 11
HEp-2 Larynx epidermoid CCRF-CEM T ecell leukemia 11
carcinoma 11, 13 U-937 Histiocytic leukemia 11, 33
KB Oral epidermoid NCI-H69 Small cell lung carcinoma 11
carcinoma 11 NCI-H128 Small cell lung carcinoma 11
A-431 Epidermal carcinoma 12, 35 A-427 Lung carcinoma 11
A-498 Kidney carcinoma 35 SwW480 Colon adenocarcinoma 11
WiDr Colon adenocarcinoma 11 HLEC Liver carcinoma 12
OKK Maxillary gland carcinoma 12 IMR-32 Neuroblastoma 12
KATO-III  Stomach carcinoma 12 Raji Lymphoma 12
HelA Cervical carcinoma 12, 13 RPMI1788 Myeloma 12
MEI180 Cervical carcinoma 8, 37 1407 Normal embryonic intestine 11
NY Osteosarcoma 12 HepG2 Hepatoma 35
A549 Lung carcinoma 13, 35, 37, 42 CaCo2 Colon carcinoma 35
T24 Bladder carcinoma 10, 13, 24, 38, 35, 42 (| SKLU 1 Lung adenocarcinoma 37
Je2 Bladder carcinoma 35 SKCO 1 Colon adenocarcinoma 37
SK-Hep-1  Liver carcinoma 35 HT-29 Colon adenocarcinoma 37
U138MG  Ghoblastoma 35 BT-20 Breast carcinoma 37
SK-N-SH  Neuroblastoma 35 MRC-5 Lung, diploid 37
F5-4 Normal diploid fibroblast 33 Daudi Burkitt lymphoma 33
WI-38 Lung, diploid 33

Tabelle 5.2: Zellinien, die nach IFN-Behandlung IDO (roter Kasten, links) bzw. kein IDO
(blauer Kasten, rechts) exprimieren (verandert nach Taylor & Feng, 1991).
(Referenzen: (8) Feng & Taylor, 1989; (10) Byrne et al., 1986; (11) Ozaki et al., 1988; (12)
Takikawa et al., 1988; (13) de la Maza & Peterson, 1988; (33) Rubin et al., 1988; (35) Werner-
Felmayer et al., 1989; (36) Werner-Felmayer et al., 1990; (37) Aune & Pogue, 1989; (42)

Pfefferkorn et al., 1986)
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5.5 IDO Induktion durch Viren?

Basierend auf der Publikation von Yoshida et al. die eine mehr als 100-fache Induktion
der IDO-Aktivitdt in der Lunge von Mausen 11 Tage nach der Infektion mit
Influenzaviren (Influenza/AO/PR8/34) beschrieben hat (Yoshida et al., 1979) und dem
Experiment von Grant et al. nach dem nur bestimmte HIV Typ 1-Stamme die Fahigkeit
besitzen, IDO in humanen Makrophagen zu induzieren (Grant et al., 2000), stellte sich
die Frage, ob Masernviren ebenfalls IDO in Zellkultur induzieren kénnen. Dazu wurde
die humane Lungenepithelzellinie A549, welche nach IFN-y-Stimulation eine sehr hohe
IDO-AKktivitat aufweist, in Ab- und Anwesenheit einer Maserninfektion auf die
Induktion von IDO untersucht. Durch die Infektion mit MV wird in humanen
Epithelzellen keine IDO induziert und nur in Kombination mit der IFN-y-Stimulierung
kann man die Kynureninkonzentration im Zelllberstand steigern. Bei HBMECSs ist das
nicht der Fall.

5.6 IDO als antivirales Enzym mittels Tryptophan?

Die Beteiligung der IDO an der Induktion des inhibitorischen Wachstumseffektes von
IFN-y auf intrazellulare Parasiten wurde zum ersten Mal von Pfefferkorn et al.
beobachtet (Pfefferkorn, 1984; Pfefferkorn et al., 1986). Diese Gruppe beschrieb, dass
die minimale Konzentration an IFN-y, welche das Wachstum von Toxoplasma gondii in
humanen Fibroblasten hemmt, immer zweifach hoher im Dulbecco’s modified Medium
(DMEM) als im Eagle’s minimal Medium (Eagle MM) war. Nach genauerer Analyse
dieser Medien stellte sich heraus, dass Trp als verantwortlicher Faktor in diesen Medien
flr diesen Unterschied verantwortlich war, da DMEM 16 mg/Liter und Eagle MM 10
mg/Liter Trp enthélt. Es folgten verschiedenste Studien, bei denen man Erreger mit
unterschiedlichsten Faktoren wie LPS, IFN und TNF zu hemmen versuchte. Gab man

jedoch exogenes Trp hinzu, so konnte man diesen inhibitorischen Effekt aufheben
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(Byrne et al., 1986; Shemer-Avni et al., 1988, 1989; Schmitz et al., 1989). Es wurde
immer Kklarer, dass die IDO-Aktivierung in humanen Zellen einen deutlichen
antiparasitaren und antibakteriellen Effektormechanismus darstellt (Daubener et al.,
1993, 1999, 2001; MacKenzie et al., 1998 a,b; Schroten et al., 2001).

1999 beobachteten Bodaghi et al. erstmals eine IFN-y induzierte IDO-Aktivitat in
Bezug auf Viren. Sie behandelten humane Retinazellen (RPE-Zellen) mit IFN-y und
infizierten diese mit Cytomegalieviren. Sie sahen, dass mit zunehmender Konzentration
an IFN-y der Virustiter abnahm. Durch Zugabe von L-Trp konnte dieser antivirale
Effekt jedoch vollig blockiert werden.

Basierend auf diesen Ergebnissen versuchten im Jahre 2004 Adams et al. a,b diesen
antiviralen Effekt auf a-Herpesviren zu Ubertragen. Sie konnten beweisen, dass Herpes
Simplex Virus Typ | und Typ Il (HSV-1, HSV-2) in humanen Astrozyten replizieren
kann und dass die Vorbehandlung dieser Zellen mit IFN in eine Dosis-abhangige
Reduktion der Virusreplikation resultierte. Zudem untersuchten sie, ob der durch die
einzelnen Interferone vermittelte antivirale Effekt durch die Zugabe eines Uberschusses
an L-Trp zu den Zellkulturen supplementiert werden kann. Die Experimente zeigten,
dass nur der durch IFN-y vermittelte antivirale Effekt fast vollstdndig aufgehoben
werden konnte.

In Zusammenarbeit mit der Gruppe von Prof. Daubener in Dusseldorf versuchten wir
diese Erkenntnisse auf Masernviren als Vertreter der Paramyxoviren zu (bertragen.
Dazu wurden in dieser Arbeit die IDO-exprimierende Lungenepithelzellinie A549 und
die ebenfalls IDO-exprimierende mikrovaskulare Gehirnendothelzellinie HBMEC mit
MV-Edm infiziert und mit ansteigenden Konzentrationen an IFN-y stimuliert. Die
Ergebnisse belegten, dass die Behandlung mit IFN-y in eine Dosis-abhangige Reduktion
der Virusreplikation sowohl in den A549- als auch in den HBMEC-Zellen resultierte
und dass die Zugabe von exogenem L-Trp zu einer teilweisen Aufhebung des

antiviralen Effektes fihrte.
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5.7 Erklarungsversuche fur die antivirale Wirkung der IDO

Das Enzym IDO Kkatalysiert die oxidative Spaltung des Indolringes einiger wichtiger
regulatorischer Molekule, insbesondere Tryptophan. Diese As stellt im biologischen
Stoffwechsel eine wichtige Rolle dar.

Daher konnte der erste Erklarungsversuch zum IDO-vermittelte Trp Abbau, der die
Virusreplikation reduziert, sein, dass Proteine, die zur Virusreplikation notwendig sind,
maoglicherweise mehr Trp enthalten als die Wirtszellproteine. Durch die Reduktion des
vorhandenen Trp konnte die Synthese der Virusproteine vorzugsweise betroffen sein
(Adams et al., 2004 a). Man findet zum Beispiel im Transmembranglykoprotein gp41
des HIV eine Membran-proximale Trp-reiche Region, die eine entscheidende
Bedeutung in der Membranfusion einnimmt (Schibli et al., 2001). Ferner findet man ein
Trp Cluster (W398, W402, W406, W414) in der Reversen Transkriptase des HIV. Diese
Reverse Transkriptase fungiert als Heterodimer (p51/p66) und das Trp
Wiederholungsmotiv in der Untereinheit p51 spielt eine wichtige Rolle in der
Interaktion und Stabilitat der beiden Untereinheiten. Die Spaltung dieser Interaktion der
beiden Untereinheiten kdnnte als moglicher Angriffspunkt fur antivirale Medikamente
dienen (Mulky et al., 2005).

Ein zweiter Erklarungsversuch ware, dass eine reduzierte Menge an verfiigbaren Trp
oder auch erhéhte Konzentrationsmengen an Tryptophanmetaboliten ein Gefahrsignal
in den Zellen darstellen und somit den Wirtszellstoffwechsel stéren kdnnten (Adams et
al., 2004 a). Im Kynureninstoffwechselweg findet man als Tryptophan-metabolit
Quinolinsaure (QUIN). QUIN ist als Neurotoxin in einigen neuro-degenerativen
Erkrankungen wie Alzheimer (Widner et al., 2002), Huntington-Krankheit (Beal et al.,
1986, Schwarcz et al., 1988) und AIDS Demenzkomplex (Heyes et al., 1989, 1991)
beteiligt und stimuliert die N-Methyl-D-Aspartat(NMDA)-Typ Glutamat-Rezeptoren
(Perkins & Stone, 1983).

Ein dritter Erklarungsversuch zur antiviralen Funktion der IDO kann genannt werden,
dass das Zellwachstum und die Stabilitat einzelner mRNAs durch die Abbauprodukte
der Aminosaure Trp beeinflusst werden (Adams et al., 2004 a,b). Van Wissen et al.
konnten zeigen, dass eine Depletion von Trp zu einer Stabilisierung der IL-6 und IL-8

MRNA in Lungenepithelzellinien flhrt (van Wissen et al., 2002).
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5.8 Biologische Bedeutung der IDO-Induktion

Wenn infektiose Erreger ins Gewebe eindringen, dann sammeln sich Leukozyten und
Lymphozyten am Infektionsort an und entlassen Interferone in das entziindete Milieu.
IFN-y agierten an spezifischen Rezeptoren und bewirken eine IDO-Induktion in den
gleichen und in anderen Zellarten. Dies inhibiert wiederum das Wachstum der Viren,
Bakterien und Parasiten, da nur wenig Trp als essentielle As fir deren Wachstum
verfiigbar ist (Grohmann et al., 2003).

Obwohl IDO zum ersten Mal schon 1963 im Kaninchendarm beschrieben wurde
(Higuchi et al., 1963) und die antimikrobielle Resistenz schon seit etlichen Jahren
bekannt ist, wurde erst in den letzten Jahren die biologische Bedeutung der IDO-
Induktion in einem breiteren Spektrum untersucht (Taylor & Feng, 1991; Hayaishi,
1993; Mellor & Munn, 1999).

Sdugetiere verdanken ihre Existenz immunsupprimierenden Prozessen, welche fetale
Abstollungen im Uterus verhindern. Pionierarbeit leisteten Mellor & Munn, indem sie
IDO-exprimierenden Zellen eine Regulation im Bezug auf maternale T-Zell-Immunitat
wahrend einer Schwangerschaft zuwiesen (Mellor & Munn, 1999). Wird der Trp
Katabolismus wahrend der murinen Schwangerschaft blockiert, ermdglicht es den
maternalen T-Zellen eine fetale Allograft-Abstoung hervorzurufen (Munn et al.,
1998). Dies lieferte einen starken Beweis, dass die Zellen der Plazenta 1DO
synthetisieren, um den Fetus vor einem maternalen T-Zell Angriff zu schitzen.

IDO wird von IFN-y in den meisten Zellen induziert und Trp ist ein unentbehrlicher
Bestandteil verschiedenster Proteine. Diese Aminosaure reprasentiert eine Quelle flr
zwei sehr wichtige biochemische Stoffwechselwege. Die Bildung von 5-
Hydroxytryptamine (Serotonin, ein Vasoconstrictor und Neurotransmitter, der durch
IDO abgebaut wird) und die IDO-katalysierende Bildung von einer Serie biologisch
aktiver Metabolite verweist auf die Kynurenine.

Der Tryptophan Katabolismus spielt auch eine entscheidende Rolle bei der Kontrolle
der Konzentrationen wichtiger regulatorischer Molekiile. Die IDO-Aktivitat kdnnte vor
allem verschiedene physiopathologische Prozesse beeinflussen. Zum Beispiel wird
erhdhter Trp Abbau als begleitender VVorgang mit zelluldrer Immunaktivierung oder

Dysfunktion beobachtet. Daher konnte im Zustand persistierender Immunaktivierung



S DISKUSSION 126

erhdhter Tryptophan Katabolismus zur Depletion von freiem Trp im Serum und zur
Akkumulierung neuroaktiver Kynureninmetabolite fiihren. Als Folge werden
wahrscheinlich  serotonergische  Funktionen  beeinflusst. Die neurotoxischen
Eigenschaften der Kynureninderivate fihren dann moglicherweise noch zu Stérungen,

die neurologische oder psychiatrische Symptome hervorrufen (Widner et al., 2002).

Eine in vivo Studie (Depboylu et al., 2004) der Gruppe von Prof. Weihe aus Marburg
zeigt deutlich, welche Rolle IDO und auch QUIN in der Atiologie der lentiviralen
Enzephalopathie spielen. Sie untersuchten die Biosynthese von IDO in Gehirnen von

Affen, die mit dem Affen-Immundefizienzvirus (SIV) infiziert und schliellich an AIDS

erkrankt waren.

g Abbildung 5.1: IDO-Expression an der Blut-

Hirn-Schranke von Affen mit AIDS (verandert

Sie konnten sehr beeindruckend veranschaulichen, dass das IDO-Protein in den
Gehirnen der Affen, die an neuro-AIDS litten, exprimiert war und dass diese Induktion
durch die Behandlung mit 6-Chlor-2",3"-Didesoxyguanosin, einem antiretroviralen

Mittel, (Shirasaka et al., 1990) supprimiert werden konnte.

Abbildung 5.2: IDO-positive mehrkernige
Riesenzelle (Pfeil), die an der Oberflache der
Ependymzellen (ep) liegt (verédndert nach
Depboylu et al., 2004)
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Die Abbildungen 5.1 und 5.2 zeigen die IDO-Expression in Monozyten, die sich an der
Oberflache der Gehirnendothelzellen befinden. Diese Bilder zeigen, dass die IDO-
Synthese mdglicherweise eine entscheidende Rolle im Zuge der Uberwindung der Blut-
Hirn-Schranke (BHS) spielt. Daher wére es interessant zu wissen, ob die MV ebenfalls
in Monozyten IDO induzieren kdnnten, um Vorgange an der BHS zu beeinflussen.

In der Abbildung 4.27 wurde auch die IDO-Aktivitdt im Bezug auf eine HSV-1-
Infektion untersucht. Besonders hervorzuheben ist, dass die Stimulierung der HBMECs
mit ansteigenden Konzentrationen an IFN-y eine Dosis-abhangige Reduktion des ICP-0-
Proteins des HSV-1 zur Folge hatte. Jedoch lie sich kein IDO-Protein im Western-Blot
detektieren.

Die Herpes-Simplex-Viren sind weltweit verbreitet und mehr als 90 Prozent aller
Erwachsenen sind mit ihnen infiziert (Whitley & Roizman, 2001). Die Priméarinfektion
mit dem Herpes-Simplex-Virus Typ 1 erfolgt meist asymptomatisch in jungen Jahren.
Die HSV-1 Préavalenz beim Menschen steigert sich allméhlich von der Kindheit bis zum
Erreichen von 60 Jahren auf 80 %. Die wohl schwerwiegendste Infektion, die durch
HSV-1 verursacht wird, ist die sporadische Enzephalitis. Diese zeichnet sich durch eine
unbehandelte Mortalititsrate von nahezu 70% aus (Whitley, 1981; Kleinschmidt-
DeMasters & Gilden, 2001). Im Gegensatz dazu wird das Herpes-Simplex-Virus Typ 2
vorwiegend durch Genitalsekrete bei Sexualkontakten (bertragen, findet man HSV-2-
Antikorper auch vor der Sexualreife (Adam et al., 1979). Herpesvirus-Infektionen im
Genitalbereich stellen bei Schwangeren ein grofRes Problem dar, weil wahrend der
Entbindung der Erreger auf das Neugeborene (bertragen werden kann. In 60 bis 75%
der Falle kann dies nach der Geburt zu einer Enzephalitis flihren. Aseptische Meningitis
ist eine h&ufige Komplikation bei Menschen mit einer priméren genitalen HSV-2
Infektion (Francis et al., 1975; Whitley et al., 1988).

Betrachtet man die Ergebnisse, dass bei einer HSV-1 Infektion mit einer gleichzeitigen
IFN-y-Stimulation in HBMECs kein IDO synthetisiert wird, so stellt sich die Frage, ob
IDO in diesem Zusammenhang eine antivirale Aktivitat aufweisen kann oder ob HSV-1
die IFN-y-vermittelte IDO-Induktion in irgendeiner Weise hemmen und damit die

Vorgange an der Blut-Hirn (Organ)-Schranke moglicherweise beeinflussen kann.



S DISKUSSION 128

AbschlieRend kann man zusammenfassend auflisten, dass die IDO-Aktivitdt in

folgenden Punkten mitwirkt:

Reduced proliferation
of T cells

Reduced growth of T _
viruses (MV), Depletes > | Prevention of

bacteria and tryptophan fetal rejection

parasites /

nsumes superoxide anion
. . /v Co
Reduc_ed blosynthe5|s_ of as an oxygen source
proteins and serotonin -
24
/ ‘ \ Degrades tryptamine,
Produces immunoactive serotonin and melatonin
kynurenines l
l Produces neuroactive Possible induction
Possible involvement in Kynurenines of neuroendocrine
immune homeostasis l disorders

Possible involvement in synaptogenesis,
neurotransmission and neurotoxicity

Abbildung 5.3: Die Vielfaltigkeit der Effekte der IDO-Induktion und die mégliche Rolle

bei physiopathologischen Bedingungen (veréndert nach Grohmann et al., 2003).
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6 Zusammenfassung

Das Masernvirus (MV) gehort zu den negativ-strangigen RNA-Viren der Familie der
Paramyxoviridae und verursacht beim Menschen akute und subakute Enzephalitiden.
Es wurde beschrieben, dass sich MV-RNA in den Endothelzellen von SSPE (subakute
sklerosierende Panenzephalitis)-Gehirnen nachweisen lasst (Cosby & Brankin, 1995).
In dieser Arbeit konnte ich eine CD46- und CD150-unabhéngige Infektion von
Endothelzellen durch Wildtyp-MV nachweisen.

Ferner wurde beschrieben, dass das Typ Il-Interferon (IFN-y) im Serum von Patienten
mit akuten Masern und nach einer Masernimpfung erhoht ist (Okada et al., 2001;
Ovsyannikova et al., 2003) und dieses Zytokin lasst sich auch in Gehirnlasionen von
SSPE-Patienten detektieren (Nagano et al., 1994). Basierend auf diesen Erkenntnissen,
konnte ich eine durch das Enzym Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO) vermittelte
antivirale Aktivitat von IFN-y gegen MV nachweisen.

Endothelzellen (EZ) sind bei der akuten Masernerkrankung oder nachfolgenden
Komplikationen, die auf einer persistierenden Infektion basieren, wichtige Zielzellen.
CD46 und CD150 (signalling lymphocytic activation molecule, SLAM) wurden als
zelluldre Rezeptoren fur MV beschrieben (Dorig et al., 1993; Naniche et al., 1993;
Tatsuo et al., 2000). Es konnte gezeigt werden, dass humane EZ aus dem Gehirn und
aus der Nabelschnurvene (HBMECs und HUVECS) zwar CD46, aber auf RNA- und auf
Proteinebene kein SLAM exprimieren. Diese Zellen konnten jedoch mit den Wildtyp-
MYV, die CD46 nicht als Rezeptor benutzen, infiziert werden.

Diese Untersuchungen deuten auf die Prdasenz eines zusatzlichen Rezeptors fir die
Aufnahme und Verbreitung von MV in humanen EZ hin.

Der antivirale Effekt von Interferonen spielt bei der MV-Vermehrung eine
entscheidende Rolle und variiert jedoch in Abhangigkeit von der Wirtszelle (Schnorr et
al., 1993). Im Gegensatz zu den attenuierten MV-Impfstdammen kdnnen Wildtyp-MV

den antiviralen Effekt von Typ I-IFN blockieren, indem sie die Induktion von IFNo/3
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hemmen und die Sensivitit gegeniiber dem antiviralen Effekt vermindern. Dabei spielen
die V- und C-Proteine des MV eine Rolle (Naniche et al., 2000; Patterson et al., 2000;
Shaffer et al., 2003), die mit zellularen STAT-Proteinen und IRF-9 interagieren
(Palosaari et al., 2003; Takeuchi et al., 2003; Yokota et al., 2003).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass IFN-y die Replikation aller MV-Stdmme
vorwiegend in Endo- und Epithelzellen hemmen kann und, dass diese durch IFN-y
induzierte, antivirale Aktivitat mit der Induktion der Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO)
korreliert. IDO ist ein Enzym, welches in Anwesenheit von Sauerstoff den Abbau von
Tryptophan zu Kynurenin Kkatalysiert (Hirata et al., 1975) und hauptsachlich
antiparasitare, antibakterielle und antivirale (Bodaghi et al., 1999; Adams et al., 2004)
Effekte vermittelt. Im Zusammenhang mit Masern wurde beschrieben, dass die
Tryptophan Katabolite in SSPE-Patienten erhéht sind (Kurup & Kurup, 2002).

Die Daten in dieser Arbeit zeigen, dass die durch IFN-y-induzierte antivirale Aktivitét
durch Zugabe von L-Tryptophan nahezu aufgehoben werden kann und daher IDO im

Zuge der anti-MV Aktivitat eine entscheidende Rolle spielt.
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/ Summary

Measles virus (MV) belongs to the negative-stranded RNA-viruses of the family
Paramyxoviridae and causes acute and subacute encephalitis in humans.

It has been described that MV-RNA can be detected in endothelial cells of SSPE
(subacute sclerosing panencephalitis)-brains (Cosby & Brankin, 1995). In this work |
could show a CD46- and CD150-independent endothelial cell infection with wild-type
measles viruses.

Furthermore it has been described that after acute infections and vaccinations, the type
I1-interferon (IFN-y) concentrations are increased (Okada et al., 2001; Ovsyannikova et
al., 2003) and this cytokine can also be detected in brain lesions of patients suffering
from SSPE (Nagano et al., 1994). Based upon this findings | could detect an
indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) mediated anti-MV activity of gamma interferon.
Endothelial cells (ECs) are important target cells during acute measles and
complications following the infection. CD46 and CD150 (signalling lymphocytic
activation molecule, SLAM) have been described as cellular receptors for MV (Doérig et
al., 1993; Naniche et al., 1993; Tatsuo et al., 2000). It has been shown that human ECs
from brain and umbilical vein (HBMECs and HUVECs) were CD46-positive, but did
not express SLAM neither at RNA- nor at protein level. However, these cells could be
infected with the wild-type MV strains, which do not use CD46 as a receptor.

These findings suggest the presence of an additional receptor for MV uptake and spread
in human ECs.

The antiviral effect of interferons plays an important role for the MV-replication.
However, this effect depends from the host cell (Schnorr et al., 1993). Attenuated MV
strains are more sensitive to type I-interferons than wild-type strains, because wild-type
strains can block the induction of IFN-a/B. The V- and C-proteins of MV play a role in
this process (Naniche et al., 2000; Patterson et al., 2000; Shaffer et al., 2003). They
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interact with STAT proteins and IRF-9 (Palosaari et al., 2003; Takeuchi et al., 2003;
Yokota et al., 2003).

In this work it could be shown, that IFN-y can inhibit the replication of all MV strains
preferably in endo- and epithelial cells. Furthermore it could be demonstrated that the
antiviral activity induced by IFN-y correlates with the induction of IDO. IDO is an
enzyme which in the presence of oxygen catalyses the degradation of tryptophan (Hirata
et al., 1975) and is known to mediate antiparasitic as well as antibacterial and antiviral
effects (Bodaghi et al., 1999; Adams et al., 2004). In the context with measles it has
been described that the tryptophan catabolites were increased in SSPE-patients (Kurup
& Kurup, 2002).

The data in this work show that the IFN-y-induced antiviral activity can be overcome by
the addition of L-tryptophan which indicates a decisive role of IDO in the anti-MV

activity.
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9 Abklrzungen

A. dest. destilliertes Wasser

Abb. Abbildung

Ak Antikorper

Amp Ampicillin

APC Antigen-prasentierende Zellen
APS Ammoniumpersulfat

As Aminoséure

BCA Bicinchoninic Acid

BHS Blut-Hirn-Schranke

bp Basenpaare

BSA Bovines Serum Albumin

bzw. beziehungsweise

°C Grad Celsius

ca. circa

CCP “complement control protein repeat*
CDC “Centers for Disease Control and Prevention*
CHO “chinese hamster ovar*

CMV Cytomegalie-Virus

CPE zytopathischer Effekt

Da Dalton

DABCO 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octane
DAPI 4"-6-Diamidino-2-phenylindole
ddNTP didesoxy-Nukleosidtriphosphat
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure
DNase Desoxyribonuklease

166
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dpi

DTT

Dz

ECL
EBV
Edm
EDTA
ECGS
ER
EtOH
EZ
F-Protein
FACS
FG
FITC
FKS

FP

g
GAPDH
g/L
GM-CSF
H-Protein
h

hpi
HBSS
HIV
HRP
HSV-1
HSV-2
HTLV-1
ICPO

Tage nach der Infektion (*“days post infection”)
Dithio-1,4-threiol

Dendritische Zellen

“enhanced chemiluminescence”

Epstein-Barr Virus

Edmonston (MV-Vakzine)
Ethylendiamintetraessigséure

“Endothelial cell growth supplement*
Endoplasmatisches Retikulum

Ethanol

Endothelzellen

Fusionsprotein des MV

DurchfluBzytometer (“fluorescence activated cell scanner”)
Fragment

Fluoreszein Isothiozyanat

fotales Kélberserum

FACS-Puffer

Gramm
Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
Gramm pro Liter

Granulozyten-Makrophagen Kolonie-stimulierender Faktor
Héamagglutininprotein des MV

human

Stunden nach Infektion (“hours post infection”)
“Hank’s balanced salt solution” ohne Ca**/Mg**
Humane Immundefizienzvirus
Meerrettichperoxidase (“horseradish peroxidase*)
Herpes Simplex Virus Type I

Herpes Simplex Virus Type Il

Human T-cell leukemia Virus

“immediate early*-Protein der HSV
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IDO
IFN

IGS
IF

ISGF3
ISGs
kb
kDa

LPS
m

M

M
M-Protein
mAK
MCS
MCP
ME
MEM
mg

M

MY

pl

ml
mM
MG
MIBE
min
MOl

Indolamin 2,3-Dioxygenase
Interferon

Immunglobulin

Intergenische Sequenzen (“intergenic sequences*)
Indirekte Immunfluoreszenz
Interleukin

“inteferon-stimulated gene factor3*
“IFN-stimulated genes*

Kilobasen

Kilodalton

Liter

Lipopolysaccharid

milli, 10"

Marker

Molar, mol/l

Matrixprotein des MV
monoklonaler Antikorper

Multiple Klonierungsstelle
Membran Cofaktor Protein
Merkaptoethanol

Minimal Essential Medium
Milligramm

mikro, 10°®

Mikrogramm

Mikroliter

Milliliter

millimolar

Molekulargewicht

“Measles Inclusion Body Encephalitis*
Minute

infektiose Dosis (“multiplicity of infection®)
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MMP Magermilchpulver

MRNA messenger-RNA

MV Masernvirus

n nano, 10°°

N-Protein Nukleo(kapsid)protein des MV

ND nicht bestimmt (“not determined®)

ng Nanogramm

NO Stichstoffoxid

NOS Stickstoffoxidsynthase

oD Optische Dichte

ORF Offene Leserahmen (“open reading frame*)

p Passage

P-Protein Phosphoprotein des MV

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PamCSK Pam 3 CysSerLys 4

PBL periphere Blutlymphozyten,
(“peripheral blood lymphocytes®)

PBMC periphere mononukledre Blutzellen

PBS Phosphat-gepufferte Salzlésung

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PFA Paraformaldehyd

PFU “plaque forming unit

PHA Phytohamagglutinin

POX Peroxidase

PVDF Polyvinyliden(di)fluorid

QUIN Quinolinsdure

RNA Ribonukleinsdure

RNase Ribonuklease

RNP Ribonukleoprotein-Komplex

RPE “retinal pigment epithelial

rpm Umdrehungen pro Minute (“round per minute*)
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RPMI RPMI 1640 Zellkulturmedium

RT Raumtemperatur

RT-PCR Reverse Transkription- Polymerase-Kettenreaktion
S Sekunde

SCR “short consensus repeat*

SDS Natriumdodecylsulfat

SIvV Affen-Immundefienzvirus

SLAM “signaling lymphocyte activation molecule®

SSPE Subakute sklerosierende Panenzephalitis

STAT “signal transducers and activators of transcription*
Tab. Tabelle

TEMED N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin

TH1 T-Helfer 1-Lymphozyten

TH2 T-Helfer 2-Lymphozyten

TM- Transmembran-

TNF Tumornekrosefaktor

Tris Tris-hydroxylmethyl-Aminomethan

Tris-HCI Tris-hydroxylmethyl-Aminomethan-Hydrochlorid
Trp L-Tryptophan

U Unit (Enzymeinheit)

UN uber Nacht

UNICEF “The United Nations Children”s Fund“

uv Ultraviolett

u.v.m. und vieles mehr

uz Ultrazentrifugation

Vol. Volumen

WB Western Blot

WHO Weltgesundheitsorganisation (“World Health Organization*)
WT Wildtyp

WTF Wildtyp Fleckenstein-MV

ZNS Zentrales Nervensystem
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